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RESUMO

DA SILVA DE ABREU, NATHALI. Universidade de Brasilia, fevereiro de 2026. Viroma de
ssDINA e agentes subvirais em plantas alimenticias nio convencionais e medicinais
Orientadora: Prof* Dr". Rita de Céssia Pereira Carvalho.

Plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) e plantas medicinais desempenham papéis
relevantes na seguranga alimentar, na medicina tradicional e na manutencao da biodiversidade,
porém permanecem pouco exploradas como hospedeiras de virus de plantas. Neste estudo foi
realizado um levantamento da diversidade de virus de DNA fita simples (ssDNA) associados a
esses grupos vegetais utilizando sequenciamento de alto desempenho (HTS). Foram analisadas
142 amostras foliares coletadas em todas as regides do Brasil. Apds extragdo de DNA total,
amplificacdo por circulo rolante (RCA) e sequenciamento na plataforma //lumina, a montagem
de novo das reads gerou 86.818 contigs, dos quais 48 apresentaram similaridade com
sequéncias virais. Entre estes, 42 contigs foram classificados como membros do género
Begomovirus (familia Geminiviridae), incluindo 23 correspondentes ao componente genomico
DNA-A e 19 ao DNA-B. A analise de identidade nucleotidica revelou a presenga de cinco
espécies previamente descritas de begomovirus e sete sequéncias do componente DNA-A com
identidade inferior a 91% em relacdo a sequéncias disponiveis no GenBank, compativeis com
provaveis novas espécies segundo os critérios taxonomicos do International Committee on
Taxonomy of Viruses. Além dos begomovirus, foram identificadas sequéncias relacionadas a
alphasatélites, gemycircularvirus e um membro da familia Caulimoviridae. Destaca-se ainda a
deteccao de bean golden mosaic virus infectando Euphorbia heterophylla, ampliando o espectro
de hospedeiras conhecidas para essa espécie viral. Em conjunto, os resultados demonstram que
PANC, plantas medicinais e espécies espontaneas podem abrigar uma diversidade relevante de

virus ssDNA, evidenciando o potencial desses grupos vegetais como reservatdrios pouco



explorados de diversidade viral em agroecossistemas.

PALAVRAS-CHAVE: Viroma vegetal, High-Throughput Sequencing, Geminiviridae.



ABSTRACT

DA SILVA DE ABREU, NATHALL Universidade de Brasilia, fevereiro de 2026, ssDNA
Virome and subviral agents of medicinal plants and non-conventional food plants.
Orientadora: Prof* Dr”. Rita de Céssia Pereira Carvalho.

Non-conventional food plants (PANCs) and medicinal plants play important roles in food
security, traditional medicine, and biodiversity maintenance; however, they remain poorly
explored as hosts of plant viruses. In this study, the diversity of single-stranded DNA (ssDNA)
viruses associated with these plant groups was investigated using a High-Throughput
Sequencing (HTS) approach. A total of 142 leaf samples collected from different regions of
Brazil were analyzed. Following total DNA extraction, rolling circle amplification (RCA), and
sequencing on the Illumina platform, de novo assembly generated 86,818 contigs, of which 48
showed similarity to viral sequences. Among these, 42 contigs were classified as members of
the genus Begomovirus (family Geminiviridae), including 23 DNA-A and 19 DNA-B genomic
components. Nucleotide identity analysis revealed five previously described begomovirus
species and seven DNA-A sequences showing less than 91% nucleotide identity with sequences
available in GenBank, consistent with the species demarcation criteria established by the
International Committee on Taxonomy of Viruses. In addition to begomoviruses, sequences
related to alphasatellites, gemycircularviruses, and one member of the family Caulimoviridae
were identified. Notably, Bean golden mosaic virus was detected infecting Euphorbia
heterophylla, expanding the known host range of this virus species. Overall, the results
demonstrate that non-conventional food plants, medicinal plants, and spontaneous vegetation
may harbor a diverse community of ssDNA viruses, highlighting the potential role of these
plant groups as previously underexplored reservoirs of viral diversity in agroecosystems.

KEY-WORDS: Food, Begomovirus, Geminiviridae.
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1. Introducao
1.1 Virus de plantas e diversidade viral em agroecossistemas

Virus de plantas constituem um grupo importante de patogenos que afetam espécies
cultivadas e plantas espontaneas em diferentes ecossistemas agricolas e naturais. Esses
patogenos podem causar alteragdes fisioldgicas, reducao do crescimento e perdas significativas
de produtividade em diversas culturas de interesse economico. Além disso, plantas nao
cultivadas podem atuar como reservatorios naturais de virus, contribuindo para a manutengao
e disseminagdo de patdogenos em agroecossistemas (Rojas et al. 2018; Jones 2021).

Entre os virus de plantas, membros da familia Geminiviridae destacam-se pela ampla
distribuicdo geografica, elevada diversidade genética e capacidade de infectar numerosas
espécies vegetais. Os virus dessa familia possuem genoma composto por DNA fita simples
circular e sdo transmitidos principalmente por insetos vetores, especialmente moscas-brancas
do género Bemisia (Brown et al. 2015). Dentro dessa familia, o género Begomovirus representa
0 grupo mais numeroso € economicamente importante, sendo responsavel por diversas doencas
em culturas agricolas tropicais e subtropicais (Rojas et al. 2018).

Os begomovirus podem apresentar genoma monopartido ou bipartido, sendo este ultimo
constituido pelos componentes DNA-A e DNA-B. O componente DNA-A codifica proteinas
relacionadas a replicagdo, encapsidacdo e regulacdo da expressdo génica viral, enquanto o
DNA-B codifica proteinas envolvidas no movimento viral entre células e tecidos da planta
hospedeira (Hanley-Bowdoin et al. 2013). A elevada variabilidade genética observada nesse
grupo estd associada a processos evolutivos como mutagdo, recombinacdo e pseudo-
recombinagdo, que contribuem para o surgimento de novas variantes virais capazes de infectar
diferentes hospedeiras (Lefeuvre e Moriones 2015).

Além dos genomas virais, begomovirus frequentemente estdo associados a agentes subvirais,
como satélites de DNA, que podem influenciar a infec¢do e a expressdo dos sintomas nas

plantas hospedeiras. Entre esses agentes destacam-se os alfasatélites e os betassatélites, que



dependem da maquinaria replicativa dos virus auxiliares para sua manutencdo no hospedeiro
(Briddon e Stanley 2006). Estudos mais recentes também descreveram uma nova classe de
satélites de DNA associada a begomovirus do Novo Mundo, denominada Clecrusatellite,
ampliando o conhecimento sobre a diversidade de agentes subvirais associados a esses virus
(Fiallo-Olivé et al. 2021).

1.2 Plantas alimenticias nio convencionais e plantas medicinais

Plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) correspondem a espécies vegetais com
potencial alimenticio que, apesar de apresentarem valor nutricional significativo, sdo pouco
utilizadas ou subexploradas nos sistemas agricolas e alimentares contemporaneos. Muitas
dessas espécies sdo tradicionalmente consumidas por populagdes locais e apresentam elevado
teor de vitaminas, minerais e compostos bioativos (Kinupp e Lorenzi 2014).

As PANC pertencem a familias botanicas bem distribuidas em ambientes naturais e
agricolas, incluindo espécies frequentemente encontradas em areas cultivadas, margens de
lavouras ou ambientes antropizados. Além de seu potencial nutricional, essas plantas podem
desempenhar papel relevante na conservagdo da agrobiodiversidade e na diversificagdo dos
sistemas alimentares (Padulosi et al. 2013).

De forma semelhante, plantas medicinais possuem grande importancia cultural, econdmica
e terapéutica. Muitas dessas espécies sdo utilizadas na medicina tradicional para o tratamento
de enfermidades e constituem fonte de compostos bioativos empregados na produgdo de
fitoterapicos e medicamentos (Rates 2001).

Apesar da relevancia dessas plantas para a alimentacdo, saude e economia local, o
conhecimento sobre os seus patogenos ainda € limitado, especialmente no que se refere aos
virus de plantas. Essas espécies sdo, normalmente, negligenciadas em programas de
monitoramento fitossanitario, o que dificulta a compreensao do papel que podem desempenhar

como reservatorios naturais de virus capazes de infectar culturas agricolas (Ahmad e Khan



2021).
1.3 Diversidade viral em hospedeiras ndo convencionais

Plantas espontaneas, medicinais e alimenticias ndo convencionais podem atuar como
importantes reservatorios de virus de plantas em agroecossistemas. A presenca de virus nessas
hospedeiras pode favorecer a manutengao de patdogenos em periodos de entressafra e contribuir
para a emergéncia de novas doengas em culturas agricolas (Rojas et al. 2018).

A revisao conduzida por Ahmad e Khan (2021) reuniu registros de begomovirus em plantas
medicinais, evidenciando que espécies tradicionalmente utilizadas na medicina popular, como
a Euphorbia heterophylla, também podem hospedar virus desse grupo, embora muitas dessas
associagdes permanecam insuficientemente caracterizadas do ponto de vista molecular.

Nos ultimos anos, avangos nas técnicas de sequenciamento de alto desempenho tém
ampliado significativamente a capacidade de detectar e caracterizar virus em diferentes
ambientes e organismos. O sequenciamento de alto desempenho (HTS) permite a identificacao
simultanea de multiplos virus presentes em uma mesma amostra vegetal, possibilitando a
descoberta de novos virus e a caracterizacdo da diversidade viral associada a diferentes
hospedeiras (Roossinck et al. 2015).

Entre as abordagens utilizadas para o estudo de virus de DNA fita simples, destaca-se a
amplificacdo por circulo rolante (rolling circle amplification — RCA), que permite amplificar
seletivamente genomas circulares de DNA antes do sequenciamento. Essa estratégia tem sido
empregada na identificacdo de virus da familia Geminiviridae em estudos de virologia vegetal

(Inoue-Nagata et al. 2016).



1.4 Justificativa do estudo

Apesar do crescente interesse cientifico e econdmico em plantas alimenticias ndo
convencionais e plantas medicinais, o conhecimento sobre os virus associados a essas espécies
ainda ¢ limitado. A investigacdo da diversidade viral presente nessas hospedeiras pode
contribuir para a compreensdo da dindmica epidemioldgica de virus de plantas e para a
identificacdo de novas espécies virais.

Além disso, a caracterizagao molecular de virus presentes em hospedeiras pouco estudadas
pode revelar novas estirpes virais e ampliar o conhecimento sobre a diversidade genética de
virus do género Begomovirus. Considerando a diversidade vegetal presente em ambientes
tropicais e a distribui¢do de begomovirus nesses ecossistemas, estudos voltados para a
prospeccao viral em espécies ndo convencionais sdo importantes para compreender a
diversidade e evolugdo desses patogenos.

Nesse contexto, a utilizacdo de técnicas de sequenciamento de alto desempenho associadas
a abordagens moleculares de caracterizagdo viral constitui uma estratégia eficiente para
investigar o viroma associado a plantas pouco estudadas e identificar possiveis novas espécies

virais.



2 Hipotese

Plantas alimenticias ndo convencionais e plantas medicinais podem abrigar uma diversidade
ainda pouco caracterizada de virus de DNA fita simples, incluindo virus pertencentes ao género
Begomovirus e agentes subvirais associados.
3. Objetivo geral

Caracterizar molecularmente virus de DNA fita simples associados a plantas alimenticias
nao convencionais e plantas medicinais, com énfase na diversidade genética de virus do género
Begomovirus.

3.1. Objetivos especificos

1. Avaliar a diversidade de virus de DNA fita simples associados a plantas alimenticias nao
convencionais e plantas medicinais de diferentes familias botanicas.

2. Caracterizar molecularmente sequéncias virais detectadas, com énfase em virus do género
Begomovirus.

3. Realizar analises comparativas das sequéncias virais obtidas com genomas depositados

em bancos de dados publicos, visando sua classificacao taxonomica.



CAPITULO 1



Revisao de literatura

1. Diversidade de familias botanicas de plantas alimenticias nio convencionais e
medicinais

A diversidade de plantas alimenticias nao convencionais (PANC) e de espécies medicinais
representa um importante componente da agrobiodiversidade, especialmente em sistemas
agricolas tradicionais e agroecologicos. Essas plantas pertencem a diferentes familias botanicas
e sao utilizadas na alimentagdo humana e na medicina popular devido ao seu valor nutricional
e a presenca de compostos bioativos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antimicrobianas (Corado et al. 2020; Fucroze 2026).

De acordo com a definicdo da Organizacdo Mundial da Saude, plantas medicinais sdo
espécies vegetais que contém substancias ou metabdlitos com potencial terapéutico, podendo
ser utilizadas na prevencdo ou tratamento de doengas. Essas plantas constituem a base de
diversos sistemas tradicionais de saide e tém despertado crescente interesse cientifico devido
ao potencial farmacologico de seus metabdlitos secundarios (WHO 2019). Entre os exemplos
utilizados destacam-se o gengibre (Zingiber officinale), a crcuma (Curcuma longa) e o alho
(Allium sativum) (Figura 1), espécies reconhecidas por suas propriedades anti-inflamatoérias,

antioxidantes e antimicrobianas (Singh et al. 2023; Latif e Nawaz 2025).
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Figura 1. Rizoma de Curcuma longa (a) e rizoma de Zingiber officinale acompanhado de bulbos de Allium sativum (b).
Fonte: Pixabay (https.//pixabay.com/pt/), acesso em 08 de margo de 2026.
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Entre as familias botanicas que incluem espécies alimenticias e medicinais de interesse
agricola destacam-se Fabaceae, Solanaceae, Euphorbiaceae e Amaranthaceae, cujos
representantes podem atuar tanto como culturas agricolas quanto como hospedeiros de
diferentes virus de plantas. Na familia Fabaceae, por exemplo, espécies cultivadas como o
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) podem ser infectadas por virus que afetam o desenvolvimento
das plantas e comprometem a produtividade agricola (Tang e Feng 2023).

Na familia Solanaceae, espécies cultivadas como tomate (Solanum lycopersicum) e batata
(Solanum tuberosum) estdo frequentemente associadas a ocorréncia de viroses importantes.
Entre os virus relatados nessas culturas destacam-se begomovirus como tomato severe rugose
virus (ToSRV), além de espécies pertencentes aos géneros Orthotospovirus, como groundnut
ringspot virus (GRSV), e tobamovirus, como tomato mosaic virus (ToMV). Em batata, virus
como Potato virus Y (PVY) e Potato virus X (PVX) podem causar sintomas de mosaico,
deformacdes foliares e perdas significativas na produtividade (Duarte et al. 2002).

Espécies da familia Euphorbiaceae também apresentam ampla distribuicdo em ambientes
agricolas e naturais, podendo atuar como hospedeiras alternativas e reservatorios de virus
transmitidos por insetos vetores. Nesse contexto, plantas espontaneas podem desempenhar
papel importante na epidemiologia de viroses em agroecossistemas, contribuindo para a
manutenc¢ado e disseminacao de patdgenos virais.

