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RESUMO

O género Begomovirus possui um ou dois componentes genémicos, sdo transmitidos pela
Bemisia tabaci e infectam plantas eudicotileddneas. Bean golden mosaic virus (BGMV) e
Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) sdo os begomovirus de maior importancia
econémica no Brasil, e também infectam espécies de plantas daninhas. O DNA total foi
extraido, individualmente, a partir de cada amostra vegetal, e utilizado como molde para a
realizacdo de PCR. Foi realizado a clonagem do DNA viral extraido das amostras que
testaram negativo para a analise de PCR para as espécies BGMV e MaYSV. Para a
clonagem foi realizada a amplificacdo utilizando o método do circulo rolante. Os genomas
virais amplificados foram clivados com as enzimas Pstl e Kpnl, e ligados a um vetor
plasmidial pBluescript KS+. As amostras resultantes foram transformadas em células de
Escherichia coli e cultivadas em meio com ampicilina. O DNA plasmidial foi extraido e
digerido para confirmar a clonagem. Os clones foram sequenciados pela Macrogen, Inc.
Um total de 70 amostras foram obtidas a partir de Macroptilium sp., sendo todas essas PCR
positivas para o género Begomovirus. 19 isolados virais foram selecionados para serem
submetidos ao processo de clonagem e sequenciamento do genoma completo.
Alinhamentos maltiplos de sequéncias nucleotidicas foram preparados para o conjunto de
dados DNA-A, e foram realizadas analises filogenéticas. Um total de 29 clones
correspondentes ao DNA-A foi obtido. Comparacdes pareadas indicaram a presenca de
apenas uma espécie de begomovirus: Macroptilium yellow vein virus (MaYVV) a partir de
amostras de Macroptilium spp. Arvores filogenéticas bayesianas mostraram que isolados de
MaYVV estavam estruturados segundo regido geografica. O begomovirus Macroptilium
yellow spot virus ndo foi detectado infectando Macroptilium sp., no estado de Alagoas.
Macroptilium yellow vein virus é o begomovirus predominante em Macroptilium spp., em
diferentes municipios do estado de Alagoas, em 2019 e 2020. A andlise filogenética
mostrou que os isolados de MaYVYV estdo estruturados geograficamente, com divisdo de
quatro clados e dois subgrupos.

Palavras-chave: Geminiviridae; Polymerase chain reaction; Clonagem; Filogenia



ABSTRACT

The genus Begomovirus has one or two genomic components, is transmitted by Bemisia
tabaci and infects eudicottledonous plants. Bean golden mosaic virus (BGMV) and
Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) are the most economically important
begomoviruses in Brazil, and also infect weed species. Total DNA was extracted
individually, from each plant sample, and used as a template for PCR. The viral DNA was
cloned and extracted from samples that tested negative for PCR analysis for BGMV and
MaYSV species. For cloning, amplification was performed using the rolling circle method.
The amplified viral genomes were cleaved with the enzymes Pstl and Kpnl, and ligated
into a pBluescript KS+ plasmid vector. The resulting samples were transformed into
Escherichia coli cells and cultivated in medium with ampicillin. Plasmid DNA was
extracted and digested to confirm cloning. Clones were sequenced by Macrogen, Inc.
Sequences were aligned and used to create phylogenetic trees. A total of 70 samples were
obtained from Macroptilium sp., all of which were PCR positive for the genus
Begomovirus. 19 viral isolates were selected to be subjected to the cloning and complete
genome sequencing process. Multiple sequence alignments were prepared for the full-
length DNA-A, and phylogenetic analyzes were performed. A total of 29 clones
corresponding to DNA-A were obtained. Pairwise comparisons indicated the presence of
only one species of begomovirus: Macroptilium yellow vein virus (MaYVV) from samples
of Macroptilium spp. Bayesian phylogenetic trees showed that MaYVV isolates were
structured according to geographic region. The Macroptilium yellow spot virus
begomovirus was not detected infecting Macroptilium sp., in the state of Alagoas.
Macroptilium yellow vein virus is the predominant begomovirus in Macroptilium spp., in
different municipalities in the state of Alagoas, in 2019 and 2020. Phylogenetic analysis
showed that MaYVV isolates are geographically structured, with division into four clades
and two subgroups.

Key words: Geminiviridae; Polymerase chain reaction; Cloning; Phylogeny
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1 INTRODUCAO

A familia Geminiviridae engloba virus com genoma de DNA circular de fita
simples (ssSDNA) encapsidado em particula geminada de morfologia quasi-icosaédrica
(BROWN et al., 2015). O ICTV (International Comitee on Taxonomy of Viruses) divide
a familia em quatorze géneros (Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Citlodavirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus,
Opunvirus, Topilevirus, Topocuvirus, Turncurtovirus) usando como critérios de
demarcacdo a gama de hospedeiros, tipo de inseto vetor, organizacdo genémica e
relacionamento filogenético (ZERBINI et al. 2017). Os sintomas observados nas plantas
hospedeiras  s&o:  nanismo, enrolamento  foliar,  ondulagcdo,  distorcao,
mosaico/mosqueado, amarelecimento internerval e clorose (INOUE-NAGATA et al.
2016).

