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RESUMO

O género Begomovirus é um importante fator limitante de producdo para diversas culturas
agricolas, devido ao seu alto grau de severidade, area geografica e 0 nimero de espécies, que
permanece crescente. Sua transmissao € realizada por um complexo de espécies cripticas de
Bemisia tabaci, principalmente a espécie MEAM1(Middle East — Asia Minor 1) e, mais
recentemente, por sementes. Além de afetar as espécies cultivadas, cada vez mais vem sendo
relatado a presenca em espécies nao cultivadas, servindo como reservatério natural e o
possivel surgimento de novas espécies. A identificacdo das espécies vem contribuindo para
tomadas de decisbes em campo, diminuindo os prejuizos causados por esses diferentes
agentes patogénicos. Com isso, 0 objetivo desse estudo foi a identificacdo da espécie de
Begomovirus infectando Phyllanthus niruri. Inicialmente, foi realizada a identificacdo em
nivel de género utilizando 0S primers universais PAL1v1978
(GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGT) e PAR1c496
(AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG). As sequéncias obtidas dos dois clones
BR_QPA 20A, BR_QPH_20A pertencem a isolados de Blainvillea yellow spot virus,
possuindo cerca de 97% de identidade, segundo as analises feitas BLASTn e de comparagdes
pareadas utilizando SDT (Sequence Demarcation Tool). No relacionamento filogenético foi
observado que os componentes internos formaram um clado com os isolados BR_QPA 20A,
BR_QPH_20A, JX871392 BYSV, X871390 BYSV, corroborando e complementando que
realmente esses isolados pertencem a BYSV. Phyllanthus niruri € considerado hospedeiro de
Blainvillea yellow spot virus, sendo o primeiro relato no mundo. Novas observages e coletas
de campo devem ser realizadas para acompanhar o crescimento populacional da espéecie no

novo hospedeiro e em plantas cultivadas presentes na area.

Palavras-chave: Geminiviridae, plantas ndo cultivadas, demarcacdo de espécies.



ABSTRACT

The Begomovirus genus is an important production limiting factor for several agricultural
crops, due to its high degree of severity, geographic area and the number of species, which
remains increasing. Its transmission is carried out by a complex of cryptic species of Bemisia
tabaci, mainly the species MEAM1 (Middle East — Asia Minor 1) and, more recently, by
seeds. In addition to affecting cultivated species, it has increasingly been reported to be
present in uncultivated species, serving as a natural reservoir and the possible emergence of
new species. The identification of species has contributed to decision making in the field,
reducing the damage caused by these different pathogens. Thus, the objective of this study
was to identify the species of Begomovirus infecting Phyllanthus niruri. Initially,
identification at the genus level was performed using the universal primers PAL1v1978
(GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGT) and PAR1c496
(AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG). The sequences obtained from the two clones
BR_QPA 20A, BR_QPH_20A belong to isolates of Blainvillea yellow spot virus, having
about 97% identity, according to BLASTn analyzes and paired comparisons using SDT
(Sequence Demarcation Tool). In the phylogenetic relationship, it was observed that the
internal components formed a clade with the isolates BR_QPA 20A, BR_QPH_20A,
JX871392_BYSV, X871390 BYSV, corroborating and complementing that these isolates
really belong to BYSV. Phyllanthus niruri is considered a host of Blainvillea yellow spot
virus, being the first report in the world. New observations and field collections must be
carried out to monitor the population growth of the species in the new host and in cultivated

plants present in the area.

Keywords: Geminiviridae, uncultivated plants, species demarcation.
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1. INTRODUCAO

A familia Geminiviridae é conhecida por causar sérios problemas socioecondmicos,
sendo distribuida em quatorze géneros: Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus,
Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus,
Opunvirus, Topilevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus se diferenciando pelo tipo de inseto
vetor, gama de hospedeiro, organizagdo gendmica e relacionamento filogenético (VARSANI
et al, 2014; 2017; ZERBINI et al., 2017). Membros dessa familia sdo caracterizados por
apresentarem DNA circular de fita simples encapsidados em particulas geminadas de
morfologia quasi-icosaédrica (BROWN et al., 2012). Dentre os geminivirus, o género
Begomovirus € o mais numeroso, com 445 especies atualmente reconhecidas (ICTV, 2021).
Estes sdo transmitidos por um complexo de espécies cripticas de Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) para plantas dicotileddéneas (VARSANI et al., 2014; BROWN et al., 2015).