Entre as familias botinicas associadas a espécies alimenticias, medicinas e espontineas
destaca-se Amaranthaceae, pertencente a ordem Caryophyllales. Essa familia é composta
predominantemente por ervas anuais ou perenes e inclui aproximadamente 165 géneros e cerca
de 2040 espécies distribuidas globalmente (Kubitzki et al. 2013; Xu e Deng 2017). Dentro dessa
familia, o género Amaranthus apresenta grande importancia alimentar e agronomica, sendo
considerado um dos principais pseudocereais cultivados em diferentes regides do mundo devido

ao seu elevado valor nutricional, especialmente em relagdo ao teor de proteinas, fibras e



minerais (Janssen et al. 2017).

Espécies de Amaranthus apresentam alta capacidade de adaptagdo a diferentes condi¢des
ambientais, incluindo ambientes com estresse hidrico ou baixa fertilidade do solo, o que
favorece seu cultivo em sistemas agricolas diversificados (Olufolaji et al. 2010; Aderibigbe et
al. 2022). No Brasil, diversas espécies desse género sdo popularmente conhecidas como caruru
e classificadas como plantas alimenticias ndo convencionais, sendo utilizadas tanto na
alimentagdo quanto em sistemas agroecoldgicos (MAPA 2013).

A presenca dessas espécies em ambientes agricolas e areas de vegetacao espontanea pode
favorecer interacdes com diferentes virus de plantas, tornando-as potenciais hospedeiras e
reservatorios virais. Além disso, a ocorréncia simultanea de multiplos virus em plantas
cultivadas e espécies espontaneas pode favorecer processos evolutivos importantes, como
recombinagdo genética ¢ adaptagdo viral, contribuindo para o surgimento de novas variantes

virais com maior potencial de disseminagao

2. Doengas virais em plantas alimenticias nio convencionais e plantas medicinais

Plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) e plantas medicinais podem atuar como
hospedeiras de diversos virus vegetais, incluindo espécies pertencentes a familia Geminiviridae.
Muitas dessas plantas ocorrem em ambientes agricolas ou periagricolas, frequentemente como
vegetacao espontanea ou cultivadas em sistemas agroecoldgicos, o que favorece sua interagdao
com vetores e outros hospedeiros vegetais. Nesse contexto, essas espécies podem funcionar
como reservatorios virais, contribuindo para a manutencdo e disseminagdo de virus em
agroecossistemas (Fontenele et al. 2017).

Entre os virus que afetam culturas tropicais, o papaya ringspot virus (PRSV), pertencente ao
género Potyvirus, ¢ um dos patdgenos mais importantes do mamoeiro (Carica papaya). A
infeccdo por PRSV provoca sintomas caracteristicos como mosaico foliar, deformagao das

folhas e manchas anelares nos frutos, resultando em perdas significativas de produtividade



(Lima et al. 2001). Além desse virus, outras viroses também foram relatadas nessa cultura,
incluindo infec¢des associadas ao papaya lethal yellowing virus (PLY V) e virus relacionados a
sindrome da meleira do mamoeiro, que comprometem a qualidade e o rendimento dos frutos
(Albiéri et al. 2013).

A expansdo da gama de hospedeiros de begomovirus também tem sido relatada em diferentes
sistemas agricolas. A deteccdo de Ageratum yellow vein virus infectando mamoeiros na
Indonésia representa um exemplo da capacidade desses virus de colonizar novos hospedeiros
vegetais, evidenciando o potencial de adaptacdo e disseminag¢do de begomovirus em regioes
tropicais (Helina et al. 2024). Esse processo pode favorecer a emergéncia de novas interagdes
virus-hospedeiro e reforca a importincia do monitoramento fitossanitdrio em ambientes
agricolas diversificados.

Outras espécies cultivadas associadas ao grupo das PANC também podem ser afetadas por
virus economicamente relevantes. O maxixe (Cucumis anguria), pertencente a familia
Cucurbitaceae, ¢ suscetivel a infeccao pelo papaya ringspot virus type watermelon (PRSV-W),
um potyvirus responsavel por sintomas como mosaico e amarelecimento foliar, além de reducao
do vigor das plantas (EMBRAPA 2015). Embora o PRSV-W ndo pertenca ao grupo dos
begomovirus, sua ocorréncia em ambientes agricolas onde moscas-brancas e geminivirus estao
presentes evidencia a complexidade das interagdes virais em agroecossistemas. Nessas
condigdes, infeccdes simultaneas por diferentes virus podem agravar os sintomas e dificultar o
manejo das doencas (Rojas et al. 2018).

Plantas medicinais também tém sido relatadas como hospedeiras de virus vegetais. Em
Mentha spicata L. (horteld), espécie amplamente utilizada na medicina tradicional, foi relatada
infeccdo pelo tomato leaf curl Pakistan virus (TLCPV), um begomovirus associado a sintomas
como mosaico, enrolamento foliar e deformacgdes nas folhas (Borah e Dasgupta 2012). Esses

registros demonstram que plantas medicinais podem participar da dindmica epidemioldgica de



begomovirus em ambientes agricolas.

Além das plantas cultivadas, diversas espécies medicinais associadas a sistemas agricolas
também podem abrigar begomovirus. Entre elas destaca-se Euphorbia heterophylla L.,
frequentemente encontrada em areas agricolas da América Latina. Essa espécie pode apresentar
sintomas tipicos de infec¢do por begomovirus, como mosaico e enrolamento foliar (Figura 1).
Estudos conduzidos na Venezuela identificaram uma nova espécie de begomovirus infectando
E. heterophylla, distinta da espécie previamente associada a doenga em Cuba (Zambrano et al.
2012). No Brasil, essa planta ¢ frequentemente observada com sintomas de mosaico, sendo o
Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) um dos virus mais comumente detectados nesse

hospedeiro (Fernandes et al. 2011).

Figura 2. Plantas de Fuphorbia heterophylla exibindo sintomas compativeis com infecgdo por
begomovirus, incluindo mosaico clordtico e deformagdo foliar. (A—C) Diferentes individuos
sintomaticos observados em area agricola adjacente a cultivo de soja.



A presenga de virus em PANC, plantas medicinais e plantas espontaneas evidencia o papel
dessas espécies na ecologia e epidemiologia das viroses vegetais. Em ambientes agricolas
tropicais, onde ha elevada diversidade vegetal e intensa atividade de vetores, essas plantas
podem atuar como reservatérios virais e contribuir para a emergéncia de novas variantes virais

por processos como recombinagdo e adaptagdo a novos hospedeiros.



3. Virus de ssDNA (single strand DNA)

O sistema de classificacdo de Baltimore organiza os virus com base na estratégia utilizada
para a producdo de RNA mensageiro (mRNA) a partir do genoma viral (Koonin et al. 2021).
Nesse sistema, os virus sdo divididos em sete grupos principais. Os virus com genoma
constituido por DNA de fita simples (ssDNA) pertencem ao grupo II (Baltimore I1) (Quadro
1).

Quadro 1. Sistema de classificagdo de Baltimore, que agrupa virus de acordo com a natureza
do genoma ¢ a estratégia de producdo de RNA mensageiro (mRNA) durante o ciclo replicativo

Grupo Grupo Il Grupo IV
(dsDNA) (ssDNA) (+ssRNA)

Grupo Il Grupo V (-
(dsRNA) ssRNA)

| , | ] ,

Transcrigéo Replicagéo para Genoma Transcriptase RNA Polimerase
Direta dsDNA Funciona como Reversa Dependente de
mRNA RNA

A RNA

Tradugdo Direta DNA

v l v
J

mediario Intermedidrio

Transcrigdo

mRNA

Apos a entrada na célula hospedeira, os genomas de ssDNA sdo convertidos em DNA de fita
dupla (dsDNA), que atua como intermediario replicativo e como molde para a transcrigdo de
mRNA pela maquinaria celular. A replica¢do desses virus ocorre, em geral, por meio de um
mecanismo de replicacdo por circulo rolante (rolling circle replication), iniciado por uma
endonuclease codificada pela proteina Rep (Malathi e Devi 2019).

Os virus de ssDNA infectam organismos pertencentes a diferentes reinos, incluindo plantas,

fungos, insetos e vertebrados, e apresentam grande diversidade genética e estrutural (Mietzsch
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et al. 2025). Entre os virus associados a plantas destacam-se principalmente representantes da
familia Geminiviridae, considerada uma das mais importantes em termos fitopatologicos. Além
desses, virus de outras familias de ssDNA também tém sido detectados em tecidos vegetais ou
em ambientes associados as plantas por meio de abordagens metagendmicas baseadas em
sequenciamento de alto desempenho (HTS) (Malathi e Devi 2019).

Entre essas familias, membros da familia Genomoviridae tem sido frequentemente
detectados em amostras ambientais como solo, agua, sedimentos e fezes de animais, além de
associagcdes com fungos e tecidos vegetais (Lopez-Roblero et al. 2023). Embora muitos
membros dessa familia ainda ndo tenham hospedeiros claramente definidos, sua deteccdo em
diferentes substratos ambientais evidencia a ampla distribuicao ecologica desses virus e reforga
a importancia das abordagens metagenomicas para a caracterizacdo da diversidade viral em
ambientes naturais.

Entre os virus de ssDNA que infectam plantas, os membros da familia Geminiviridae
destacam-se pela ampla distribuicao geografica, diversidade genética e impacto econdémico em
culturas agricolas. Esses virus infectam uma grande variedade de espécies vegetais, incluindo
plantas cultivadas, plantas daninhas e espécies espontianeas presentes em agroecossistemas
tropicais e subtropicais, sendo frequentemente transmitidos por insetos vetores da ordem

Hemiptera (Fiallo-Olivé et al. 2021).
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3.1. Viroma vegetal e a familia Geminiviridae: implicacdes para plantas medicinais e
plantas alimenticias ndo convencionais

O termo “viroma” engloba todos os virus que habitam um organismo ou ambiente especifico,
incluindo virus ativos e virus associados a microrganismos simbiontes (Virgin 2014). Dentre
esses, estdo os virus de ssDNA, que compdem uma ampla e diversa categoria (Grupo II de
Baltimore), com genomas frequentemente circulares e que evoluiram para codificar multiplas
proteinas (Mietzsch et al. 2025). Esta abordagem amplia a compreensdo da diversidade e da
interagdo viral em plantas medicinais e plantas alimenticias ndo convencionais, objetos deste
estudo.

Virus classificados na familia Geminiviridae possuem um genoma de ssDNA, variando entre
2.5 e 3.0 kb (Brown et al. 2015). A morfologia da particula ¢ composta por um capsideo quasi-
icosaedro geminado (duas partes conectadas) (Fiallo-Olivé et al. 2021). O genoma pode ser
monopartido, contendo um unico DNA genomico (DNA-A), ou bipartido, com dois
componentes distintos denominados DNA-A e DNA-B (Varsani et al. 2017).

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), existem 548
espécies identificadas na familia Geminiviridae (ICTV 2026). A classificacdo de novas espécies
e estirpes baseia-se na identidade nucleotidica do genoma completo DNA-A, sendo considerada
uma nova espécie quando a identidade de nucleotideos ¢ menor que 91% e uma nova estirpe
quando a identidade excede 94% (Brown et al. 2015). Atualmente, a familia é composta por
quinze géneros (Begomovirus, Becurtovirus, Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus,
Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus,
Topocuvirus, Turncurtovirus e Welwivirus) cuja classificagdo considera critérios como
estrutura gendmica, tipo de hospedeiro, sintomas e vetores (Zerbini et al. 2017; Roumagnac et

al. 2022) (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas gerais dos géneros reconhecidos da familia Geminiviridae (ICTV 2026).

Vetor (nome

Genoma Género cientifico) Hospedeiros principais Referéncia
ssDNA . . . VPR
mono/bipartido Begomovirus Bemisia tabaci Dicotiledoneas Brown et al. 2015; ICTV 2026
Becurtovirus Cicadellidae Dicotiledoneas Varsani et al., 2014b; ICTV 2026
Capulavirus Afideos Dicotiledoneas Varsani et al., 2014b; ICTV 2026
Citlodavirus Desconhecido Dicotiledoneas Qiu et al., 2020; ICTV 2026
Curtovirus Circulifer spp. Dicotiledoneas Chen et al., 2010; ICTV 2026
Eragrovirus Cicadellidae Monocotiledoneas Varsani et al., 2014b; ICTV 2026
Grablovirus Membracideo Vitis spp. Varsani et al.2014; ICTV 2026
<DNA Maldovirus Desconhecido Mono/dicotiledoneas Roumagnac et al.2021; ICTV 2026
monopartido Mastrevirus Cicadulina spp. Principalmente monocotiledoneas Shepherd et al. 2010; ICTV 2026
Mulcrilevirus Tautoneura mori Dicotiledoneas Roumagnac et al.2021; ICTV 2026
Opunvirus Dactylopius spp. Cactaceas Fontenele et al. 2020; ICTV 2026
Topilevirus Cicadellidae Dicotiledoneas Roumagnac et al.2021; ICTV 2026
Topocuvirus Micrutalis malleifera Dicotiledoneas Briddon et al. 1996; ICTV 2026
Turncurtovirus Circulifer Dicotiledoneas Briddon et al. 2010; ICTV 2026
haematoceps
Welwivirus Nao descrito Nao descrito Fiallo-Olivé et al. 2021; ICTV 2026
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Os membros da familia Geminiviridae desencadeiam sintomas como mosaico dourado,
enrolamento foliar, enagdes e amarelecimento da nervura, que podem variar conforme o estagio
de desenvolvimento da planta, genotipo, fatores ambientais e infec¢cdes mistas (Inoue-Nagata
et al. 2009; Rojas et al. 2018). O estudo desses virus exige uma caracterizagdo molecular
detalhada, incluindo andlises gendmicas e transcriptomicas, para compreender a interagao
virus-hospedeira e desenvolver estratégias eficazes de manejo, como a sele¢do de cultivares
resistentes (Jones et al. 2021).

Dentre os géneros da familia, Begomovirus se destaca como o mais diversificado e
economicamente relevante, com 463 espécies descritas até o momento (ICTV 2026). Espécies
desse género sdo responsaveis por doengas economicamente importantes em culturas como
tomate (Solanum lycopersicum), feijao (Phaseolus vulgaris), mandioca (Manihot esculenta) e
algodao (Gossypium hirsutum), sendo transmitidos eficientemente pela mosca-branca Bemisia
tabaci Middle Fast-Asia Minor | (MEAMI) (Rojas et al. 2018; Fiallo-Olivé et al. 2021).

A elevada taxa de recombinacdo e mutagdo genética observada em begomovirus favorece a
emergéncia de novas variantes virais. Essas variantes podem apresentar alteracdes na
viruléncia, na severidade dos sintomas e na gama de hospedeiras, além de possibilitar a
superagdao de genes de resisténcia presentes em cultivares comerciais (Seal et al. 2006). A
pesquisa de Lefeuvre (2017) demonstra que eventos de recombinagdo em begomovirus podem
resultar em isolados com maior agressividade ou com capacidade de infectar novas espécies
vegetais, contribuindo para a emergéncia de epidemias em sistemas agricolas previamente
estaveis (Varsani et al. 2017).

Considerando sua importancia, o estudo aprofundado desse género é essencial para o
desenvolvimento de estratégias sustentdveis, como o uso de técnicas de edi¢do genética e
selecdo de cultivares resistentes (Roumagnac et al. 2022) posto seu papel central na

fitopatologia e na seguranca alimentar global.
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Nas secdes seguintes, serdo discutidos aspectos taxondmicos, genomicos e epidemiologicos
relacionados aos virus do género Begomovirus.