O género Begomovirus € representado por espécies que possuem um
(monopartido) ou dois (bipartido) componentes gendémicos conhecidos como DNA-A e
DNA-B. A transmissdo destes virus ocorre por um complexo de espécies cripticas da
mosca-branca (Bemisia tabaci) (BARBOSA et al., 2014; NAVAS-CASTILLO et al.,
2011) e a infeccdo € restrita a plantas eudicotileddneas.

Dentre as espécies de begomovirus que infectam leguminosas, Bean golden
mosaic virus (BGMV) e Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) séo consideradas as
mais importantes no Brasil (RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). Além de plantas
cultivadas, Macroptilium lathyroides, uma planta ndo-cultivada comumente encontrada
em associacdo com feijoeiros, tem sido relatada como hospedeira de begomovirus
capazes de infectar sistematicamente plantas de feijao-comum (Phaseolus vulgaris) e
feijdo-fava (P. lunatus) a exemplo de Macroptilium yellow mosaic virus, Macroptilium
yellow mosaic Florida virus, Macroptilium mosaic Puerto Rico virus, MaYSV, e Bean
golden yellow mosaic virus e BGMV, begomovirus de grande importancia econémica
na cultura dos feijoeiros nas Américas (BRACERO; RIVERA; BEAVER, 2003;
RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).

Além das espécies citadas anteriormente, Macroptilium bright mosaic virus,
Macroptilium common mosaic virus, Macroptilium golden mosaic virus, Macroptilium
yellow net virus e Macroptilium yellow vein virus sdo outros begomovirus ja relatados
infectando Macroptilium spp. (AMARAKOON et al., 2008; IDRIS et al., 2003; SILVA
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etal., 2012; LIMA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).

Durante muito tempo 0 BGMV foi considerado como o Unico begomovirus de
importancia econdmica em feijoeiros no Brasil, levando ao desenvolvimento e
aprovagcdo do feijao comum transgénico Embrapa 5.1 resistente a este virus (ARAGAO
et al.,, 2013). Contudo, estudos indicam a emergéncia do MaYSV como um dos
principais begomovirus em plantios no Nordeste do pais, apontando que BGMV né&o é
mais o Unico begomovirus de relevancia econémica para os feijoeiros (RAMOS-
SOBRINHO et al., 2014).

Analisar o status atual de leguminosas néo-cultivadas, como Macroptilium
spp., como hospedeiras alternativas, bem como a identificacdo e caracterizacdo de
begomovirus associados a estas plantas sdo cruciais para compreensdo das interacdes
virus/vetor/hospedeiros. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar a
caracterizacdo molecular de begomovirus associados a Macroptilium spp. no estado de

Alagoas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae é composta por quatorze géneros, sendo eles:
Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus,
Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus,
Topocuvirus, Turncurtovirus. Estes sdo diferenciados com base nas caracteristicas gama
de hospedeiros, tipo de inseto vetor, organizacdo gendmica e relacionamento
filogenético (VARSANI et al, 2014; 2017; ZERBINI et al., 2017). Os geminivirus
possuem genoma constituido por DNA circular de fita simples (ssDNA), com tamanho
variando entre 2,6 a 5,2 kb e encapsidados em particulas geminadas de morfologia
quasi-icosaédrica (BROWN et al., 2012; 2015). O género Begomovirus é o Unico que
pode possuir um ou dois (bipartidos) componentes gendmicos, DNA-A e DNA-B, todos
0S outros representantes sdo monopartidos, possuindo um Unico componente gendémico
(BROWN et al., 2012; 2015).

Membros desta familia infecta plantas mono e eudicotileddneas, sendo a causa
da perda de rendimento de vérias culturas de grande importancia econébmica, bem como
plantas ornamentais e silvestres/daninhas (HANLEY-BOWDOIN et al., 2013; INOUE-
NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016). Os impactos socioecondmicos negativos
causados pelos virus pertencentes a essa familia sdo relatados em todo mundo. A cultura
do feijao, em todo o continente Americano, é a mais afetada pelos begomovirus Bean
golden mosaic virus (BGMV) e o Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV); A
beterraba acucareira, na América do Norte e Oriente Médio, infectado por Beet curly
top virus (BCTV; Curtovirus); na Europa, Africa, Asia, América Central, Caribe,
Estados Unidos e Australia tomateiro € afetado pela infeccdo pelo Tomato yellow leaf
curl virus (TYLCV); African cassava mosaic virus (ACMV; Begomovirus) infectando
mandioca e Maize streak virus (MSV; Mastrevirus) em milho na Africa; na Europa, em
trigo, Wheat dwarf virus (WDV; Mastrevirus); Cotton leaf curl virus (CLCuV;
Begomovirus) em algodoeiro na Asia; sdo alguns exemplos de fitovirus causadores de
grandes prejuizos na producdo agricola (HANLEY-BOWDOIN et al.,, 2013;
SCHUBERT et al., 2014; INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016).

Os geminivirus sdo transmitidos por insetos que se alimentam do floema,

incluindo diferentes espécies de cigarrinhas, moscas-brancas do complexo de espécies



cripticas Bemisia tabaci, membracideos e afideos (INOUE-NAGATA; LIMA;
GILBERTSON, 2016). Dentre os quatorze géneros da familia, apenas Citodlavirus,
Eragrovirus, Maldovirus, Opunvirus, Topilevirus possuem vetores desconhecidos
(VARSANI et al.,, 2014; 2017). Os sintomas tipicos de infec¢bes causados por
geminivirus incluem deformacgdo foliar, enrolamento, amarelecimento, nanismo,
mosaico e/ou estriacbes (VARSANI et al., 2017).