Os begomovirus estdo presentes nas regides tropicais e subtropicais de todo 0 mundo
(MORALES, 2006), prejudicando importantes culturas como feijoeiros (Phaseolus spp.),
mandioca (Manihot esculenta), algoddo (Gossypium sp.), tomate (Solanum lycopersicum) e
batata-doce (Ipomoea batata) (GRAHAM; MARTIN; ROYE, 2010). No Brasil, o feijoeiro e
o0 tomateiro sdo as culturas mais severamente afetadas (FARIA; MAXWELL, 1999; ZERBINI
et al., 2005). Estudos demonstraram que a infeccdo de plantas de tomate por begomovirus
pode levar a danos de 60% na produtividade, sendo essa redugdo causada principalmente pela
diminuicdo significativa do numero médio de frutos por planta (GIORDANO et al., 2005).
Além de plantas cultivadas, muitas plantas daninhas e/ou ndo cultivadas atuam como
reservatorios de diversidade viral e fonte de novos virus os quais podem causar doencas nas
culturas (ASSUNCAO ET AL., 2006; AMARAKOON ET AL. 2008; CASTILLO-
URQUIZA ET AL., 2008; BARBOSA ET AL., 2009; SILVA ET AL., 2011; SILVA ET AL.,
2012; TAVARES ET AL., 2012; BARRETO ET AL., 2013, ROCHA ET AL., 2013;
RAMOS-SOBRINHO ET AL., 2014, FERRO ET AL., 2017).

A diversidade genética dos begomovirus que infectam plantas cultivadas e/ou ndo-
cultivadas no Brasil é alta (AMBROZEVICIUS et al., 2002; CALEGARIO, 2004;
CASTILLO-URQUIZA, 2008; LIMA et al., 2013; ROCHA et al., 2013; RAMOS-
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SOBRINHO et al., 2014), podendo ser resultante de eventos de recombinacdo e
pseudorecombinacdo entre os begomovirus em infeccbes mistas, e contribuindo para a
emergéncia de novas espécies (AMBROZEVICIUS, et al, 2002, ZHOU et al., 1997;
FONDONG et al., 2000). A identificacdo de espécies virais em novos hospedeiros é de
extrema importancia, pois facilita as medidas de controle com agdes preventivas. Com isso,
0 objetivo do trabalho foi a identificacdo da espécie de Begomovirus infectando Phyllanthus

niruri.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Phyllanthus niruri

O género Phyllantus L. pertence a familia Phyllanthaceae, anteriormente incluido na
familia Euphorbiaceae, mas que a partir de estudos filogenéticos foram desmembrados
formando uma nova familia (HOFFMANN, P., H. KATHRIARACHCHI E K.
WURDACK. 2006; KATHRIARACHCHI, H. ET AL.2005; WURDACK, K. ET
AL. 2004) com cerca de 101 espécies (Flora do Brasil, 2020).

A quebra-pedra (P. niruri), como é popularmente chamada no Brasil, sdo plantas
daninhas de crescimento ereto podendo chegar até 60 cm. Seu centro de origem é na India,
mas sua ocorréncia é abundante em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo (N.
KAUR ET AL., 2017).

E utilizada pela medicina ayurvédica, uma terapia milenar da india para o tratamento
de problemas de estbmago, sistema geniturindrio, figado, rim e baco (HM
KAMRUZZAMAN, O HOQ, 2016). Em paises como Indonésia, China e Brasil na
fitoterapia para diversos condi¢des e tratamentos, dentre eles: disenterias, calculos renais,
hepatotoxicidade e hepatite B (G. BAGALKOTKAR ET AL. 2006). Podem sobrevivem em
diferentes condicbes de estresse, competindo com monoculturas, germinando em estradas e
construcdes, caracteristicas essas de plantas daninhas (HM KAMRUZZAMAN, O HOQ,
2016).

A produtividade de culturas de interesses agricolas € dependente de diversos fatores,
como por exemplo, a sanidade vegetal. Um desses fatores sdo as plantas daninhas, atuando
de forma direta (competicdo) e indireta (hospedeira alternativa de pragas e doencas). Além
de possuir propriedades fitoterapicas e atuar de forma direta como planta daninha,
gradativamente, o numero de relatos dessa planta como hospedeiro alternativo de
begomovirus em diversos cultivos vem aumentando, como solanéceas na india (KIRANMALI
ET AL., 1998; PANT ET AL, 2018, PN SVALINGAM, A VARMA, 2007); tabaco na
China (LIU ET AL., 2008) e algod&o na india e no Paquistdo (MANN, 2018; FAROOQ ET
AL., 2001).

2.2 A familia Geminiviridae
A familia Geminiviridae € distribuida em quatorze géneros: Becurtovirus.
Begomovirus. Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus,

Mastrevirus, Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus,
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diferenciados com base no tipo de inseto vetor, gama de hospedeiro, organiza¢do gendmica
e relacionamento filogenético (VARSANI et al, 2014; 2017; ZERBINI et al., 2017).

Geminivirus possuem genoma de DNA fita simples (ssSDNA) circular, com tamanho
variando de 2,6 a 5,2 kilobases (kb), encapsidados em particulas quasi-icosaédricas
geminadas com aproximadamente 18 nm de diametro e 30 nm de comprimento,
caracteristica morfologica que € expressa na sua nomenclatura.. A maioria dos géneros sdo
monopartidos, ou seja, possui um Unico componente gendémico, com excecdo dos
Begomovirus que pode ter um ou dois componentes gendmicos (bipartidos), denominados
DNA-A e DNA-B, sendo ambos indispensaveis para que ocorra uma infecgdo sistémica com
sucesso (ARGUELLO-ASTORGA; RUIZ-MEDRANO, 2001; BROWN et al.,, 2015;
ROJAS et al., 2005).