3.2. Aspectos bioldgicos e moleculares dos begomovirus

O género Begomovirus, cuja espécie-tipo € Bean golden yellow mosaic virus, inclui virus de
grande relevancia economica devido as perdas que causam em diversas culturas agricolas, como
tomateiro, feijoeiro, mandioca e algodoeiro. Em tomateiro, por exemplo, infecgdes por
begomovirus podem resultar em redugdes de produtividade superiores a 90%, dependendo do
isolado viral, da cultivar e das condi¢cdes ambientais (Rojas et al. 2018; Mialiano et al. 2022).
Esses virus infectam predominantemente plantas dicotiledoneas e sdo transmitidos pela mosca-
branca Bemisia tabaci Middle East—-Asia Minor 1 (MEAMI1) (Hemiptera: Aleyrodidae), um
vetor altamente eficiente que contribui para a disseminagdo desses patdgenos. Embora a
dispersdo ativa do inseto geralmente ocorra em curtas distancias dentro do agroecossistema, a
dispersdo passiva mediada pelo vento ou pela movimentagao de material vegetal infectado pode
favorecer a disseminacdo de begomovirus em escalas regionais e até continentais (Gilbertson
et al. 2015; Idris et al. 2024).

Os begomovirus apresentam genomas compostos por um componente de DNA-A
(monopartidos) ou dois componentes de DNA denominados DNA-A ¢ DNA-B (bipartidos),
organizados em orientacdo ambissenso. Nas espécies monopartidas, o componente DNA-A
possui informagdo genética responsavel por codificar proteinas essenciais para o ciclo viral,
incluindo a proteina do capsideo (V1), proteinas de movimento viral (V2), replicagao (C1),
ativagdo transcricional (C2), potencializacao da replicagdao (C3) e supressao do silenciamento
génico pos-transcricional (C4) (Vanitharani et al. 2004; Hanley-Bowdoin et al. 2013). Nas
espécies bipartidas, o DNA-A codifica proteinas associadas a replicacdo e encapsidagao,
enquanto o DNA-B codifica proteinas responsaveis pelo movimento intracelular e transporte

nuclear do DNA viral, como a proteina de movimento nuclear (NSP) e a proteina de movimento
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celular (MP) (Hanley-Bowdoin et al. 2013; Rojas et al. 2018).

Geograficamente, os begomovirus estdo amplamente distribuidos (Figura 2), com espécies
monopartidas predominando no Velho Mundo (Europa, Asia, Africa e Oceania) e espécies
bipartidas sendo mais comuns no Novo Mundo (Américas) (Brown et al. 2015). No entanto,
excecgoes tém sido relatadas, como a ocorréncia de espécies monopartidas no Brasil e no Peru,
sugerindo uma dindmica evolutiva complexa caracterizada por processos frequentes de
mutacdo, recombinag¢do genética e adaptacao a novos hospedeiros e vetores (Chaves et al. 2017;
Melgarejo et al. 2013). Além disso, a introducao de espécies exdticas e a recombinacdo genética
tém contribuido para a emergéncia de novas variantes virais, o que pode resultar no surgimento
de isolados com maior viruléncia, capacidade de infectar novos hospedeiros ou superar
mecanismos de resisténcia genética das plantas cultivadas, dificultando o manejo e o controle
dessas doencas (Varsani et al. 2017; Fiallo-Olivé et al. 2021).

A replicacao viral ¢ mediada pela proteina REP (Replication-associated protein), codificada
pelo gene C1 no DNA-A. Essa proteina reconhece a origem de replicacao (ori), localizada em
uma regiao intergénica conservada de aproximadamente 200 nucleotideos, que € essencial para
a iniciagdo da replicagdo e estabilidade genomica (Orozco et al. 1997; Hanley-Bowdoin et al.
2013). A interagdo entre a proteina REP e fatores do hospedeiro, como histonas e proteinas de
reparo de DNA, ¢ crucial para o sucesso do ciclo de vida do virus (Gutierrez. 2000; Luna et al.
2020).

Estudos tém destacado o papel das proteinas virais na supressdo dos mecanismos de defesa
das plantas, como a proteina C4, que interfere no silenciamento génico mediado por pequenos
RNAs, e a proteina C2, que modula a expressdo de genes do hospedeiro, favorecendo o
estabelecimento da infeccdo viral (Rojas et al. 2018; Luna et al. 2020). Esses mecanismos de
evasdo imunoldgica tém sido alvo de pesquisas para o desenvolvimento de estratégias de

controle baseadas em resisténcia genética e edi¢do genomica (Jones et al. 2021; Roumagnac et
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al. 2022).

Dada a sua importancia agrondmica e complexidade biologica, o estudo dos begomovirus
continua a ser uma area de pesquisa ativa, com foco na compreensdo de sua diversidade
genética, mecanismos de infec¢do e interagdo com os hospedeiros. Estratégias inovadoras,
como o uso de CRISPR/Cas9 para edicdo de genes virais ou do hospedeiro, tém mostrado
potencial para o manejo sustentdvel desses patogenos (Roumagnac et al. 2022; Maliano et al.

2022).
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Figura 3. Distribuicdo geografica global de virus do género Begomovirus. Os pontos indicam os locais de ocorréncia de espécies descritas,
conforme registros disponiveis na Master Species List do International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV 2026).
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4. Gemycircularvirus e a familia Genomoviridae: caracteristicas genémicas e
implicacées para a virologia de plantas

Os gemycircularvirus sao virus de DNA fita simples (ssDNA) com genoma circular
monopartido, atualmente classificados na familia Genomoviridae, estabelecida pelo ICTV para
acomodar esse grupo viral previamente descrito de forma informal (Rosario et al. 2012;
Krupovic et al. 2016). Os genomas apresentam tamanho tipico entre 2,1 ¢ 2,3 kb e sdo
encapsidados em particulas nao envelopadas com simetria icosaédrica e aproximadamente 20
nm de diametro (Rosario et al. 2012).

A familia Genomoviridae, proposta em 2016, retine virus de ssDNA circular que
compartilham similaridades genomicas e funcionais com membros da familia Geminiviridae,
incluindo a presenca de genes que codificam uma proteina associada a replica¢do (Rep) e uma
proteina do capsideo (CP) (Krupovic et al. 2016; Varsani e Krupovic 2017). Entretanto, diferem
dos geminivirus classicos por ndo formarem particulas geminadas e por apresentarem ampla
diversidade de hospedeiros e ambientes de ocorréncia.

Esses virus tém sido detectados em diferentes matrizes bioldgicas e ambientais, incluindo
tecidos vegetais, fungos, invertebrados, vertebrados e amostras ambientais provenientes de solo
e dgua, evidenciando sua ampla distribuic¢do ecologica (Rosario et al. 2012; Varsani e Krupovic
2017).

Do ponto de vista gendmico, os gemycircularvirus geralmente codificam duas ORFs
principais organizadas em orientagdo bidirecional: uma ORF responsavel pela proteina
associada a replicacao (Rep), essencial para a iniciacdo e término da replicagdo viral via
mecanismo de circulo rolante, e outra ORF que codifica a proteina do capsideo (CP),
responsavel pela formacao da capside viral (Varsani e Krupovic 2017; ICTV 2025). A proteina
Rep apresenta motivos conservados, como o dominio endonuclease HUH e o motivo helicase
Walker A, caracteristicos de virus de ssDNA circular e fundamentais para o processamento do

genoma viral durante a replicagdo (Krupovic et al. 2016).
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Grande parte do conhecimento atual sobre a diversidade dos gemycircularvirus deriva de
abordagens metagenomicas e de sequenciamento de alto desempenho (HTS), que ampliaram
significativamente o nimero de genomas identificados em diferentes matrizes biologicas
(Rosario et al. 2012; Varsani e Krupovic. 2017). No contexto da virologia de plantas, esses
virus tém sido detectados em tecidos vegetais assintomaticos e sintomaticos; contudo, estudos
anteriores sugerem que, em alguns casos, os verdadeiros hospedeiros possam ser fungos
associados as plantas, levantando questionamentos sobre seu papel como patdgenos vegetais
primarios (Krupovic et al. 2016; Varsani e Krupovic. 2017).

Essa incerteza quanto ao hospedeiro biologico de alguns gemycircularvirus confere
relevancia a interpretacdo cuidadosa de dados obtidos por abordagens metagenomicas,
especialmente em estudos baseados em HTS de plantas cultivadas, silvestres e PANC. Nesses
casos, as sequéncias virais detectadas podem representar componentes do viroma associado ao
ambiente da planta, incluindo microrganismos epifiticos ou endofiticos, € ndo necessariamente
virus fitopatogénicos primdrios. Assim, a analise criteriosa desses genomas ¢ essencial para
evitar inferéncias equivocadas sobre a etiologia de doengas e para compreender de forma mais
ampla as interagdes entre virus, plantas e outros organismos associados.

4.1. DNA satélites em Begomovirus: tipos e funcées na patogenicidade e evolucio
viral

De acordo com Rosario et al. (2016), além dos componentes gendomicos DNA-A ¢ DNA-B,
begomovirus podem estar associados a agentes subvirais de DNA conhecidos como DNA
satélites. Esses elementos sdo frequentemente associados a begomovirus monopartidos e
bipartidos (Rojas et al. 2018) e desempenham papéis importantes na patogenicidade e evolucao
viral. A maior parte dos begomovirus do Velho Mundo e alguns do Novo Mundo estdo
associados a trés tipos de satélites de DNA: alfassatélites, betassatélites e deltassatélites (Zhou
et al. 2013; Lozano et al. 2016; Briddon et al, 2018).

A doenga do mosaico amarelo em Ageratum conyzoides ¢ causada por um complexo viral
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envolvendo begomovirus e satélites, demonstrando como interagdes gendmicas podem
intensificar sintomas e ampliar a gama de hospedeiros (Saunders et al. 2000). Esses complexos
representam um desafio adicional para o diagnostico e controle, pois a presenca de satélites
pode modular a viruléncia e a transmissibilidade dos virus principais.

Os alfassatélites, classificados na familia Alphasatellitidae, possuem genomas que variam
entre 1.5 e 1.7 kb e apresentam uma regido rica em adenina, além de uma estrutura denominada
nonanucleotideo TAATATTAC (Igbal et al. 2021). Eles podem se replicar autonomamente,
mas dependem de begomovirus auxiliares para infec¢ao sistémica, encapsidacdo e transmissao
vetorial (Stainton et al. 2017; Zhao et al. 2022). Embora suas fun¢des bioldgicas exatas ainda
ndo sejam totalmente compreendidas, sabe-se que alguns alfassatélites modulam os sintomas
virais e afetam o acimulo do virus auxiliar e/ou do DNA betassatélite durante a infeccao (Mar
etal. 2017; Luo et al. 2019).

Os betassatélites, classificados na familia Tolecusatellitidae, possuem genomas de 1.5 a 1.7
kb e apresentam uma regido conservada (RCS) e um gene unico, BC1, que atua como
determinante de sintomas e supressor do silenciamento génico (Briddon et al. 2008; Kumar et
al. 2021). Recentemente, foi identificado um novo gene, BV1, associado a morte celular
programada em plantas, o que aumenta a viruléncia viral (Hu et al. 2020).

J& os deltassatélites, com genomas de aproximadamente 700nt, ndo codificam proteinas e
dependem totalmente do virus auxiliar para replicacdo e transmissao (Fiallo-Olivé et al. 2016;
Ferro et al. 2020). Eles estdo associados tanto a begomovirus monopartidos do Velho Mundo
quanto a bipartidos do Novo Mundo (Dry et al. 1997; Fiallo-Olivé et al. 2012).

Os clecrusatélites sdo elementos genéticos menores, frequentemente associados a virus de
plantas, que compartilham caracteristicas com os DNA satélites, como a dependéncia de virus
auxiliares para replicacdo e transmissdo (Nogueira et al. 2021). Esses elementos possuem

genomas compactos, geralmente variando entre 500 e 1.000 nucleotideos, e ndo codificam
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proteinas funcionais (Kumar et al. 2020). A organiza¢do gendmica dos clecrusatélites inclui
uma regido central altamente conservada, flanqueada por sequéncias repetitivas que podem
estar envolvidas na regulagdo da replicagdo e interagdo com o virus auxiliar (Nogueira et al.
2023).

Estudos recentes demonstraram que os clecrusatélites modulam a viruléncia do virus
principal, influenciando a expressao de genes de defesa da planta e a eficiéncia da infec¢do (Hu
et al. 2021). Eles interagem com o sistema de silenciamento génico da planta (PTGS, Post-
Transcriptional Gene Silencing), suprimindo a resposta imune e facilitando a replicagdo viral
(Varsani et al. 2022). Além disso, os clecrusatélites podem alterar a dindmica da infec¢@o ao
interferir na expressao de microRNAs da planta, que sdo cruciais para a regulagdo de genes
relacionados a defesa (Kumar et al. 2020).

No Brasil, clecrusatéllites foram identificados em associacdo com begomovirus que infectam
culturas agricolas importantes, como tomate e feijdo, sugerindo um papel relevante na
epidemiologia de doengas virais em plantas (Reis et al. 2020; Nogueira et al. 2023). A
caracterizacdo desses elementos tem sido fundamental para o desenvolvimento de estratégias
de controle baseadas na manipulagao genética de plantas, visando a resisténcia a multiplos virus
(Rojas et al. 2022).

A transmissdo de virus que infectam plantas ¢ um processo complexo, influenciado por
interacdes tripartites entre virus, plantas hospedeiras e vetores, como Bemisia tabaci (Jeger
2020). Essas interagcdes sdo moduladas por fatores bidticos e abiodticos, que determinam a
dindmica da doenca e a eficicia das estratégias de controle (Jeger 2023). A presenga de
clecrusatéllites pode alterar a eficiéncia da transmissdo viral, aumentando a viruléncia e a

adaptacao do virus a diferentes hospedeiros (Varsani et al. 2022).
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5. Variabilidade genética em virus fitopatogénicos: especificidades dos begomovirus

A variabilidade genética ¢ um mecanismo essencial para os virus, permitindo sua adaptacao
a diferentes hospedeiros e condi¢des ambientais em constante mudanca. Essa variabilidade e a
evolucdo resultante ocorrem por meio de mutagdes, recombinagdes e pseudo-recombinagio.
Algumas caracteristicas distintivas dos Begomovirus conferem suscetibilidade a eventos de
variabilidade genética (Bhandari et al. 2017), resultando na formacao de isolados, estirpes e
espécies dentro do género (Seal et al. 2006).

5.1. Contribuiciao da mutacio para a diversificacdo genética dos virus

Assim como ocorre em outros virus, a evolugdo dos membros da familia Geminiviridae
depende fortemente de mutagdes (Hameed et al. 2019). Essas mutagdes surgem durante a
replicagdo do material genético, quando ha incorporagdo incorreta de nucleotideos, podendo
alterar sequéncias codificadoras (Watson et al. 2015; Madigan et al. 2016). Isso permite que os
virus se diversifiquem e se adaptem a novos hospedeiros e ambientes (Lima et al. 2017). A
variabilidade decorrente das mutagdes precede, em muitos casos, a troca de segmentos
genOmicos por recombinacdo (Seal et al. 2006; Duffy e Holmes 2008), e a rapida evolugao
desses virus ¢ impulsionada por mecanismos mutacionais que afetam especificamente o sSDNA
(Harkins et al. 2009). Os begomovirus apresentam alta taxa de mutagdo, caracteristica
fundamental para sua capacidade de superar defesas das plantas hospedeiras e gerar variantes
genéticas em curto intervalo de tempo (Lima et al. 2017).