2.2 Género Begomovirus

O género Begomovirus possui 445 espécies reconhecidas pelo ICTV
(http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp), assim sendo 0 mais numeroso e mais
importante dentro da familia Geminiviridae. E transmitido por um complexo de espécies
cripticas de Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), com destaque as pertencentes ao
complexo MEAM1 (Middle East — Asia Minor 1), causando infeccdo a plantas
eudicotiledoneas nas regides tropicais e subtropicais (BROWN et al., 2012; 2015; NAVAS-
CASTILLO; FIALLOOLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011; STANLEY et al., 2005; FARIA
etal., 2000; FIALLO-OLIVE etal., 2021).

Com base na diversidade genética, organizacao gendmica e distribuicdo geogréafica os
begomovirus séo divididos em dois grupos: do "Velho Mundo" (VM) (Europa, Africa, Asia e
Australia) e do "Novo Mundo" (NM) (Américas). Os inclusos no VM apresentam um
(monopartido) ou dois (bipartido) componentes gendmicos e frequentemente estdo associados a
moléculas de ssDNA satélites denominados alfassatélites e betassatélites (FAUQUET;
STANLEY, 2005; ZHOU et al., 2013; LOZANO et al., 2016; ROSARIO et al., 2016). No
entanto, a maioria dos pertencentes ao NM, apresenta dois componentes gendmicos,
denominados DNA-A e DNA-B, com relatos de ocorréncia de associacao a alfassatélites
(PAPROTKA; METZLER; JESKE, 2010; ROMAY et al., 2010).

Begomovirus estdo associados a trés classes de ssDNA satélites: alfassatélites,
betassatélites e deltassatélites (ZHOU 2013; LOZANO et al., 2016). Nos begomovirus do VM,
a associacdo com os alfassatélites ndo altera os sintomas causados pelos virus, porém, a
presenca de betassatélites, na maioria dos casos, € essencial para a manifestacao de sintomas.
Betasatélites codificam a proteina BC1 que tem papéis importantes na inducéo de sintomas e na
supressdo do silenciamento génico transcricional e pds-transcricional (ZHOU, 2013). Os
alfassatélites encontrados no NM sdo diferentes dos que estdo presentes no VM e sua

associacdo com begomovirus bissegmentados aumentam a severidade de sintomas. Os
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deltassatélites ndo codificam nenhuma proteina, mas alguns deles afetam o acimulo de DNA
viral e sintomatologia (FERRO et al., 2021).

Os begomovirus bipartidos necessitam dos dois componentes genémicos (DNA-A e
DNA-B) para estabelecimento da infeccdo (ROJAS et al., 2005), cada um com tamanho de 2.5-
2.6 kb. O DNA-A dos begomovirus bipartidos podem replicar autonomamente e produzir
virions, mas requerem o DNA-B para infecgéo sistémica. Componentes DNA-A e DNA- B
cognatos compartilham aproximadamente 200 bases de sequéncia dentro da regido intergénica
(nomeada “Regido Comum”, RC), englobando o stem-loop conservado com o nonanucleotideo
5'-TAATATTAC-3' na origem de replicagéo viral (v-ori) (HANLEY-BOWNDOIN et al., 2002;
FIALLO-OLIVE etal., 2020).

O genoma dos begomovirus contém ORFs (open reading frames) que séo
responsaveis por codificar proteinas multifuncionais (WALSH; MOHR, 2006). O componente
DNA-A dos begomovirus bipartidos € homélogo ao dos begomovirus monopartidos e possuli
entre cinco e seis ORFs (V1/AV1, V2/AV2, C1/AC1, C2/AC2, C3/AC3, C4/AC4, C5/ACS;
Figural).

No componente DNA-A, um gene é transcrito no sentido viral (V1/AV1) denominado
CP (Coat Protein), que codifica a proteina da capa proteica. Além disso, existem ORFs no
sentido complementar: Rep, TrAP, Ren e C4. A ORF C1/AC1 codifica para a proteina Rep
(Replication associated Protein) que € uma endonuclease associada a replicacdo do genoma
viral (HANLEY-BOWDOIN et al., 2000). Ao se liga a regifes intergénicas (iterons) cliva a fita
de DNA no nonanucleotideo (5’-TAATATT | AC-3’), iniciando o processo de replicagdo por
circulo rolante (FONTES et al., 1992; SAXENA; TIWARI, 2017). A ORF C2/AC2 codificaa
proteina TraAP (Trans-Acting Protein) ativadora da transcri¢do dos genes de sentido viral CP
(AV1 do DNA-A) e atuar como supressora de silenciamento génico (ZERBINI; CARVALHO;
MACIEL-ZAMBOLIN, 2002; VANITHARANI et al., 2004; WANG et al., 2005; RAJA et al,
2008). A ORF C3/AC3 codifica a proteina Ren (Replication Enhancer) é intensificadora
(enhancer) da replicagdo, porém ndo é essencial ao processo (SETTLAGE et al., 1996;
SAXENA; TIWARI, 2017). A ORF C4/AC4 codifica uma proteina relacionada a supressao do
sistema de defesa da planta (VANITHARANI et al., 2004). A ORF C5/AC5 codifica uma
proteina que aparentemente ndo tem papel essencial no ciclo da infeccdo viral para alguns
begomovirus ou isolados virais (KHEYR-POUR et al., 2000; FONTENELLE et al., 2007;
MELGAREJO et al., 2013), mas sua auséncia em mutantes ocasionou sintomas menos Severos
(MELGAREJO et al., 2013). No sentido viral (V2/AV2) outra proteina € sintetizada, a "Pre-