5.2. Recombina¢ao de membros de Geminiviridae: mecanismos e implicagoes

Embora as mutagdes pontuais sejam o principal mecanismo de variabilidade genética, a
recombinac¢do ¢ um fator critico para a diversidade das populagdes virais, especialmente em
virus de DNA de fita simples, como os integrantes da familia Geminiviridae (Garcia-Arenal et

al. 2003; Lefeuvre et al. 2019). Esse fenomeno contribui significativamente para o potencial
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evolutivo e a adaptagao local desses patogenos, sendo particularmente comum em Begomovirus
(Monci et al. 2002; Silva et al. 2014; Rocha et al. 2021; Fiallo-Olivé et al. 2021).

A elevada ocorréncia de recombinagdo em Geminiviridae pode ser explicada por dois
mecanismos principais: a replicacdo dependente de recombinagdo (RDR) e a replicagdo por
circulo rolante (RCR). Além disso, infecgdes mistas em uma tnica planta hospedeira facilitam
a troca de material genético entre virus co-infectantes, aumentando a probabilidade de
recombinagdo (Garcia-Andrés et al. 2006; Davino et al. 2009; Lefeuvre et al. 2019). Esses
mecanismos ndo apenas ampliam a variabilidade genética, mas também tém implicagdes diretas
na epidemiologia viral.

A recombinagdo, amplamente reconhecida como um dos principais motores da diversidade
gendmica entre geminivirus, ocorre com frequéncia em Begomovirus devido a sua estrutura
segmentada e a alta taxa de co-infec¢des em plantas cultivadas (Martin ef al. 2021; Rocha et al.
2021; Fiallo-Olivé et al. 2021). Ferramentas como o RDP5 (Recombination Detection
Program) permitem detectar eventos de recombinacdo com alta sensibilidade, revelando
padrdes que, se ignorados, podem comprometer analises filogenéticas e taxondmicas (Martin
et al. 2021).

Além da deteccao de recombinacdo, o software SDT (Sequence Demarcation Tool) é
amplamente utilizado para calcular identidade de sequéncia entre genomas virais, sendo uma
ferramenta padrdo para demarcacdo de espécies conforme os critérios do ICTV (Mubhire et al.
2014). Ja o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) continua sendo uma etapa
fundamental na triagem de sequéncias virais, especialmente em estudos metagendmicos com
NGS, permitindo a rapida identificacdo de variantes emergentes (Rocha et al. 2021)

Exemplos classicos demonstram como a recombinagdo pode alterar drasticamente o cenario
fitossanitario. Um caso emblematico ¢ o surgimento de variantes recombinantes no complexo

dos begomovirus do mosaico da mandioca. Estudos cldssicos em Uganda mostraram que a
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recombinagdo entre componentes de diferentes geminivirus do mosaico da mandioca - inclusive
entre east african cassava mosaic virus (EACMYV) e african cassava mosaic virus (ACMV) -
resultou em variantes recombinantes (como EACMV-UG), que impulsionaram epidemias
severas de cassava mosaic disease na década de 1990 na regido do Lago Vitoria e em paises
vizinhos (Pita et al. 2001; Crespo-Bellido et al. 2021).

Outro exemplo paradigmatico esta no complexo de virus do enrolamento foliar do tomate
no Mediterraneo. Nessa regido, co-infec¢des de tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) com
outros begomovirus como tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) favoreceram a
recombinagdo, levando a emergéncia de recombinantes como tomato yellow leaf curl Malaga
virus (TYLCMaV) e tomato yellow leaf curl Axarquia virus (TYLCAxV) em plantagdes de
tomate na Espanha e em areas adjacentes (Monci et al. 2002; Garcia-Andrés et al. 2007).

Esses eventos ilustram como recombinagdo entre isolados virais co-ocorrentes pode gerar
novos gendtipos com impactos epidemiologicos e fitossanitarios significativos e que tal
dindmica ¢ um determinante fundamental na evolucao dos begomovirus em agroecossistemas
(Monci et al. 2002; Garcia-Andrés et al. 2007).

Estudos recentes reforcam que a recombinagdo pode ocorrer ndo apenas entre genomas
virais, mas também envolvendo satélites virais, ampliando ainda mais o espectro de
variabilidade genética (Fiallo-Olivé e Navas-Castillo 2023; Mishra et al. 2022). Outras
pesquisas utilizando sequenciamento de nova geracdo (NGS) e andlises filogenéticas tém
identificado hotspots de recombinagdo, especialmente nas regides intergénicas e nos genes que
codificam proteinas envolvidas na replicagdo e movimento viral (Rocha et al. 2021; Fiallo-
Olivé et al. 2021).

Além disso, a recombinacdo pode ocorrer entre espécies de begomovirus e até mesmo entre
géneros da familia Geminiviridae, aumentando ainda mais a diversidade genética e o potencial

de surgimento de novos patdgenos (Lefeuvre et al. 2019; Rocha et al. 2021). A emergéncia de
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novas variantes recombinantes pode levar a quebra de resisténcia em cultivares previamente
resistentes, complicando os esforgos de controle (Jones et al. 2021; Rocha et al. 2021). Portanto,
o monitoramento continuo da diversidade genética e a identificacdo de variantes recombinantes
sdo essenciais para o desenvolvimento de estratégias de manejo sustentaveis, como o uso de
cultivares resistentes e técnicas de edigdo genética.

A integracdo de ferramentas bioinforméaticas com andlises filogenéticas e metagendmicas
tem se mostrado indispensavel para o entendimento da variabilidade genética dos begomovirus,
permitindo ndo apenas rastrear a origem de variantes emergentes, mas também antecipar riscos
fitossanitarios e orientar estratégias de manejo baseadas em resisténcia genética ¢ edi¢do
genomica. Estudos recentes demonstram que abordagens de sequenciamento de alto rendimento
(HTS), combinadas com pipelines bioinformaticos capazes de realizar montagem de genomas,
detec¢do de recombinacdo e andlises filogenéticas robustas, aumentam significativamente a
resolugdo da diversidade gendmica dos begomovirus em diferentes agroecossistemas (Oliveira
et al. 2024). Esses métodos tém viabilizado a detec¢dao de multiplos begomovirus em amostras
sintomaticas e assintomaticas, além de revelar novos gendtipos e complexos de infec¢do mista,
o que ¢ fundamental para planejar estratégias de resisténcia em cultivares e uso de ferramentas

moleculares avangcadas como CRISPR/Cas (Oliveira et al. 2024).
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5.3. Pseudo-recombinag¢io: mecanismos alternativos de diversificacio genética

A pseudo-recombinagado representa um mecanismo alternativo de diversificacdo genética em
geminivirus, especialmente em Begomovirus bipartidos, complementando os processos de
recombinagdo cléssica discutidos anteriormente. Esse fendmeno envolve a troca de segmentos
gendmicos entre diferentes virus (Andrade et al. 2006; Silva et al. 2014). Estudos de pseudo-
recombinantes sdo Uteis para caracterizar genes e verificar relagdes filogenéticas, como
evidenciado pela mistura de componentes gendmicos do bean golden yellow mosaic virus
(BGYMYV) e do Begomovirus costai, que ndo formam pseudo-recombinantes infecciosos
(Gilbertson et al. 2003).

A ligagdo especifica da proteina Rep aos iterons é um fator crucial para a formagao de
pseudo-recombinantes viaveis entre diferentes espécies de Begomovirus (Andrade et al. 2006;
Bull et al. 2007). A conservacao da sequéncia de aminoacidos da proteina Rep, particularmente
nos trés aminoacidos do IRD, ¢ fundamental para essa ligagdo (Arguello-Astorga e Ruiz-
Medrano 2001). A viabilidade de pseudo-recombinantes demonstra que fatores envolvidos na
replicacdo e movimento podem ser trocados entre espécies altamente relacionadas ou entre
estirpes da mesma espécie. No entanto, a pseudo-recombinagdo em Begomovirus ¢ complexa e
envolve interagdes entre fatores virais e do hospedeiro (Hill et al. 1998; Silva et al. 2014).

6. Uso do High-Throughput Sequencing (HTS) em virologia vegetal

O avanco na detec¢do e identificagdo de novos virus tem sido impulsionado por uma
combinagdo de técnicas tradicionais € modernas, com destaque para o sequenciamento de alto
rendimento (HTS). Essa tecnologia revolucionou a virologia vegetal, permitindo a analise
paralela de multiplas amostras com alta eficiéncia e custo reduzido (Nih-Nhgri 2019). O HTS
nao apenas acelerou a descoberta de novos patdgenos, mas também ampliou a compreensdo da
diversidade viral em diferentes hospedeiros e ecossistemas (Roossinck et al. 2021).

O sequenciamento de alto rendimento surgiu como um marco na gendmica moderna com o
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desenvolvimento da plataforma 454 GS20 (Roche) em 2005, considerada uma das primeiras
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo. Desde entdo, diversas plataformas tém sido
desenvolvidas, incluindo Illumina, SOLiD, Ion Torrent, Pacific Biosciences (PacBio) ¢ Oxford
Nanopore, ampliando significativamente as possibilidades de andlise gendmica e
metagendmica. Essas tecnologias diferem quanto ao principio de sequenciamento,
comprimento de leitura, acuracia e custo operacional. Uma comparagdo entre as principais
plataformas utilizadas em estudos de sequenciamento de alto rendimento ¢ apresentada na
Tabela 2. Essas ferramentas permitem a detec¢do simultanea de virus conhecidos e
desconhecidos em uma tinica amostra, muitas vezes sem a necessidade de conhecimento prévio
do agente viral (Rivarez et al. 2021). Entre essas tecnologias, o sequenciamento por nanoporos
tem se destacado devido a portabilidade dos dispositivos e a capacidade de geragcdo de dados
em tempo real, caracteristicas que favorecem aplicagdes em vigilancia fitossanitaria e
monitoramento de virus em plantas (Boykin et al. 2018).

O HTS tem sido fundamental para a identificacdo de novos virus em plantas. Entre 2011 e
2020, varias novas espécies virais associadas a plantas foram descritas, muitas delas
identificadas por meio de abordagens baseadas em HTS (Rivarez et al. 2021). Destaca-se, por
exemplo, a identificagdao de dois novos begomovirus monopartidos no Novo Mundo por Reis
et al. (2020), que evidenciam a eficacia da abordagem metagenomica na revelagdo de novos
agentes virais. Além disso, estudos recentes tém utilizado o HTS para investigar a diversidade
viral em culturas como o café e a cana-de-agucar, revelando virus previamente desconhecidos
e suas interacdes com os hospedeiros (Silva et al. 2022).

O processo de deteccao viral de ssDNA por HTS geralmente comeca com a extracdo de
acidos nucleicos, seguida por técnicas de enriquecimento, como a amplificagdo por circulo
rolante (RCA) para virus de DNA circular. As sequéncias geradas passam por rigoroso controle

de qualidade, montagem de contigs e analise bioinformatica, incluindo o uso de ferramentas
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como o BLAST para identificagdo de novos virus (Villamor et al. 2020). No entanto, o
processamento de grandes volumes de dados gerados pelo HTS ainda representa um desafio,
especialmente em regides com recursos limitados. A integra¢do de técnicas de inteligéncia
artificial e machine learning tem sido proposta como solucdo promissora para otimizar a analise
e interpretacdo desses dados (Jones et al. 2023).

O uso do HTS tem permitido ndo apenas a identificagdo de novos virus, mas também uma
compreensdo mais profunda da ecologia viral e das interagdes entre patdogenos ¢ hospedeiros.
Esses avangos sdo cruciais para a preven¢do de surtos de doengas em plantas cultivadas e para
a protecao da segurancga alimentar global (Roossinck et al. 2021). No futuro, a combina¢ao do
HTS com outras tecnologias, como a edi¢do gendmica e a analise de big data, pode abrir novas
fronteiras na pesquisa em virologia, permitindo a detec¢do precoce de ameagas emergentes € 0
desenvolvimento de estratégias mais eficazes de controle de doengas (Jones et al. 2023).

A integracdo entre mecanismos de variabilidade genética e ferramentas de alta resolucao,
como o HTS, representa um avango significativo na virologia vegetal. Essa abordagem permite
ndo apenas rastrear a origem de variantes emergentes, mas também antecipar riscos
fitossanitarios e orientar estratégias de manejo baseadas em resisténcia genética e edicao

genomica.
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Tabela 2. Comparacao entre plataformas de sequenciamento de alto rendimento (High-Throughput Sequencing — HTS), incluindo principio de

funcionamento, comprimento de leitura e limitagdes. Adaptado de Curcio-Guimaraes (2023).

Plataforma HTS ComP rimento de Tll.m de ~ Principio Limitac6es Referéncias
leitura (bp) amplificacio
454 GS 400 a 500 PCR em emulsao Incorporacdo de nucleotideos Menor precisao de sequenciamento 454 GS FLX+/Roche:
FLX+/Roche complementares que liberam comparado a outras plataformas NGS e (Margulies et al. 2005)
pirofosfato maior custo por base sequenciada
1llumina MiSeq 2x301 Amplificacdo em Sequenciamento por sintese Limita¢ao no comprimento de leitura [llumina (MiSeq/HiSeq):
ponte (PCR) (sobreposicao de sinais) eadequado para (Bentley et al. 2008)
projetos de menor escala.
1llumina HiSeq 2x150 a 2x300 Amplificagcdo em Sequenciamento por sintese Tempo de execucao mais longo e maior [lumina (MiSeq/HiSeq):
ponte (PCR) custo por sequenciamento (Bentley et al. 2008)
Ion Torrent PGM 200 a 400 PCR em emulsdo  Sequenciamento por detecgdo Menor precisdo em comparagdo com Ion Torrent PGM: (Rothberg
de ions plataformas de sintese e menor precisao de etal 2011)
sequenciamento
Pacific 10.000 a 15.000 SMRT Sequenciamento de molécula Custo elevado; longo tempo de PacBio: (Eid et al. 2009)
Biosciences unica em tempo real (SMRT) sequenciamento e requer DNA de alta
(PacBio) qualidade
SOLiD 35a75 PCR em emulsao Sequenciamento por ligacao As leituras curtas podem dificultar a SOLiD: (Mardis 2008)
(DNA ligase) montagem de regides repetitivas do
genoma
Oxford Nanopore 5.000 a 20.000 Com ou sem PCR  Sequenciamento por nanoporos Alta taxa de erro e reagentes caros Oxford Nanopore: (Jain et al.

2016)
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7. Aplicacoes praticas e estratégias de controle de viroses em plantas cultivadas

O controle de viroses vegetais exige abordagens integradas que considerem aspectos
ecoldgicos, genéticos e tecnologicos. O manejo integrado de doengas (MID) tem se consolidado
como uma estratégia eficaz, combinando praticas culturais, controle bioldgico, uso de cultivares
resistentes e monitoramento fitossanitario (Nunes e Canale 2024). Em hortalicas, por exemplo,
o uso de boas praticas agricolas, como rotagdo de culturas, eliminacdo de plantas voluntarias e
controle de vetores, tem reduzido significativamente a incidéncia de viroses (Silveira 2023).

A resisténcia genética continua sendo uma das ferramentas mais promissoras no controle de
viroses. A selecdo de cultivares resistentes a begomovirus, como o Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV), tem sido amplamente adotada em programas de melhoramento genético. No
entanto, a emergéncia de variantes recombinantes pode comprometer essa resisténcia, exigindo
constante atualizagdo dos programas de seleciao (Jones et al. 2021).

Nesse contexto, a edicdo genOmica surge como uma alternativa inovadora. Ferramentas
como CRISPR/Cas9 tém sido utilizadas para modificar genes de suscetibilidade em plantas
hospedeiras, aumentando a resisténcia a viroses sem comprometer caracteristicas agronomicas
(Mascarin e Barros Cortes 2025). Além disso, a edigdo génica de microrganismos benéficos,
como fungos do género Trichoderma, tem potencial para impulsionar o controle bioldgico de
pragas e doencas, ampliando a resiliéncia dos agroecossistemas (Embrapa 2025).

A seguranca alimentar também estd diretamente relacionada ao controle de viroses em
plantas cultivadas. A presenca de patogenos virais em alimentos vegetais pode comprometer a
qualidade, a produtividade e a comercializacao, especialmente em mercados internacionais com
exigéncias sanitarias rigorosas. Publicag¢des recentes do Ministério da Agricultura destacam a
importancia da identificagdo de perigos biologicos em alimentos de origem vegetal e sua
relagdo com praticas de inspecao e biosseguranca (MAPA 2025).

Portanto, o controle eficaz de viroses vegetais depende da integracdo entre praticas
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agronOmicas sustentaveis, inovagdo tecnoldgica e politicas publicas voltadas a sanidade
vegetal. A combinagdo entre manejo integrado, resisténcia genética, edigdo gendmica e
vigilancia epidemiologica representa o caminho mais promissor para mitigar os impactos das

viroses e garantir a seguranca alimentar em escala global.
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1. Abstract
This study investigated the diversity of single-stranded DNA (ssDNA) viruses associated with

underexplored plant hosts, including non-conventional food plants, medicinal plants, and
spontaneous vegetation in Brazil, using a high-throughput sequencing (HTS) approach. A total
of 142 leaf samples collected from different regions of the country were analyzed as a pooled
sample (P422). HTS analysis generated 86,818 contigs, of which 95 showed similarity to viral
sequences in initial BLASTn screening. After removing sequences with higher similarity to
plant or bacterial genomes, 48 contigs were confirmed as viral and selected for further analysis.
Among these, 42 contigs were classified as members of the genus Begomovirus (family
Geminiviridae), including 23 DNA-A and 19 DNA-B genomic components. Comparative
nucleotide identity analysis revealed the presence of five previously described begomovirus
species: Tobacco mottle leaf curl virus, Bean golden mosaic virus, Euphorbia yellow mosaic
virus, Tomato chlorotic mottle virus, and Tomato severe rugose virus. In addition, seven DNA-
A contigs exhibited nucleotide identities below 91% relative to known begomoviruses,
consistent with the species demarcation threshold established by the International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV). These candidate sequences ranged from 2,608 to 2,720 bp in
length and showed genome coverage between 91% and 100%, indicating near-complete
genomic assemblies. Genome organization analysis revealed the characteristic arrangement of
New World begomoviruses, including open reading frames encoding the replication-associated
protein (Rep), transcriptional activator protein (TrAP), replication enhancer protein (REn), coat
protein (CP), and movement protein (MP). In addition to begomoviruses, the analysis detected
three contigs related to alphasatellites, two contigs related to gemycircularviruses (family
Genomoviridae), and one contig with high nucleotide identity to Bougainvillea chlorotic vein
banding virus (genus Badnavirus, family Caulimoviridae), indicating the presence of diverse
circular DNA viruses and subviral agents within the analyzed plant community. The presence

of several viruses detected by HTS was further confirmed by PCR using specific primers in
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selected individual samples, including detections of Euphorbia yellow mosaic virus, Tomato
chlorotic mottle virus, Tomato severe rugose virus, Euphorbia yellow mosaic alphasatellite, and
Bean golden mosaic virus in hosts such as Euphorbia heterophylla, melon, peanut, and related
plant species. Notably, Bean golden mosaic virus was detected infecting Euphorbia
heterophylla, representing a previously unreported host association. Furthermore, one divergent
DNA-A contig (C143) showing 90.45% nucleotide identity with Tomato severe rugose virus
was individually detected in Euphorbia heterophylla, suggesting the presence of a genetically
distinct begomovirus lineage in this host. Overall, these findings reveal a previously
underexplored diversity of begomoviruses and other circular DNA viruses associated with
undercharacterized plant hosts, highlighting the potential role of these plants as reservoirs of
viral diversity in agroecosystems.

Keywords: Plant virome; CRESS-DNA viruses; Euphorbia heterophylla; viral diversity
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2. Introducao

Medindo entre 2.5 e 3.0kb, os representantes da familia Geminiviridae possuem um genoma
pequeno, constituido por acido desoxirribonucleico circular de cadeia simples (ssDNA) (Brown
et al. 2015). A proteina capsidial organiza-se em duas unidades conectadas, formando uma
estrutura icosaédrica geminada (Fiallo-Olivé et al. 2021). Em genomas bipartidos, dois
componentes distintos, denominados DNA-A e DNA-B, podem compor a particula viral; ja em
genomas monopartidos, apenas 0 DNA-A estd presente (Varsani et al 2017). Até o inicio de
2026, 548 isolados estavam classificados no International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) como membros da familia Geminiviridae (desses, 463 sdo classificados no género
Begomovirus). Seguindo os critérios descritos por Brown et al (2015), a classificagdo de novas
espécies e estirpes para esta familia se baseia na identidade nucleotidica do genoma completo,
considerando o segmento DNA-A como referéncia. Ainda de acordo com Brown et al (2015),
isso se da porque o DNA-A possui componentes essenciais para a replicagdo viral e para a
regulacdo da expressao génica, enquanto o DNA-B estd relacionado principalmente a
movimentagdo viral em sua hospedeira.

De acordo com os critérios propostos por Brown et al. (2015), a delimitagcdo de espécies no
género Begomovirus baseia-se na identidade nucleotidica do genoma completo do DNA-A.
Assim, sequéncias que compartilham menos de 91% de identidade nucleotidica sdo
consideradas pertencentes a espécies distintas. Por outro lado, isolados com identidades
superiores a esse limiar podem representar variantes dentro de uma mesma espécie,
frequentemente referidas como estirpes quando apresentam diferengas bioldgicas, moleculares
ou epidemioldgicas.

Os membros da familia Geminiviridae desencadeiam sintomas como mosaico dourado,
enrolamento foliar, enagdes e amarelecimento da nervura, que podem variar conforme o estagio

de desenvolvimento da planta, gendtipo, fatores ambientais e infecgdes mistas (Rojas et al.
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2018; Inoue-Nagata. Avilla e Boas. 2009). O estudo desses virus exige uma caracterizagdo
molecular detalhada, incluindo analises gendmicas e transcriptdmicas, para compreender a
interacdo virus-hospedeira e desenvolver estratégias eficazes de manejo. como a selecdo de
cultivares resistentes (Jones et al. 2021).

As Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC) sdo espécies vegetais com potencial
alimentar, mas que ndo sdo amplamente cultivadas ou consumidas em larga escala (Kinupp e
Lorenzi. 2014). Essas plantas, como o mamoeiro (Carica papaya) ¢ o maxixe (Cucumis
anguria), desempenham um papel importante na seguranca alimentar ¢ na diversificagdo da
dieta, especialmente em comunidades tradicionais e locais com escassez de alimentos (Andrade
et al. 2023). Outro importante grupo de plantas, refere-se as plantas medicinais (PM), utilizadas
ha milénios pelas civilizagdes e amplamente utilizada pela populacdo brasileira. Plantas
medicinais possuem substancias ativas denominadas fitoterapicos que sdo capazes de prevenir
ou tratar varias doengas. Exemplos comuns incluem menta, boldo, babosa, alecrim, guaco e
camomila. Assim como as culturas convencionais, as PANC também sao suscetiveis a doengas
virais, incluindo aquelas causadas por virus classificados na familia Geminiviridae e outros
patogenos.

O estudo de patogenos que infectam plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) e
plantas medicinais (PM) ainda ¢ limitado, apesar da relevancia ecoldgica, nutricional e cultural
dessas espécies. Muitas dessas plantas ocorrem em ambientes agricolas, bordas de cultivo ou
sistemas agroecologicos, onde coexistem com culturas de interesse econdmico e plantas
espontaneas (Galbacs 2024). Nesse contexto, espécies ndo cultivadas podem atuar como
hospedeiras alternativas e reservatorios naturais de virus, contribuindo para a manutencao e
dispersdo de patogenos em agroecossistemas (Assunc¢do et al. 2006). Virus detectados em
culturas agricolas também podem ser encontrados em plantas espontaneas e daninhas,

indicando fluxo de virus entre compartimentos cultivados e ndo cultivados e refor¢ando o papel

52



dessas plantas na epidemiologia das viroses vegetais (Rivarez et al. 2023). Assim, a
investigacdo do viroma de PANC e PM pode revelar novos hospedeiros virais, ampliar o
conhecimento sobre a diversidade viral e auxiliar na compreensdo das rotas de emergéncia e

disseminagdo de virus fitopatogénicos.
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3. Metodologia
3.1. Obtenc¢ido das amostras

As amostras analisadas neste estudo pertencem a uma colecao de plantas com sintomas
(Figura 1), coletadas entre 2002 e 2022 em todas as regides do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste e Sul), além de amostras oriundas do Uruguai e de Cuba. No total, foram
avaliadas 142 amostras foliares retiradas de plantas alimenticias nao convencionais (PANC),
espécies medicinais e plantas daninhas (por apresentarem sintomas). Entre as amostras com
identificacdo taxondmica disponivel, foram reconhecidas 25 familias botanicas, 40 géneros e
44 espécies vegetais, conforme apresentado na Tabela 1. Algumas amostras permaneceram
identificadas apenas em niveis taxondmicos mais amplos (por exemplo, familia) ou foram
registradas como plantas ndo identificadas, uma vez que parte do material foi coletada em
diferentes projetos. As coletas foram realizadas em 4reas agricolas, hortas experimentais,
ambientes urbanos e areas de vegetacdo espontanea, incluindo unidades da Embrapa Hortalicas
(CNPH) e areas experimentais associadas a Universidade de Brasilia (UnB). Plantas cultivadas
e espécies espontaneas presentes em agroecossistemas podem atuar como importantes
reservatorios de virus de plantas, contribuindo para a manuten¢do e disseminagdo de patdgenos

virais entre culturas agricolas e hospedeiras alternativas.
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Figura 1. A-E. Plantas alimenticias ndo convencionais e medicinais. As plantas amostradas
apresentaram sintomas foliares variados, compativeis com infecg¢des virais, incluindo mosaico,
clorose ¢ deformacdes foliares A. Boldo (Peumus boldus), B. Peixinho da horta (Stachys
byzantina), C. Hibisco (Hibiscus spp), D. Hibisco (Hibiscus spp)_e; E. Vick (Mentha arvensis).
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Tabela 1. Relagdo das amostras vegetais coletadas por regido do Brasil, com informagdes de uso, familia botanica, hospedeiro e status de
identificacdo taxonOmica.

Regiso do

Brasil Utilizacdo |Familia botanica Nome cientifico Hospedeira Local de coleta Codigo Ano
Apiaceae Petroselinum crispum Salsinha Gurupi TO-192 2008

Cucurbitaceae Citrullus lanatus Melancia Lagoa da Confusao TO-153 2008

Gurupi TO-040 2007

Euphorbia heterophylla Leiteiro Palmas TO-286 2009

Porto Nacional TO-290 2009

Silvanopolis TO-294 2009

Manihot esculenta ) UNITINS TO-116 2008

| Medicinal Mandioca Araguaina TO-188 | 2008
ﬁflio Euphorbiaceae Desconhecida Daninha* Arraias TO-075 2007
- Daninha 1* Formoso TO-130 2008

- Daninha 2* Formoso TO-131 2008

- Daninha 3* Formoso TO-132 2008

- Daninha 4* Formoso TO-133 2008

- Daninha 5* Natividade TO-254 2009

Commelinaceae Commelina benghalensis Trapoeraba Gurupi TO-044 2007

PANC Cucurbitaceae Cucumis anguria Maxixe Silves AM-009 2007

Momordica charantia Melao Vilena RO-002 2016

B o Cucurbitaceae Citrullus lanatus Melancia Maracaz (Espinho) BA-087 2011
Nii?lleas(;e Medicinal Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla Leiteiro Itaquara BA-114 2011
- - A identificar* Irecé BA-021 2007
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Amaranthaceae Amaranthus viridis Caruru América Dourada BA-025 2007
Cucurbitaceae Cucumis anguria Maxixe Juazeiro-Mandacaru BA-171 2012
PANC Cucurbitaceae Momordica charantia Meldo de Sao Alagoas RAL-763 2022
Caetano
Monimiaceae Plectranthus barbatus Boldo* Alagoas RAL-764 2022
Phyllanthaceae Phyllanthus niruri Quebra-pedra Alagoas RAL-765 2022
Daninha Cucurbitaceae - Cucurbitaceae* Aguas Claras DF-798 2020
Daninha - - Daninha 6* Lago Norte DF-354 2010
Asteraceae - Asteraceac* UnB DF-797 2020
Daninha Asteraceae Ageratum conyzoides Mentrasto Pipiripau DF-351 2010
i i Omarg?::; Cas3 | 1 g0 Norte - DF RDF755 | 2022
Amaranthaceae Beta vulgaris Beterraba CNPH RDF-849 2021
Regido Anacardiaceae Spondias purpurea Seriguela CNPH RDF-854 2022
Centro- Bignoniaceae Tabebuia chrysotricha Ipé amarelo Noroeste RDF-770 | 2022
Oeste Noroeste RDF-771 2022
Cucurbitaceae Cucurbita pepo Abodbora CNPH DF-400 2011
Medicinal P.Alta DF-241 2007
Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla i Itaberai GO--635 2020
Luziania GO-630 2020
Itaberai GO-633 2020
Fabaceae Anadenanthera colubrina Angico CNPH RDF-847 2021
Paubrasilia echinata Pau-Brasil EEB RDF-843 2022
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- Acécia* EEB RDF-844 2022

- Vigna* CNPH RDF-851 2021

Plathymenia foliolosa Vinhatico Professora Denise RDF-860 2022

Plathymenia foliolosa Vinhatico Professora Denise RDF-861 | 2022

Rosaceae - Roseira CNPH RDF-853 2022
Solanaceae Solanum aethiopicum Jilo CNPH RDF-852 2022
- - Suculenta 1 CNPH RDF-855 2022
Lamiaceae Leonotis nepetifolia Cordéo de Frade CNPH DF-415 2011
Rajadinha/PADF DF-525 2013

Poaceae - Cana-de-Agucar EEB RDF-841 2022

- Lipia 1 CNPH RDF-800 2022

Verbenaceae : Lipia 2 CNPH RDF-801 | 2022
Lippia sidoides Alecrim-pimenta CNPH RDF-803 2022