coat protein”, presente apenas em begomovirus do VM, que desempenha um papel importante
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no movimento sistémico mais eficiente do virus dentro da planta, além de atua como uma
proteina de supressdo de defesa, inibindo o processo de silenciamento génico (CHOWDA-
REDDY etal., 2008; ZHANG et al., 2012).

No componente DNA-B, ha duas ORFs, uma no sentido viral (BV1) e outra no
sentido complementar (BC1). A ORF BV1 codifica a proteina NSP (Nuclear Shuttle Protein)
responsavel pelo transporte do DNA nucleo-citoplasma através do envelope nuclear
(MCGARRY et al., 2003). A ORF BC1 codifica a proteina MP (Moviment Protein) que é
responsavel pelo movimento célula-a-célula através do mecanismo de aumento do limite de
excluséo dos plasmodesmas (NOUEIRY et al., 1994; SANDERFOOT; LAZAROWITZ, 1996;
ZORZATTO et al., 2015).

Os sintomas tipicos por infeccdes causadas por begomovirus sdo nanismo; uma
combinacdo de mosaico/mosqueado verde-amarelo-dourado, enrolamento, enrugamento,
deformarcéo, manchas amarelas e amarelecimento das nervuras ou internervuras nas folhas. A
observacao de sintomas nos hospedeiros varia com a espécie e carga viral, espécie, fase e
nutricdo da cultura (PICO et al., 1996; MORALES, 2001; INOUE-NAGATA; LIMA;
GILBERTSON, 2016).

Figura 1. Organizacéo gendmica dos begomovirus. LIR, regido intergénica longa; SIR, regido
intergénicaa curta; CR, regido comum; nsp (BV1), proteina de movimento nuclear; cp
(V1/AV1), proteina capsidial, mp (V2/BC2), proteina de movimento; rep (C1), proteina
associada a replicacdo; ren (C3/AC3), proteina potencializadora de replicacéo; trap (C2/AC2),

proteina de transcricao/supressor de silenciamento génico.
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2.3 Diversidade de Begomovirus infectando Macroptilium spp.

Além de plantas cultivadas, muitas espécies de plantas silvestres/daninhas tém
sido relatadas como hospedeiras de Begomovirus (IDRIS et al., 2003; JOVEL et al.,
2004; FIALLO-OLIVE et al., 2013; MUBIN et al., 2010) e podem atuar como
hospedeiros alternativos, na auséncia do seu hospedeiro cultivado em campo, podendo
se tornar fonte de inoculo (ROCHA et al. 2013). O género Macroptilium (familia
Fabaceae) ¢ composto por cerca de 20 espécies distribuidas nas Ameéricas. Algumas
espécies deste género tém utilidade como forrageiras, como adubo verde e na medicina
popular (BARBOSA-FEVEREIRO, 1986). Macroptilium lathyroides (L.) Urb.,
popularmente conhecida como “feijao-de-rola”, ¢ uma leguminosa muito comum nas
Américas do Sul e Central, que acabou se tornando uma planta espontanea no Nordeste
brasileiro.

Nas ameéricas, Macroptilium ja foi relatada como hospedeira de diferentes
begomovirus como Macroptilium bright mosaic virus (MacBMV), Macroptilium
common mosaic virus (MaCMV), Macroptilium golden mosaic virus (MaGMV),
Macroptilium mosaic Puerto Rico virus (MaMPRYV), Macroptilium yellow mosaic
Florida virus (MaYMFV), Macroptilium yellow mosaic virus (MaYMV), Macroptilium
yellow spot virus (MaYSV), Macroptilium yellow net virus (MaYNV) e Macroptilium
yellow vein virus (MaYVV), além de Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV) e
Bean golden mosaic virus (BGMV) (AMARAKOON et al., 2008; IDRIS et al., 2003;
SILVA et al., 2012; LIMA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014; PASSOS et
al., 2017), mostrando sua importancia como fonte de in6culo para plantas cultivadas.