- - Suculenta 2* CNPH RDF-857 2022
Amaranthaceae Amaranthus viridis Caruru Planaltina DF-396 2011
Bignoniaceae Handroanthus albus Ipé Amarelo Peludo CNPH RDF&845 2020
Tecoma stans Ipé de jardim CNPH RDF846 2020

PANC Acmella oleracea Jambu do cerrado CNPH RDF-790 2022
Asteraceae - Jambu Paraense* CNPH RDF-792 2022
Sonchus oleraceus Serralha CNPH RDF-804 2022

- Jambu Paraense* CNPH RDF-806 2022

Cactaceae - Cactaceae™ CNPH RDF-858 2022
Caricaceae Carica papaya Mamao EEB RDF-842 2022

58



Commelinaceae Commelina benghalensis Trapoeraba Pipiripau DF-350 2010
- - Planaltina DF-392 2011

- A identificar* Goianapolis GO-066 2003

Cucurbitaceae Cucumis anguria Maxixe Goianapolis GO-258 2003
Momordica charantia Melao CNPH DF-636 2016

Melao (CNPH 554)* CNPH DF-806 2022

- A identificar* CNPH DF-801 2022

Stachys byzantina Peixinho CNPH RDF-779 2022

Mentha sp. Horteld CNPH RDF-785 2022

Lamiaceae RDF-786 2022
Mentha pulegium Poejo CNPH RDEF-789 2022

Mentha arvensis Vique CNPH RDF-791 2022

Ocimum gratissimum Alfavaca CNPH RDF-802 2022

Marantaceae Maranta arundinacea Araruta CNPH RDF-783 2022
Monimiaceae Plectranthus barbatus Boldo Gama DF-408 2011
CNPH RDF-809 2022

Myrtaceae - Myrtaceae* CNPH RDEF-777 2022
Passifloraceae - Maracuja* Lago Norte - DF RDF-754 2022
Phyllanthaceae Phyllanthus niruri Quebra-pedra CNPH RDF-784 2022
Portulacacae Portulaca grandiflora Onze horas CNPH RDF-788 2022
Orquidaceae - Orquidea* CNPH RDF-766 2022
Nyctaginaceae Bougainvillea spectabilis Trés Marias CNPH RDF-848 2021
Passifloraceae - Maracuja EEB RDF-840 2022

59



Rosaceae - Roseira CNPH RDF-856 2022

Solanaceae Physalis angulata Camapu CNPH RDF-850 2021

Tropaeolaceae Tropaeolum majus Capuchinha CNPH RDEF-798 2022

Verbenaceae Duranta erecta Duranta erecta* CNPH RDF-795 2022

RDF-799 2022

- - Desconhecida* CNPH RDF-796 | 2022

- - RDEF-782 2022
ACGO

- - desconhecida* CNPH RDF-793 2022

- - A identificar* CNPH RDF-811 2022

- - Daninha 7* CNPH RDF-859 2022

Asteraceae Sonchus Sonchus* Maua da Serra PR-146 2015

Cucurbitaceae Cucumis sativus Pepino* Sao Ger6nimo da Serra PR-074 2008

Cucurbitaceae Cucumis sativus Pepino* Sao José do Uba RJ-024 2006

Sao Paulo Al1-710 2020

A2-711 2020

PANC B1-712 2020

Sudeste

. B2-713 2020

Fabaceae Arachis hypogaea Amendoim o714 2020

C2-715 2020

D1-716 2020

DNA-752 2020

DNA-753 2020

60



E1-717 2020
F1-719 2020
F2-720 2020
G1-721 2020
G2-722 2020
H1-733 2020
H1-733 2020
H2-724 2020
11-725 2020
12-726 2020
K1-727 2020
L1-728 2020
L2-729 2020
MI1-730 2020
M2-731 2020
N1-732 2020
N2-733 2020
01-734 2020
O1-738 2020
02-735 2020
02-739 2020
P1-736 2020
P2-737 2020

61



R1-740 2020

S2-741 2020

Cucurbitaceae Luffa cylindrica Bucha Sao Geronimo da Serra PR-090 2008

Irai MG-033 2002

Medicinal ] o Sete Lagoas MG-447 2022
Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla Leiteiro Marilindia - baixada

bairro costa PR-048 2007

Nova Bassano-RS RS-035 2011

Sul PANC Asteraceae Bidens pilosa Picao Cagador SC-039 2011

Uruguai PANC Cucurbitaceae Momordica charantia Melao Salto URU-035 2013

Cuba Medicinal Euphorbiaceae Jathtopha gossipyfolia Pinhdo-roxo Alamar CB-006 2011

Nota: C¢lulas em branco indicam amostras vegetais cuja identificacdo taxondmica do hospedeiro encontra-se em processo de confirmagao. *A
identificar posteriormente.
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3.2. Extracao de DNA

Todas as amostras coletadas tiveram o excesso de sujidades retirados delicadamente com um
pincel e em seguida foram fotografadas, identificadas com informagdes de local de coleta
(cidade e estado) data e hospedeira (quando possivel), e armazenadas em freezer a -20° C. As
extragdes do acido nucleico viral para recuperacdo dos isolados foram feitas utilizando-se o
protocolo adaptado por Boiteux et al. (1999) com CTAB 2X e solventes organicos. O produto
desta extragdo foi armazenado em freezer a -20°C. A qualidade do DNA foi avaliada em géis
de agarose a 1% corados com brometo de etidio e visualizados por luz UV na
fotodocumentagao.

3.3. Amplificacdo do DNA viral por RCA e High-Throughput Sequencing (HTS) e
confirmacgao de hospedeiras

O DNA total obtido de cada amostra foi utilizado como molde para a amplificagdo do ssDNA
viral por circulo rolante — RCA (Rolling Circle Amplification) (Inoue-Nagata ef al. 2004) com
o0 [llustra TempliPhi DNA Amplification Kit (GE Healthcare) e phi-polymerase de acordo com
o trabalho descrito em Reis et al. (2020). Posteriormente. a RCA de cada amostra foi combinada
em um unico pool de PANC (89), PM (48) e outras amostras sintomaticas de daninhas (5). Este
pool foi submetido a High-Throughput Sequencing (HTS) na plataforma //lumina com o
sistema NovaSeq6000. O sequenciamento foi realizado em uma empresa prestadora de servigo
denominada Agrega (Bento Gongalves, Porto Alegre, Rio Grande do Sul). A confirmagao
prévia da infeccdo viral de grande parte das amostras selecionadas foi efetuada por meio da
utilizagdo dos primers PAL1v1978/PAR1c496 para o componente DNA-A e PBL1v2040-
PRCcl1 para o componente DNA-B (Rojas et al. 1993).

A identificacdo taxondmica das hospedeiras vegetais foi confirmada por meio de DNA
barcoding. O DNA genomico total das plantas selecionadas foi utilizado como molde para
amplificacdo de marcadores padrdo de barcoding vegetal, incluindo os loci plastidiais matK e

rbcL e quando necessario, a regido nuclear ITS (Letsiou 2024). As reagdes de PCR foram

63



realizadas utilizando primers universais descritos na literatura, seguindo condi¢des previamente

estabelecidas. Os produtos amplificados foram purificados e submetidos ao sequenciamento.

As sequéncias obtidas foram editadas e comparadas com registros disponiveis no banco de

dados GenBank por meio do algoritmo BLASTn, sendo consideradas identificacdes confidveis

aquelas que apresentaram identidade >98% com sequéncias de referéncia (Alargani 2022).
3.4. Analise das amostras sequenciadas

As sequéncias obtidas foram analisadas através de ferramentas de bioinformatica e
processadas utilizando o programa CLC Genomics Workbench 11 (Qiagen) (Kearse et al.,
2012). A posteriori, todas as amostras foram analisadas com o programa Geneious (Kearse et
al. 2012) de acordo com metodologia usada pela equipe do Laboratdrio de Virologia Vegetal -
Fitopatologia (LVV-Fito). que ¢é descrita em Nery et al. (2020) e Reis et al. (2020). Os reads
obtidos foram mapeados ao contig do putativo virus para obtengdo do contig final. Com o
auxilio do programa Geneious R11.1 e da ferramenta “Map to reference” (parametro de
identidade de sobreposicao minimo de 90 a 99%) os genomas dos contigs foram ampliados e
mapeados com o arquivo de reads fornecido pelo HTS. Todos os contigs foram submetidos a
comparagodes individuais com sequéncias virais presentes em bancos locais ou GenBank
utilizando os algoritmos BLASTn e BLASTx. O alinhamento MUSCLE foi realizado no
programa Geneious para a anotacao de ORFs (Open Reading Frames) baseando-se no genoma
de referéncia.

Para possiveis novas espécies além da anotacao das ORFs foi analisada a regido intergénica
(presente em virus monopartidos) e a regido comum (presente em virus bipartidos). Na regiao
comum, foram caracterizados os motivos € os iferons 0 que permite confirmar que os
componentes do DNA-A e do DNA-B sao cognatos (Argiiello-Astorga e Ruiz-Medrano 2001;
Arguello-Astorga et al. 2004). A comparacao entre os isolados e as espécies virais foi realizada

por alinhamento MUSCLE com o programa SDT (Sequence Demarcation Tool) (Mubhire et al.
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2014).

A partir das sequéncias obtidas no sequenciamento HTS pares de primers abertos
direcionados em sentidos opostos disponiveis na primoteca do Laboratério de Virologia
Vegetal-LVV foram utilizados para deteccdo de virus nas amostras individuais por meio do
sistema de linhas e colunas. Esse sistema consiste na organiza¢cdo das amostras em uma tabela
permitindo que cada linha e cada coluna contenha uma amostra em comum. Quando hd uma
correspondéncia de uma linha e uma coluna positiva ou uma linha e duas colunas positivas ou
duas linhas e uma coluna positiva, considera-se a amostra em comum entre elas positiva para o
virus. Na ocorréncia de mais de uma linha e mais de uma coluna positivas a0 mesmo tempo,
todas as respectivas amostras contidas nelas sdo submetidas individualmente a PCR.

As sequéncias de primers. Utilizados neste trabalho, bem como suas condig¢des de uso

encontram-se descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Primers disponiveis na primoteca do Laboratério de Virologia Vegetal — UnB (LVV — Fito) desenhados para o trabalho de Reis et al.

(2020) e utilizados para alguns virus identificados no pool em estudo.

Virus/Acronimo Nome do primer (Foward) 5°-3°/ (Reverse) ’3- 5’ Temperatura de
anelamento °C
1.Bean golden mosaic virus (BGMV) DNA-A BGMV-For GTGCGTGAATCCATGACCGT 55
BGMV-Rev ATTCACGCACAGGGGAACG
2. Tomato severe rugose virus (ToSRV) DNA-A ToSRV-For AGCGTCGTTAGCTGTCTGGCA 58
ToSRV-Rev TGCCGCAGAAGCCTTGAACGCACCT
3. Tomato severe rugose virus (ToSRV) DNA-B ToSRV-B-For AAACCCACACGAAAGCAGAGTTT 55
ToSRV-B-Rev CACCACGTCTATACATATTGTCCAGG
4. Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) DNA-A EuYMV-A-For GGGGTTCCAAGTCCAATAAAGATGA 52
EuYMV-A-Revr CAGACACCTTATATTTGCCGGATTC
5. Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) DNA-B EuYMV-B-For GCCGAGGATAGAGGACACCAA 60
EuYMV-B-Rev CCAGGCCCAAACGCATTATATTTTATC
6. Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) DNA-A ToCMoV-A-For TTTGGGCCGCTCTTTTGGG 47
ToCMoV-A-Rev CAAACTGAATGGGCCTTAAA
7. Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) DNA-B ToCMoV-B-For GTATTTGTTCTGGGTGCAATCATAAAAC 55
ToCMoV-B-Rev TTGTACTAATGACACATTATTCAATCACGA
8. Momordica charantia associated gemycircularvirus Momo-For CCCACCCGAAAAAGCTCTTACG 56
Momo-Rev GGGGTGAGGGATTTTCGGGT
9. Euphorbia yellow mosaic alphasatellite F1EuYA CTGACCGGCTACTGGAAC 48
R1 EuYA GTCAGTCCCCATATATAAAGG
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3.5. Desenho de primers especificos para validacao por PCR dos virus detectados por
HTS

Para a confirmacao da presenga dos virus identificados nas analises de sequenciamento de
alto rendimento (HTS) em amostras individuais, foram desenhados primers especificos
direcionados a regidoes dos genomas virais (componente DNA-A). As sequéncias utilizadas para
o desenho dos primers foram obtidas a partir dos contigs virais gerados durante a montagem e
analise bioinformatica dos dados de HTS.

O desenho dos primers foi realizado utilizando a fungdo primer design do programa
Geneious (Kearse et al. 2012). Os primers foram posicionados em orientagdes opostas e
sobrepostas, visando a amplificacdo de fragmentos especificos dos genomas virais.

As reagdes de PCR foram conduzidas utilizando DNA total extraido das amostras vegetais
previamente analisadas. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose,
purificados e submetidos ao sequenciamento pelo método de Sanger para confirmagdo da
identidade dos fragmentos amplificados. A relagdo dos primers desenhados encontra-se

organizada na Tabela 3.
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Tabela 3. Pares de primers desenhados com base em sequéncias virais consensuais derivadas de High-Throughput Sequencing (HTS) para

validagdo de novas espécies virais.

Nome do
Espécie viral (DNA-A) . Sequéncia 5°-3° Tamanho do amplicon
primer
Tobacco mottle leaf curl virus| TBMOLC —For TCCCCCATGTGCCGTACCCTCG 2534
(Parcial) TBMOLC —Rev CTCCTAGTATAAATGAGACACC
317-A—For GGAGCAGGAGGTGTTTTG
Nova espécie #317 2854
317-A—Rev TGCTCCAATTAAGACTAAGG
162—B—For AGTTCTGACGGGTTTAGTTAATTTT
Nova espécie #162 2483
162—-B—Rev CTCCAGATCCTTAAAGAACTTC
143-For AGCAGCCCGATGTTGAACT
Nova espécie #143 1378
143-Rev ACTGACGAGTCCATATGT
215-For GCCTCAATAGAACTTTAGATCCTGATG
Nova espécie #215 2652
215-Rev TTCTAGTATAAATGAGACACCAGACA
139-For ATTTATGTTGTGCCGTACCCTC
Nova espécie #139 2621
139—Rev GGGCCTTAAAAAAATCGCGC
844—For GCGCATTTTTTGAGTTCCGC
Nova espécie #844 2031
844-Rev GTTGAATGCCTCTTCTGC
141-For GACCGACCTTTATAAATTAACCCTGATTGG
Nova espécie #141 1329

141-Rev

GGTCTTCGTCACCCTCACAGCCCCCCT
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3.6. Condicoes de PCR utilizadas para a deteccido de virus nas amostras

As reacdes de PCR foram realizadas em volume final de 12,5uL, contendo 1,25uL de
tampao de PCR 10x (1x final), 0,4puL de MgClz (50mM; concentracao final de 1,6mM), 0,25uL
de dNTPs (10mM; concentragdo final de 0,2mM), 0,25uL de cada primer (Forward e Reverse;
10uM; concentragao final de 0,2uM), 0,1uL de Tag DNA polimerase (10U/uL; 1 U por reagdo),
2,0uL de DNA molde obtido a partir dos produtos de amplificagdo por circulo rolante (RCA)
previamente diluidos 1:10, e 8,0uL de agua Milli-Q para completar o volume final da reacao.