O primeiro relato de MaYSV ocorreu em 2009, infectando Macroptilium
lathyroides, nos estados de Sergipe e Paraiba (SILVA et al., 2012). Este mesmo virus ja
foi descrito em outras hospedeiras leguminosas ndo-cultivadas como Calopogonium
mucunoides, Canavalia sp. (SILVA et al., 2012) e Desmodium glabrum (FONTENELE
et al., 2016). E também conhecido que M. lathyroides pode servir como hospedeiro
alternativo para BGMV e BGYMYV, begomovirus de grande importancia econdémica na
cultura dos feijoeiros (BRACERO; RIVERA; BEAVER, 2003; RAMOS-SOBRINHO
et al., 2014). No Brasil, outros begomovirus infectando M. lathyroides foram relatados
como Soybean chlorotic spot virus (SoCSV, COCO et al., 2013), virus inicialmente
descrito em soja, Macroptilium yellow net virus (MaYNV) e Macroptilium yellow vein
virus (MaYVV) (SILVA et al., 2012; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).
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MaYVV foi descrito pela primeira vez em Maceid, Alagoas, em 2010, em
Macroptilium lathyroides, e desde entdo tem sido relata em plantas de Macroptilium
spp. e M. lathyroides, associadas a cultivos de feijado comum e fava, exibindo sintomas
de mosaico e clareamento de nervura (SILVA et al., 2012; RAMOS-SOBRINHO et al.,
2014). Ainda é escasso os trabalhos sobre a importancia do Macroptilium sp. como
hospedeiro alternativo a esse virus e a variabilidade e estrutura genética de suas

populacoes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material vegetal

Amostras foliares de Macroptilium spp. apresentando sintomas indicativos de
infeccdo por begomovirus (mosaico, deformacao foliar e nanismo) foram coletadas em
diferentes municipios do estado de Alagoas, em 2019 e 2020 (Tabela 3). As amostras
foram acondicionadas em sacos de papel e armazenadas em freezer (-80°C) no
Laboratorio de Fitopatologia Molecular e Virologia Vegetal do Campus de Engenharias

e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas.

3.2 Detec¢do de begomovirus via Polymerase Chain Reaction (PCR)

O DNA total foi extraido, individualmente, a partir de cada amostra vegetal
(DOYLE; DOYLE, 1987), e utilizado como molde para deteccdo inicial do género
Begomovirus, utilizando o par de primer universal PALIV1978/PARIc496 (componente
genémico DNA-A, ROJAS et al., 1993). As amostras positivas foram, entdo,
submetidas a amplificacdo, via PCR, usando os pares de primers espécie-especificos
para 0 componente gendémico DNA-A de BGMV (BGMV-Det 1191 For/BGMV-
Det 1768 Rev) e MaYSV (MaYSV-Det 1137 For/MaYSV-Det_1427 Rev) (Tabela
1).

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 15 pL, contendo
1,5 pL de tampédo 10X PCR, 1,2 pL da mistura de dNTPs a 10 mM, 1 uL de cada
oligonucleotideo a 10 uM, 10 ng do DNA molde, e uma unidade de Taq DNA
Polymerase, completando-se o volume com H20O ultrapura. As condi¢des de
termociclagem consistiram em uma desnaturacgdo inicial de 94°C por 3 minutos e 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55°C ou 52 °C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 90 segundos, seguindo de uma extensao final a 72°C
por 10 minutos. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1% sob
luz UV.
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Tabela 1. Sequéncias de primers usadas para amplificacdo do componente gendmico
DNA-A de BGMV e MaYSV e primer universal para o género Begomovirus.

20

Nome Sequéncia (5’ - 3%) Alvo Fragmento
PAL1v1978 GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGT DNA-A 1200pb
PAR1c496 AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG
MaYSV_A Det_308_For GGAGGTGGAGGTCCAAAAA DNA-A 850 ph
MaYSV_A Det 1149 Rev TCTGGGACGACATATTTAGT
BGMV-A Det 1191 For CCTTGTGTAGACCCAGTTTGT 570 pb
BGMV-A_Det_1768_Rev CAAAGGTGTTTTCAAATCATGCTG DNA-A

3.3 Clonagem e sequenciamento do genoma completo de begomovirus

Amostras de Macroptilium spp. testadas positivas para o género Begomovirus,
tiveram os seus genomas complestos amplificados via Rolling Circle Amplification
(RCA, INOUE-NAGATA et al., 2004). Os produtos da RCA foram clivados com duas
enzimas de restricdo (Pstl e Kpnl) e analisadas em géis de agarose (0,8%). Aliquotas de
reacOes de clivagem que apresentaram um fragmento de aproximadamente 2.600
nucleotideos, correspondendo aos componentes DNA-A ou DNA-B de begomovirus
bipartidos, foram clonadas no vetor plasmidial pBluescript-KS+ (Stratagene),
previamente clivadas com a mesma enzima e desfosforiladas. Os plasmideos
recombinantes foram transformados em Escherichia coli DH5a por eletroporagido
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Colbdnias contendo o0s possiveis plasmideos
recombinantes foram repicadas para meio LB liquido contendo ampicilina (Ampicilin,
sodium salt USB®©) e incubadas a 37 °C sob agitacdo orbital de 180 rpm por 16h. Apds
incubacdo, as culturas foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial com Fast-n-
Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Cellco). O DNA plasmidial foi, entdo, digerido com a
enzima utilizada para clonagem e o padrdo de bandas foi visualizado em gel de agarose
0,8%, utilizado para confirmacdo do processo de clonagem. Os clones foram
completamente sequenciados pela Macrogen, Inc. (Seul, Coreia do Sul) por primer

walking.