As reacdes foram conduzidas em 35 ciclos de amplificagdo, compreendendo as etapas de
desnaturacdo, anelamento e extensdo. A temperatura de anelamento variou de acordo com o par
de primers utilizado.

Os amplicons obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etidio, e visualizados sob luz UV para fotodocumentagao.

3.7. Analise filogenética

A andlise filogenética ¢ um método que viabiliza a reconstrucdo da histéria evolutiva de
organismos ou genes, baseando-se em semelhangas e diferencas nas sequéncias genéticas ou de
proteinas (Wadas e Domingues 2025). Essa defini¢do ¢é particularmente importante em
virologia vegetal, posto que fornece base para identificar novas espécies de virus.

As sequéncias virais obtidas neste estudo foram comparadas com sequéncias depositadas no
banco de dados GenBank. O genoma completo do componente DNA-A foi utilizado como base
para as analises, conforme recomendado para a classificacdo de espécies do género
Begomovirus (Brown et al. 2015). O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado
utilizando o algoritmo MUSCLE, no software Geneious R11.1. A inferéncia filogenética foi
conduzida pelo método Maximum Likelihood, utilizando o software 1Q-TREE (Trifinopoulos
et al. 2016). A arvore resultante foi posteriormente visualizada e editada no software FigTree.

A 1identidade nucleotidica par-a-par entre as sequéncias foi calculada utilizando o programa
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Sequence Demarcation Tool (SDT) (Muhire et al. 2014).
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4. Resultados
4.1. Sequenciamento e montagem de contigs

A analise do pool P422, composto por 142 amostras foliares, resultou na montagem de
86.818 contigs a partir das leituras geradas por sequenciamento de alto desempenho (High-
Throughput Sequencing — HTS). A triagem inicial por similaridade, realizada por meio de
buscas BLASTn contra o banco de dados GenBank, identificou 95 contigs com similaridade a
sequéncias virais. Apds a remogao de sequéncias com maior similaridade a genomas de plantas
ou bactérias, 48 contigs foram considerados efetivamente virais e selecionados para analises
subsequentes.

Entre os contigs virais identificados, 42 apresentaram similaridade com membros do género
Begomovirus (familia Geminiviridae), sendo 23 correspondentes ao componente gendmico
DNA-A e 19 ao componente DNA-B (Tabelas 4 e 5). Contigs que apresentaram identidade
nucleotidica superior a 98% entre si foram considerados redundantes e agrupados, sendo apenas
um representante incluido nas tabelas.

Além dos begomovirus, a analise do pool P422 revelou a presenga de sequéncias virais
pertencentes a outros grupos taxonomicos de virus de DNA fita simples, incluindo membros da
familia Genomoviridae, agentes subvirais do tipo alphasatellite e um virus pertencente a familia
Caulimoviridae (Tabela 6).

Os contigs 85, 1555 e 7367 apresentaram tamanhos variando entre 1319 e 1334 pb,
correspondendo a aproximadamente 97-98% do tamanho gendmico tipico de alphasatélites
(~1,3-1,4 kb). Essas sequéncias exibiram cobertura do genoma de 100% e identidade
nucleotidica entre 90,17% e 94,61% com Euphorbia yellow mosaic alphasatellite. Esses
resultados sugerem a presenga de variantes de alphasatellite associadas a begomovirus
previamente descritos infectando Euphorbia heterophylla.

Dois contigs apresentaram similaridade com gemycircularvirus (familia Genomoviridae). O
contig 726 (2195 pb) correspondeu a aproximadamente 99% do tamanho gendmico esperado
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(~2,2 kb), apresentando 95,53% de identidade nucleotidica com Momordica charantia
associated gemycircularvirus ¢ cobertura de genoma de 100%. O contig 21895 (2106 pb)
apresentou cobertura parcial do alinhamento BLAST (56%) e identidade nucleotidica de
82,75% com Red panda feces-associated gemycircularvirus. Apesar do tamanho compativel
com genoma quase completo de gemycircularvirus, a baixa cobertura do alinhamento sugere
que a sequéncia obtida representa um virus relacionado, porém geneticamente divergente em
relacdo as sequéncias atualmente disponiveis em bancos de dados.

Adicionalmente, o contig 4862 (8665 pb) apresentou 99,52% de identidade nucleotidica com
Bougainvillea chlorotic vein banding virus, membro do género Badnavirus (familia
Caulimoviridae), com cobertura de genoma de 100% e tamanho compativel com genoma
completo.

Com base na similaridade nucleotidica, no tamanho dos contigs e na cobertura do genoma
de referéncia, as sequéncias virais identificadas foram atribuidas aos respectivos grupos

taxondmicos e utilizadas nas analises subsequentes de caracterizacao molecular.
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Tabela 4. Contigs virais correspondentes ao componente DNA-A de Begomovirus identificados por High-Throughput Sequencing (HTS) no pool
analisado, com informagdes de cobertura de reads, tamanho do genoma montado, identidade nucleotidica e virus de referéncia no GenBank.

Contig

317
22912
153
8443
1623
1413
1393
1433
5
275
5513
138

1801*

Cobertura de reads

1068
75,828
164,146
258,660
33,891
54,842
227,252
37,548
38,983
406,975
97,682
85,931

1,496,461

Tamanho (pb)

2854
2630
2655
2720
2615
2609
2621
2614
2608
2591
2617
2622

2609

Cobertura
BLASTnR (%)
38
98
100
100
92
91
100
98
100
100
100
100

100

Identidade

(%)
77,93
84,93
84,96
87,11
88,13
88,21
89,37
90,45
92,29
93,13
95,72
97,83

99,04

Acesso

FR851299.1
MT103991.1
KC706605.1
JX871374.1
KJ174331.1
KJ174331.1
MT733804.1
MT214084.1
NC _038893.1
MW596571.1
KJ939798.1
MT733804.1

JN419000.1

Virus mais préximo
(GenBank)

Potato yellow mosaic virus
Sida yellow blotch virus
Tomato leaf distortion virus
Tomato mild mosaic virus
Jatropha mosaic virus
Jatropha mosaic virus
Tomato chlorotic mottle virus
Tomato severe rugose virus
Tobacco mottle leaf curl virus
Tomato severe rugose virus
Bean golden mosaic virus
Tomato chlorotic mottle virus
Euphorbia yellow mosaic

Virus

’ Contigs indicados com nimeros sobrescritos mostram similaridade com outros contigs ap6s alinhamento com MUSCLE e anélise no software

Evolview; apenas um representante foi mantido. 2Identidade nucleotidica obtida por comparacdo BLASTn com sequéncias depositadas no GenBank.
* Contigs com identidade nucleotidica inferior a 91%, limiar de demarcagao de espécies para begomovirus (Brown et al. 2015).
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Tabela 5. Contigs virais correspondentes ao componente DNA-B de Begomovirus identificados por High-Throughput Sequencing (HTS) no pool

analisado, com informagdes de cobertura de reads, tamanho do genoma montado, identidade nucleotidica e virus de referéncia no GenBank.

Contig

30
14
27276
37563
28499
163
17754
18
282
830
124
56666
1463
8508
360
2364
1198/

! Contigs indicados com niimeros sobrescritos mostram similaridade com outros contigs ap6s alinhamento com MUSCLE e anélise no software

Cobertura de

reads

37,892
32,018
671,150
978,302
113,021
11,630
65,271
69,059
4,588
5430
1,808,770
2,023,386
1,868,984
4225
4225
26,584
2530

Tamanh

o (pb)
2586
2592
2661
2625
2676
2570
2678
2676
2616
2595
2591
2577
2571
2606
2606
2679
2593

Cobertura
do genoma
(%)

88
100
89
80
79
100
100
100
90
100
100
100
100
100
100
100
100

Evolview; apenas um representante foi mantido.

Identidade
BLASTn (%)

78,48
82,36
89,02
84,54
86,32
98,34
92,70
93,25
99,40
99,11
96,46
97,83
94,62
94,72
95,24
96,34
99,69

Acesso

NC 055471.1
NC 024013.1
KC706613.1
JN419001.1
JN419001.1
MT214091.1
KC706609.1
KC706609.1
MT214087.1
MT214087.1
JN419001.1
KY905704.1
KY905704.1
MT104018.1
MT104018.1
MN822293.1
MN822293.1

Virus mais proximo (GenBank

Tomato chlorotic leaf curl virus
Jatropha mosaic virus
Tomato mild mosaic virus
Euphorbia yellow mosaic virus
Euphorbia yellow mosaic virus
Tomato rugose mosaic virus
Tomato mild mosaic virus
Tomato mild mosaic virus
Tomato chlorotic mottle virus
Tomato chlorotic mottle virus
Euphorbia yellow mosaic virus
Euphorbia yellow mosaic virus

Euphorbia yellow mosaic virus

Passionfruit severe leaf distortion virus

Passionfruit severe leaf distortion virus

Bean golden mosaic virus

Bean golden mosaic virus



Tabela 6. Contigs virais de ssDNA nao pertencentes ao género Begomovirus detectados no pool P422 por High-Throughput Sequencing (HTS), com

informacodes de tamanho do contig, cobertura, identidade nucleotidica e virus de referéncia mais proximo.

Contig

4862
85

1555
7367

21895

726

Cobertura
de Reads

911
38,076
41,821
53179

141

2592

Tamanho
(pb)

8665
1319
1319
1334

2106

2195

Cobertura
do genoma
(o)

100

97

97

98

95

99

Cobertura do
alinhamento
(%)

100

100

100

100

56

100

Identidade Virus de referéncia mais

(%)

99,52
90,17
92,02
94,61

82,75

95,53

proximo

Bougainvillea chlorotic
vein banding virus
Euphorbia yellow mosaic
alphasatellite

Euphorbia yellow mosaic
alphasatellite

Euphorbia yellow mosaic
alphasatellite

Red panda feces-
associated
gemycircularvirus
Momordica charantia
associated
gemycircularvirus

Acesso

MK473389.1
KY559642.1
KY559642.1
KY559642.1

MZ556167.1

NC 075310.1

Classificaciao
proposta

Badnavirus
(Caulimoviridae)
Alphasatellite
(Alphasatellitidae)
Alphasatellite
(Alphasatellitidae)
Alphasatellite
(Alphasatellitidae)
Gemycircularvirus
(Genomoviridae)

Gemycircularvirus
(Genomoviridae)
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4.2. Contigs relacionados a begomovirus

A comparagdo das sequéncias por meio do algoritmo BLASTn contra o banco de dados
GenBank indicou identidades nucleotidicas variando entre 77,93% e 99,04% para os contigs
correspondentes ao componente DNA-A e entre 78,48% e 99,69% para os contigs de DNA-B.

A analise de identidade nucleotidica par a par realizada no software Sequence Demarcation
Tool (SDT) para as sequéncias de DNA-A identificou um par de contigs com identidade >98%
entre si (C215 e C229). Esses contigs foram considerados variantes de um mesmo virus € apenas
o contig C229 foi utilizado nas analises subsequentes devido a sua maior cobertura genomica.

Cinco espécies previamente descritas de begomovirus foram identificadas entre os contigs
analisados: (1) Tobacco mottle leaf curl virus, representado pelo contig 5; (2) Bean golden
mosaic virus, representado pelo contig 5513; (3) Euphorbia yellow mosaic virus, representado
pelo contig 1801 e contigs altamente similares; (4) Tomato chlorotic mottle virus, representado
pelo contig 138; e (5) Tomato severe rugose virus, representado pelo contig 275.

Para Euphorbia yellow mosaic virus, nove contigs (13935, 2209, 30420, 10035, 1, 2, 3, 1801
e 1872) foram recuperados, correspondendo a variantes dessa espécie viral. Analises
filogenéticas e de identidade nucleotidica par a par (SDT) utilizando a sequéncia completa do
componente DNA-A demonstraram que os contigs obtidos agruparam-se consistentemente com
isolados de referéncia de Euphorbia yellow mosaic virus, apresentando elevados valores de

identidade nucleotidica (Figura 2).
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Figura 2. Andlise de identidade nucleotidica par a par das sequéncias do componente DNA-A associadas a Euphorbia yellow mosaic virus
(EuYMV), incluindo contigs obtidos neste estudo e isolados de referéncia disponiveis no GenBank, realizada no software Sequence Demarcation
Tool (SDT). Os valores indicam a porcentagem de identidade nucleotidica entre as sequéncias. Os contigs identificados no pool analisado
apresentam elevada identidade entre si (=97-100%) e agrupam-se com isolados de referéncia de EuYMYV, corroborando sua classificacdo
taxondmica. O African cassava mosaic virus (ACMYV) foi incluido como grupo externo, evidenciando a distin¢do filogenética em relagdo aos
contigs analisados.
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A presenca de virus detectados por HTS foi confirmada por PCR utilizando primers

especificos em amostras individuais selecionadas (Tabela 7).

Tabela 7. Validacdo por PCR dos virus detectados por HTS em amostras individuais

selecionadas.

Virus Amostra positiva Hospedeiras
EuYMV G0O-630, GO-066, BA-114 Leiteiro, Curcubitacea, leiteiro
ToCMV DF-636, L1-728, 02735 Meldo, amendoim, amendoim

ToSRV GO-635, MG-033 Amendoim bravo, leiteiro
EuYMA DF-241 Leiteiro

BGMV GO-630 Leiteiro
MOM-CH RDF-857 Suculenta
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4.3. Primeiro relato de Begomovirus costai em Euphorbia heterophylla

A amostra GO-630, coletada no municipio de Luziania (GO) em 2020, apresentou resultado
positivo para Bean golden moisaic virus (=Begomovirus costai) por PCR utilizando primers
especificos, sendo posteriormente confirmada por sequenciamento. A presenga do componente
cognato DNA-B também foi detectada, corroborando a natureza bipartida do genoma viral.

A identidade taxondmica da planta hospedeira foi confirmada por anélise de DNA barcoding
utilizando o marcador matK, cujas sequéncias apresentaram 99% de identidade com sequéncias
de referéncia de Euphorbia heterophylla disponiveis no GenBank.

A analise das sequéncias do componente DNA-A revelou elevada identidade nucleotidica
com isolados de Bean golden moisaic virus, e a detecgdo do DNA-B cognato confirmou a
associacao entre os dois componentes gendmicos. A busca por registros prévios no GenBank e
na literatura cientifica ndo revelou relatos da ocorréncia de Bean golden moisaic virus
infectando Euphorbia heterophylla, indicando que esta espécie vegetal constitui uma nova

hospedeira para esse virus.
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4.4. Identificacdo de novas espécies de begomovirus

A analise de identidade nucleotidica par a par das sequéncias do componente DNA-A
revelou nove contigs com valores de identidade inferiores a 91% em relagdo as sequéncias
disponiveis no GenBank, limiar taxondmico utilizado para delimitacdo de espécies dentro do
género Begomovirus (Brown et al. 2015).

Entre esses contigs, apenas um par apresentou identidade nucleotidica superior a 98% entre
si (C215 e C229), sendo considerado o mesmo isolado. Assim, apenas um representante desse
par foi mantido nas analises subsequentes. O contig 317, por sua vez, apresentou identidade
nucleotidica entre 62% e 65% em relagdo aos demais contigs analisados, além de tamanho
superior ao observado para os demais componentes DNA-A deste estudo. Em razdo dessas
caracteristicas, essa sequéncia foi tratada separadamente.

Neste contexto sete contigs permaneceram compativeis com provaveis novas especies de
begomovirus: C15, C229, C844, C162, C141, C139 e C143. As relagdoes de identidade

nucleotidica entre essas sequéncias estdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3: Andlise de identidade nucleotidica par a par das sequéncias do componente DNA-A correspondentes a contigs geneticamente divergentes
identificados por High-Throughput Sequencing (HTS), realizada no software Sequence Demarcation Tool (SDT). Os valores indicam a
porcentagem de identidade nucleotidica entre os contigs analisados. A escala de cores representa o gradiente de identidade, variando de menor
(azul) a maior identidade (vermelho). Os contigs com identidade inferior a 91% entre si atendem ao critério taxondmico estabelecido para o género
Begomovirus, sendo considerados provaveis novas espécies. O contig 317 apresenta baixa identidade nucleotidica em relacao aos demais contigs,
evidenciando elevada divergéncia genética, porém nao foi incluido nas andlises subsequentes de validagdo molecular.
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As analises por BLASTn indicaram que esses contigs apresentaram maior similaridade com
diferentes espécies descritas de Begomovirus, porém com valores de identidade nucleotidica
inferiores ao limiar de 91%. Os tamanhos das sequéncias variaram entre 2608 e 2720 pb, e os
sete contigs apresentaram cobertura gendmica entre 91% e 100% em relagdo as sequéncias de
referéncia utilizadas na comparagao.

A inspecao das regides codificantes revelou a presenca das ORFs tipicas de begomovirus do
Novo Mundo, incluindo genes correspondentes as proteinas Rep, TrAP, REn, CP ¢ MP
distribuidos ao longo do genoma viral. A organizacdo gendomica dos contigs representativos &

apresentada nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4. Organizag¢do genomica dos componentes DNA-A correspondentes aos contigs representativos de provaveis novas espécies de
Begomovirus identificadas neste estudo. Os mapas circulares correspondem aos contigs (A) C215, (B) C15, (C) C141 e (D) C139. As ORFs
estdo indicadas em amarelo e correspondem aos genes do sentido viral (AV1/CP e AV2/MP) e do sentido complementar (AC1/Rep,
AC2/TrAP, AC3/REn e AC4), distribuidos ao longo do genoma circular de DNA fita simples. O tamanho total de cada genoma (pb) esta
indicado no centro de cada mapa. As figuras foram geradas no software Geneious Prime.
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Figura 5. Organiza¢do genomica dos componentes DNA-A correspondentes aos contigs representativos de provaveis novas espécies de Begomovirus
identificadas neste estudo.Os mapas circulares correspondem aos contigs (A) C162, (B) C844, (C) C229 e (D) C143. As ORFs estao indicadas em amarelo
e correspondem aos genes do sentido viral (AV1/CP e AV2/MP) e do sentido complementar (AC1/Rep, AC2/TrAP, AC3/REn e AC4), distribuidos ao
longo do genoma circular de DNA fita simples. O tamanho total de cada genoma (pb) estd indicado no centro de cada mapa. As figuras foram geradas no

software Geneious Prime.
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Com base nas sequéncias genOmicas obtidas por HTS, foram desenhados primers
especificos para deteccdo molecular dos contigs candidatos. Entre eles, o conjunto de primers
correspondente ao contig 143 apresentou amplificacdo no pool analisado e na triagem por PCR
de linha e coluna. Nessa triagem, duas amostras foram inicialmente positivas: GO-633
(Euphorbia heterophylla), coletada em Itaberai (GO) em 2020, e RDF-853 (roseira, colecao do
LVV). Na PCR individual de confirmacao, apenas a amostra GO-633 permaneceu positiva.

A anélise por BLASTn indicou que o contig 143, com 2614 pb e cobertura de 37.548 reads,
apresentou 90,45% de identidade nucleotidica com o0 DNA-A de Tomato severe rugose virus
(acesso MT214084.1). A identidade da hospedeira foi confirmada por PCR utilizando o

marcador ITS, confirmando a associagdo entre o contig detectado e Euphorbia heterophylla.

5. Discussiao
5.1. Diversidade viral em plantas ndo convencionais e medicinais

A andlise metagenomica do pool P422 revelou a presenca de diferentes grupos de virus de
DNA e agentes subvirais, incluindo begomovirus, alphasatélites, gemycircularvirus e um contig
com alta identidade com Bougainvillea chlorotic vein banding virus. Esse resultado demonstra
que o conjunto de amostras analisado abriga uma comunidade viral que vai além do género
Begomovirus.

Entre os contigs ndo relacionados ao género, trés apresentaram identidade com Euphorbia
vellow mosaic alphasatellite, dois mostraram identidade com gemycircularvirus e um contig
apresentou 99,52% de identidade com Bougainvillea chlorotic vein banding virus, o que indica
a coexisténcia de diferentes tipos de genomas virais no pool.

No caso dos contigs relacionados a gemycircularvirus, os valores de identidade observados
foram distintos entre si, com um contig apresentando 95,53% de identidade com Momordica
charantia associated gemycircularvirus e outro 82,75% com Red panda feces-associated
gemycircularvirus. Esses resultados sdo compativeis com a diversidade descrita para membros
da familia Genomoviridae, frequentemente detectados por abordagens metagendmicas em

diferentes amostras biologicas e ambientais.
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Os trés contigs associados a alphasatélites apresentaram tamanhos compativeis com
genomas quase completos e identidade superior a 90% com Euphorbia yellow mosaic
alphasatellite. A recuperagao dessas sequéncias no mesmo conjunto de amostras em que foram
detectados begomovirus reforga a associacdo entre esses agentes subvirais e complexos
begomovirais jadescritos em espécies do género Euphorbia.

Em sistemas agricolas tropicais, a presenga simultdnea de culturas comerciais, plantas
espontaneas e espécies de uso alternativo amplia as oportunidades de manuteng¢ao e circulagao
de virus transmitidos por vetores, especialmente begomovirus.

Entre as hospedeiras analisadas, Euphorbia heterophylla destacou-se por sua associagdo com
diferentes virus e agentes subvirais detectados ao longo do estudo. Esse resultado esta de acordo
com observagdes anteriores que apontam espécies do género Euphorbia como hospedeiras
frequentes de begomovirus em ambientes agricolas e periurbanos.

5.2. Agentes subvirais associados a begomovirus: diversidade, origem e implicacoes
bioldgicas

Além dos genomas completos de begomovirus, as analises baseadas em sequenciamento de
alto desempenho (HTS) permitiram identificar trés contigs com identidade nucleotidica entre
90,17% e 94,61% em relacdo a Euphorbia yellow mosaic alphasatellite. Esses contigs
apresentaram tamanhos entre 1319 e 1334 pb, compativeis com o tamanho esperado para
alphasatélites, e cobertura genomica entre 97% e 98%.

A detecgdo dessas sequéncias em associagdo com contigs de begomovirus € consistente com
a literatura, que descreve alphasatélites como elementos subvirais frequentemente encontrados
em complexos begomovirais (Briddon et al. 2004; Briddon e Stanley 2006). Esses agentes
possuem genomas circulares de DNA fita simples e codificam uma proteina Rep funcional,
sendo capazes de replicagdo autonoma em células vegetais, embora dependam do virus auxiliar
para encapsidacdo, movimento sistémico e transmissao pelo vetor (Briddon et al. 2004).

Neste estudo, os contigs relacionados a alphasatélites apresentaram maior similaridade com

Euphorbia yellow mosaic alphasatellite, previamente descrito em associa¢do com begomovirus
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infectando Euphorbia heterophylla (Oliveira et al. 2024). Essa associacdo ¢ compativel com a
presenca de contigs relacionados a Euphorbia yellow mosaic virus identificados no pool
analisado.

Também foram detectados dois contigs com similaridade a gemycircularvirus. Esses virus
pertencem a familia Genomoviridae, um grupo de virus ssDNA amplamente distribuido em
diferentes ambientes e frequentemente identificado por abordagens metagendmicas (Varsani e
Krupovic 2017; Rosario et al. 2017). A diversidade taxonomica dessa familia foi posteriormente
organizada com base em identidade nucleotidica e caracteristicas gendmicas, evidenciando a
presenga de multiplos géneros dentro do grupo (Varsani e Krupovic 2018).

Em conjunto, a deteccdo simultanea de begomovirus, alphasatélites e gemycircularvirus
evidencia que as amostras analisadas abrigam uma diversidade de virus de DNA e elementos
subvirais associados. Resultados semelhantes tém sido relatados em estudos baseados em HTS,
nos quais abordagens metagendmicas revelam comunidades virais complexas associadas a
plantas e outros organismos (Varsani e Krupovic 2017; Rosario et al. 2017).

5.3. Novo relato em hospedeiras

A deteccdo de Begomovirus costai em Euphorbia heterophylla amplia o espectro de
hospedeiras conhecidas para esse virus e representa, até onde se sabe, o primeiro registro dessa
associagdo. A presenga do virus foi confirmada por PCR utilizando primers especificos e pela
deteccdo do componente cognato DNA-B, corroborando a identificacdo obtida a partir das
sequéncias recuperadas por sequenciamento de alto desempenho.

Espécies do género Euphorbia, particularmente Euphorbia heterophylla, t€ém sido relatadas
como hospedeiras naturais de begomovirus em sistemas agricolas e periurbanos (Fernandes et
al. 2011; Mar et al. 2017). Essa espécie ¢ amplamente distribuida em areas agricolas do Brasil
e ocorre como planta espontanea em cultivos de diferentes espécies de interesse econdomico, o
que favorece sua interagdo com vetores e patogenos virais. Apesar de ser considerada daninha
por muitos autores, trabalhos como de Ahmad e Khan (2021), entretanto consideram E.

heterophylla  como planta medicinal — utilizacdo adotada neste estudo.
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Duarte et al. (2002) e Ferro (2016) descreveram em seus estudos que plantas medicinais
podem desempenhar papel relevante na manuten¢ao de bogomovirus em agroecossistemas, ao
funcionar como hospedeiras alternativas e contribuir para a persisténcia viral entre ciclos de
cultivo. Nesse contexto, a ocorréncia de Begomovirus costai em E. heterophylla sugere que

essa espécie pode participar da dindmica epidemiolédgica desse virus em ambientes agricolas.
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5.4. Evidéncias de variante geneticamente divergente relacionada a Tomato severe
rugose virus em Euphorbia heterophylla

Entre os contigs compativeis com provaveis novas espécies de begomovirus identificados
neste estudo, o contig 143 avangou para detec¢do individual consistente por PCR. A analise por
BLASTn indicou que essa sequéncia apresentou 90,45% de identidade nucleotidica com o
componente DNA-A de Tomato severe rugose virus (acesso MT214084.1), valor inferior ao
limiar de 91% adotado para delimitacdo de espécies no género Begomovirus (Brown et al.
2015). O contig apresentou comprimento de 2614 pb e cobertura de 37.548 reads no conjunto
de dados obtido por sequenciamento.

A triagem por PCR de linha e coluna utilizando primers especificos resultou inicialmente
em duas amostras positivas: GO-633 (Euphorbia heterophylla), coletada em Itaberai (GO) em
2020, e RDF-853 (roseira, colecdo do LVV). No entanto, na PCR individual de confirmagao
apenas a amostra GO-633 permaneceu positiva. A identidade taxondmica da hospedeira foi
confirmada por PCR utilizando o marcador ITS, corroborando a associa¢do entre a sequéncia
viral detectada e Euphorbia heterophylia.

A presenca de uma sequéncia relacionada a Tomato severe rugose virus em E. heterophylla
refor¢a o papel dessa espécie como hospedeira alternativa de begomovirus em ambientes
agricolas e periurbanos. Espécies do género Euphorbia tém sido frequentemente associadas a
manuten¢do de populacdes de begomovirus transmitidos por Bemisia tabaci, funcionando como
hospedeiras naturais fora de sistemas de cultivo (Fernandes et al. 2011; Mar et al. 2017).

No contexto deste estudo, que incluiu amostras provenientes de plantas alimenticias nao
convencionais (PANC), plantas medicinais e espécies espontdneas associadas a sistemas
agricolas, a deteccdo dessa sequéncia viral evidéncia que esses grupos de plantas podem abrigar
variantes geneticamente divergentes de begomovirus. Plantas pertencentes a esses grupos
frequentemente ocorrem em bordas de cultivo, hortas domésticas, quintais produtivos e areas
periurbanas, ambientes nos quais podem interagir simultaneamente com culturas agricolas e

com o vetor Bemisia tabaci.
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Assim, a identificacdo de uma sequéncia relacionada a Tomato severe rugose virus em
Euphorbia heterophylla indica que plantas ndo convencionais e espontaneas presentes nesses
ambientes podem contribuir para a manutencao e circulagdo de variantes de begomovirus em
agroecossistemas. Esse resultado refor¢ca a importancia de incluir PANC e plantas medicinais
em levantamentos de viroma vegetal, uma vez que esses hospedeiros permanecem pouco

explorados em estudos de diversidade viral.
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6. Conclusiao

O presente estudo demonstrou que plantas alimenticias nao convencionais (PANC), plantas
medicinais e espécies espontaneas associadas a ambientes agricolas podem abrigar uma
diversidade significativa de virus de DNA fita simples, com destaque para membros do género
Begomovirus. A aplicagao do sequenciamento de alto desempenho (HTS) em um pool de 142
amostras foliares permitiu a identificagdo de cinco espécies previamente descritas de
begomovirus e sete sequéncias do componente DNA-A compativeis com provaveis novas
espécies virais.

Entre as sequéncias identificadas, o contig 143 apresentou identidade nucleotidica inferior
ao limiar taxondmico estabelecido para espécies de begomovirus e foi detectado
individualmente em Euphorbia heterophylla, indicando a presenca de uma variante
geneticamente divergente relacionada a Tomato severe rugose virus. Esse resultado reforca a
importancia de hospedeiras espontaneas na manutencdo da diversidade genética de
begomovirus em ambientes agricolas.

Além disso, este estudo registrou a ocorréncia de Bean golden mosaic virus em Euphorbia
heterophylla, ampliando o espectro de hospedeiras conhecidas para esse virus. A ampla
distribuicao dessa espécie vegetal em areas agricolas e periurbanas sugere que ela pode atuar
como hospedeira alternativa relevante na dinamica epidemioldgica de begomoviroses.

A identificacdo adicional de alphasatélites, gemycircularvirus € um membro da familia
Caulimoviridae indica que o conjunto de plantas analisadas abriga uma comunidade viral mais
ampla do que previamente reconhecido. Em conjunto, esses resultados ampliam o
conhecimento sobre a diversidade de virus ssDNA associados a plantas ndo convencionais e
espontaneas no Brasil.

Por fim, este trabalho evidencia o potencial do sequenciamento de alto desempenho como
ferramenta para investigagdo de viromas vegetais e destaca a importancia de incluir PANC,
plantas medicinais e espécies espontaneas em estudos de diversidade viral e monitoramento

fitossanitario.
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