3.4 Andlise de sequéncias e demarcacao de espécies

As sequéncias completas do DNA-A foram montadas utilizando o programa
CodonCode Aligner v.10.0.3 (www.codoncode.com) e organizadas para iniciar no
ponto de clivagem do nonanucleotideo conservado (5’-TAATATT//AC-3’). As
sequéncias obtidas foram, inicialmente, analisadas com o algoritmo BLASTnN
(ALTSCHUL et al.,, 1990) e o banco de dados de nucleotideos néo-redundante
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para determinar as espécies virais com as
quais elas compartilham maior identidade de sequéncia. Além das sequéncias geradas a
partir dos isolados do presente estudo, foram utilizadas 19 sequéncias de MaYVV
depositadas no GanBank (Tabelas 2). Comparacdes pareadas foram realizadas para o
conjunto de dados de DNA-A utilizando-se o programa Sequence Demarcation Tool
(SDT) v.1.2 (MUHIRE et al., 2014). Para demarcacdo de espécies do género
Begomovirus, foi utilizado o critério de identidade > 91% para sequéncias completas de
DNA-A, estabelecido pelo Geminiviridae Study Group do International Committe on
Taxonomy of Viruses (ICTV) (BROWN et al., 2015).

Tabela 2. Sequéncias de begomovirus Macroptilium Yellow Vein Virus (MaYVV)

obtidas a partir do banco de dados ndo-redundante Genbank.
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N° de acesso no Genbank Hospedeiro Local Data
KJ939915 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939914 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939913 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939912 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939911 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939910 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939909 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939908 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939907 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939906 M. lathyroides Palmeira dos Indios - AL 2011
KJ939905 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939904 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939903 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939902 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939901 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939900 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939899 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
KJ939898 M. lathyroides Palmeira dos indios - AL 2011
JN419021 M. lathyroides Maceid - AL 2010



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)

3.5 Alinhamento e analises filogenéticas

Alinhamentos multiplos das sequéncias nucleotidicas foram preparados atraves
do algoritmo MUSCLE implementado no pacote MEGAX (KUMAR et al., 2018) e
ajustados manualmente. Arvore filogenética para o conjunto de dados DNA-A foi
construida utilizando-se o método de Inferéncia Bayesiana com a software MrBayes
v.3.2.6 (RONQUIST et al., 2012) disponibilizado no web-portal CIPRES (MILLER et
al., 2010). Os modelos de substituicao de nucleotideos e distribuicdo de heterogeneidade
foram escolhidos com o auxilio dos programas PAUP v.4.0b10 (SWOFFORD, 2003) e
MrModelTest2 v.2.3 (NYLANDER, 2004), sendo GTR+1 o melhor modelo para todos
0s conjuntos de dados. As andlises foram rodadas por 20 milhGes de geracBes com
amostragem a cada 1000 passos, totalizando 20.000 arvores, com as 2.500 primeiras
sendo descartadas como uma fase de burn-in. Probabilidades posteriores (RANNALA,
YANG, 1996) foram determinadas a partir de uma arvore consenso majority-rule gerada
com as 17.500 arvores remanescentes. As arvores foram visualizadas e editadas nos
programas FigTree v.1.4 (tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) (RAMBAUT, 2014) e
CoreIDRAW 2021.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Deteccdo de begomovirus via Polymerase Chain Reaction (PCR)

Foram coletadas 70 amostras a partir plantas de Macroptilum spp.,
apresentando sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus (Tabela 3; Figura 2), nos
municipios de Marechal Deodoro, Matriz de Camaragibe, Maceio, Belém, Unido dos
Palmares, estado de Alagoas.

Todas as amostras foram PCR positivas para o género Begomovirus. O par de
oligonucleotideos PAL1v1978/PAR1c496 direcionou a amplificacdo de um fragmento
com aproximadamente 1,2 kb, a partir do DNA-A (dados ndo mostrados) (ROJAS et al.,
1993). Os oligonucleotideos espécie-especificos direcionaram amplificacdo de
fragmentos com tamanho de aproximadamente 570pb e 850pb para o componente
genémico DNA-A de BGMV e MaYSV, respectivamente (dados ndo mostrados).
Interessantemente, a maioria das amostras, obtida a partir de Macroptilium spp., foi
PCR negativa para BGMV e MaYSV.

As amostras oriundas de Marechal Deodoro, Matriz de Camaragibe e de Unido
dos Palmares foram PCR negativas para BGMV e MaYSV. As 25 amostras de Macei6
foram PCR negativas para MaYSV, porém 20 foram positivas para BGMV. Todas as
amostras obtidas no municipio de Belem foram PCR positivas somente para BGMV.

Plantas ndo cultivadas podem atuar como hospedeiro alternativo de
begomovirus para plantas cultivadas, favorecendo a ocorréncia de epidemias (SILVA et
al., 2012; ROCHA et al., 2013). No Brasil, a emergéncia de begomovirus infectando
feijoeiro e tomateiro provavelmente ocorreu por transferéncia horizontal através de
plantas ndo cultivadas, apo6s a introducdo de Bemisia tabaci MEAM1(ROCHA et al.,
2013; INOUE-NAGATA, LIMA, GILBERTSON, 2016; MAR et al., 2017).

Os isolados virais M1, M3, M11, M12, M16, M18 (Matriz de Camaragibe —
AL); 3MC, 5MC, 14C, 15MC, 16MC (Maceié — AL); e 2UP, 3UP, 4UP, 6UP, 8UP,
9UP, 10UP, 11UP (Unido dos Palmares — AL) foram clonados e selecionados para

sequenciamento dos genomas completos na Macrogen Inc.
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Figura 2. Plantas de Macroptilium sp. apresentando sintomas tipicos de infeccdo por
begomovirus. (a) Municipio de Maceid; (b) Municipio de Marechal Deodoro; (c)

Municipio de Matriz de Camaragibe; (d) Municipio de Unido dos Palmares.

Fonte: (Ferro, 2019)
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Tabela 3. Hospedeiro, local, ano de coleta das amostras de Macroptilium spp. e resultado da PCR com pares de primers universais e
especificos para MaYSV e BGMV.

(continua)
Caodigo Ano de pfigeers pfigl:;rs pfig:rs Cadigo dos
Amostra Hospedeiro Local de Coleta Coleta ugil\\/gszis esggl\l;:{;/os e?\?lz(;l(féi?s Clones Espécie/Acrénino
DNA-A DNA-A
M1MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - -- -
M2MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - -- -
M3MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - -- -
M4MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - -- -
M5MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - - --
M6MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - -- -
M7MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - - --
M8MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - -- -
M9MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - - --
M10MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - -- -
M11MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - - --
M12MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - -- -
M13MD Macroptilium sp. Marechal Deodoro/AL 2019 + - - - --
M1 Macroptilium sp. Matriz de Camaragibe/AL 2019 + - - 1IMC1P Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
M2 Macroptilium sp. Matriz de Camaragibe/AL 2019 + - - -- -
3MC2P Macroptilium Yellow Vein Virus
M3 Macroptilium sp. Matriz de Camaragibe/AL 2019 + - 3MC5P Macroptilishn:l?(\gl\ll;ca Vein Virus
(MaYVV)
M4 Macroptilium sp. Matriz de Camaragibe/AL 2019 - - -- -
M5 Macroptilium sp. Matriz de Camaragibe/AL 2019 - - -- -
M6 Macroptilium sp. Matriz de Camaragibe/AL 2019 + - - -- -
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(continua)

M7

M8

M9
M10

M11

M12

M13
M14
M15

M16

M17

M18

M19
M20
MMA1
MMA2
MMA3
MMA4
MMAS
MMAG
MMA7
MMAS8

Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.

Matriz de Camaragibe/AL
Matriz de Camaragibe/AL
Matriz de Camaragibe/AL
Matriz de Camaragibe/AL

Matriz de Camaragibe/AL

Matriz de Camaragibe/AL

Matriz de Camaragibe/AL
Matriz de Camaragibe/AL
Matriz de Camaragibe/AL

Matriz de Camaragibe/AL

Matriz de Camaragibe/AL

Matriz de Camaragibe/AL

Matriz de Camaragibe/AL
Matriz de Camaragibe/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL

2019
2019
2019
2019

2019

2019

2019
2019
2019

2019

2019

2019

2019
2019
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020

+ + + +

+ + + 4+ + + + 4+

+ + + + + 4+ o+ +

11MC4P

11MC7P

12MC2P

16MC3P

16MC5P

18MC10P

18MC11P

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)

Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
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(continua)

MMA9
MMAL10
MMA11
MMA12
MMA13
MMA14
MMAL5
MMAL6
MMAL7
MMA18
MMA19
MMAZ20

3MC

SMC

14MC

15MC

16MC

MT1
MT2
MT3
MT4

2UP

Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.
Macroptilium sp.

Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.
Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Maceid/AL
Macei6/AL
Maceid/AL
Macei6/AL
Maceid/AL
Macei6/AL
Maceid/AL
Macei6/AL

Macei6/AL

Macei6/AL

Macei6/AL
Macei6/AL

Belém/AL
Belém/AL
Belém/AL
Belém/AL

Unido dos Palmares/AL

2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020

2020

2020

2020

2020

2023
2023
2023
2023

2020

+ + 4+ + + + + + + + + + o+

+

+ + + +

+ + + 4+ + + + + + + o+ +

+ + + +

3MCC6P

5MCC9P

14MCC9P

14MCC10P

15MCC8P

16MCC15P

2UPC3K

2UPC5K

Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)

Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)
Bean golden mosaic virus (BGMV)

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
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(conclus&o)

3UP

AUP

6UP

8UP

9UP

10UP

11UP

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Macroptilium sp.

Unido dos Palmares/AL

Unido dos Palmares/AL

Unido dos Palmares/AL

Unido dos Palmares/AL

Unido dos Palmares/AL

Unido dos Palmares/AL

Unido dos Palmares/AL

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

3UPC1P

3UPC7P

4UPC3P

4UPCS5P

6UPC5P

6UPCT7P

8UPC3P

9UPC1P

9uUPC2P

10UPC6K

11UPC8P

Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)
Macroptilium Yellow Vein Virus
(MaYVV)




4.2 Andlises de sequéncias e demarcacao de especie

Um total de 19 amostras, provenientes dos municipios de Matriz de
Camaragibe Macei6 e Unido dos Palmares, Alagoas, foram submetidas a amplificacéo
de genomas completos via RCA (INOUE-NAGATA et., al 2004). Foi possivel obter
com sucesso a clivagem das amostras utilizando as enzimas de restricdo Pstl e Kpnl.

Foram obtidos 29 clones correspondentes ao componente gendémico DNA-A.
Com base nos critérios estabelecidos para demarcacdo de espécies dentro de género
Begomovirus (BROWN et al., 2015), a anélise de comparacOes pareadas de sequéncias
nucleotidicas do DNA-A, usando SDT, mostrou que todos os isolados pertencem a uma
Unica espécie: Macroptilium yellow vein virus (MaYVV). No entanto, foi observada a
segregacdo dos isolados em quatro grupos distintos: O Grupo I, formado por isolados de
Palmeira dos Indios (RAMOS-SOBRINHO et al., 2014), apresentando identidades de
sequéncias variando entre 99,7-100%. O Grupo Il, com os isolados de Unido dos
Palmares e Maceid, apresentou identidades de sequéncias variando entre 97,6-99,8%. O
Grupo lll, englobando os demais isolados de Unido dos Palmares, apresentou
identidades de sequéncias variando entre 96,4-100%. O Grupo IV, formado por isolados
de Matriz do Camaragibe apresentou identidades de sequéncias variando entre 93,9-
100%. Ao comparar os isolados foi observado que as identidades de sequéncia variaram
entre 93,9-97,4% (Figura 3).

O primeiro relato de Macroptilium yellow spot virus ocorreu em 2010,
infectando Macroptilium lathyroides, nos estados de Sergipe e Paraiba (SILVA et al.,
2012), sendo, posteriormente, descrito em outras hospedeiras leguminosas cultivadas e
ndo-cultivadas nos estados de Alagoas e Pernambuco (FONTENELE et al. 2016;
RAMOS-SOBRINHO et al. 2014). E conhecido que M. lathyroides pode servir como
hospedeiro alternativo para BGMV e BGYMV, begomovirus de grande importancia
econdmica na cultura dos feijoeiros (BRACERO; RIVERA; BEAVER, 2003; RAMOS-
SOBRINHO et al., 2014). No Brasil, outros begomovirus infectando M. lathyroides
foram relatados como Soybean chlorotic spot virus (SoCSV, COCO et al., 2013), virus
inicialmente descrito em soja, Macroptilium yellow net virus (MaYNV) e Macroptilium
yellow vein virus (MaYVV) (SILVA et al., 2012; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).
Os resultados do presente estudo sugerem a reemergéncia do MaYVV como um dos

principais begomovirus que infetam leguminosas em Alagoas.
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Figura 3. Matriz de identidades de sequéncias do DNA-A de isolados de MaYVV
obtidas neste trabalho mais amostras disponiveis no GenBank. Amostras do GenBank
em preto, amostras de Unido dos Palmares em vermelho, amostras de Maceié em verde

e amostras de Matriz do Camaragibe em azul.

KJ939913 MaYW
KJ939908 MaYWV
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KJ939915 MaYWV
KJ939906 MaYWV
KJ939904 MaYWV
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4.3 Andlise filogenética

Analise filogenética baseada na sequéncia de nucleotideos do conjunto de
dados DNA-A das populacbes de MaYVV incluiu isolados obtidos aqui e outros
disponiveis no GenBank (Tabelas 2). A arvore mostrou que os isolados de MaYVV
estdo distribuidos em quatro clados bem suportados (Figura 4).

O Clado I englobou, predominantemente, os isolados de MaYVV provenientes
de Matriz do Camaragibe e um isolado proveniente do municipio de Macei6. O Clado Il
abrigou os isolados de Palmeira dos indios (RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). No
Clado 111 foi formado dois subgrupos, no primeiro foram agrupados os isolados de
Unido dos Palmares e no segundo os isolados de Macei6. No Clado 1V foram incluidos
os demais isolados de Unido dos Palmares. Estes resultados corroboram com o que ja
foi observado nas anélises de comparacdes de sequéncias pareadas (SDT) e sugerem a
existéncia de estruturacdo das populacgdes por regido geografica.

Trabalhos vém demonstrando uma tendéncia das populacdes brasileiras de
begomovirus se estruturarem geograficamente (SILVA et al., 2012; LIMA et al., 2013;
ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014; MENDES et al., 2021).
Similarmente, no presente estudo foi observado que isolados de MaYVV, infectando a
espécie silvestre Macroptilium sp., no Estado de Alagoas, estdo estruturadas em pelo

menos quatro subpopulacgdes locais.
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Figura 4. Andlise filogenética de inferéncia Bayesiana baseada no DNA-A mais
amostras disponiveis no GenBank, mostrando a formagdo de quatro clados principais.
Clado I = predominantemente os isolados de MaYVV provenientes de Matriz do
Camaragibe mais um isolado de Macei6, Clado Il = os isolados de Palmeira dos Indios,
Clado Il = formagéo de dois subgrupos, no primeiro foram agrupados os isolados de
Unido dos Palmares e no segundo os isolados de Maceio, e Clado IV = os demais
isolados de Unido dos Palmares. Amostras do GenBank em preto, amostras de Unido
dos Palmares em vermelho, amostras de Macei0 em verde e amostras de Matriz do

Camaragibe em azul.
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5 CONCLUSOES

O begomovirus Macroptilium yellow spot virus ndo foi detectado infectando

Macroptilium sp., no estado de Alagoas.

MaYVV é o begomovirus predominante em Macroptilium spp., em diferentes

municipios do estado de Alagoas, em 2019 e 2020.

A anélise filogenética mostrou que os isolados de MaYVV estdo estruturados

geograficamente, com divisao de quatro clados e dois subgrupos.
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