A sua transmissdo é realizada através da alimentacdo de insetos que utilizam os
tecidos do floema da planta hospedeira, compreendendo diferentes espécies de cigarrinhas,
moscas-brancas que abrangem um complexo de espécies cripticas de Bemisia tabaci,
membracideos e afideos (INOUE-NAGATA,; LIMA; GILBERTSON, 2016). Os géneros
Citodlavirus, Eragrovirus, Maldovirus, Opunvirus, Topilevirus sdo 0s Unicos membros da
familia onde os vetores permanecem desconhecidos (VARSANI et al., 2014; 2017;). Os
sintomas habitualmente encontrados nas plantas infectadas s&o: deformacéo foliar,
amarelecimento, mosaico e/ou estriacdes (VARSANI et al., 2017).

A infeccdo ocorre em monocotileddneas e dicotiledéneas, causando sérios prejuizos
econbmicos em diversas culturas devido a perda de rendimento, Além das plantas
cultivadas, atuam infectando plantas invasoras e ornamentais (HANLEY-BOWDOIN et al.,
2013; INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016). Os membros dessa familia de
virus sdo conhecidos por causar sérios problemas socioeconémicos em todo mundo. Nas
Américas, a cultura mais afetada é a do feijoeiro pelo begomovirus bean golden mosaic
virus (BGMV) e o Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV); América do norte e Oriente
Médio o Beet curly top virus (BCTV; Curtovirus) em beterraba acucareira; Europa, Africa,
Asia, América Central, Caribe, Estados Unidos e Australia o Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) afetam no rendimento da tomateiro; African cassava mosaic virus (ACMV) a
mandioca na Africa; Cotton leaf curl virus (CLCuV; Begomovirus) o algodoeiro na Asia.
Esses sdo alguns exemplos do género Begomovirus, onde algumas espécies podem provocar
perdas de até 100% no seu rendimento (HANLEY-BOWDOIN et al., 2013; INOUE
NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016; LEGG; FAUQUET, 2004; SHEPHERD et al.,
2010; SATTAR et al., 2013).
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2.3 Begomovirus
Begomovirus é o género mais importante devido a severidade das doengas que causam
e 0 mais numeroso, contando atualmente com 445 espécies reconhecidas pelo International

Comitee on Taxonomy of Viruses — ICTV (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp),

contendo como espécie tipo o bean golden mosaic virus (BGMV) (figura 1), ao qual dar o
nome ao género pelas iniciais do nome (“BE”, “GO”, “MO”) (VARSANI et al., 2014;
BROWN et al., 2015).

Sua transmissao é feita por um complexo de espécies cripticas (diferenciam-se atraves
de biologia molecular) de Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), principalmente as
pertencentes ao complexo MEAM1 (Middle East — Asia Minor 1), anteriormente
denominadas de bidtipo B que se espalhou pelo mundo infectando plantas dicotiledéneas nas
regides tropicais e subtropicais (BROWN et al., 2012; 2015; NAVAS-CASTILLO; FIALLO-
OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011; STANLEY et al., 2005; FARIA et al., 2000).
Recentemente, ha alguns relatos de transmissdes por semente, sendo o primeiro relato em
batata-doce (Ipomoea batatas, Convolvulaceae) na Coreia do Sul pela espécie Sweet potato
leaf curl virus (SPLCV) (KIM et al., 2015).

Begomoviruses O
Q vz Q ]
c4 ™~
CRE
il owe - Jav
c1 BC1
c3 ‘

c2 AC2 Bipartite
Figura 1. Organizacdo 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 (Cl1), proteina associada a replicagdo; ren (C3/AC3), proteina

potencializadora de replicacdo; trap (C2/AC2), proteina de transcri¢do/supressor de silenciamento génico
(modificada de VARSANI et al., 2017).

Apos a sua infeccdo 0 movimento do virus na planta é dividido em dois: célula-a-
célula via plasmodesmas, e movimento a longa distancia, no qual o virus atinge o sistema
vascular e ¢é transportado sistemicamente para toda a planta. Nos begomovirus
bissegmentados 0 DNA-B possui as proteinas responsaveis por esses movimentos (PALMER,
RYBICKI, 1998; NOUEIRY, LUCAS, GILBERTSON, 1994; SANDERFOOT,
LAZAROWITZ, 1995). Para os virus monosegmentados a proteina CP desempenha esse
importante papel (ROJAS et al., 2001; GAFNI; EPEL, 2002). Além da CP, em alguns virus a
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proteina C4 e V1 sdo necessarios para a ocorréncia desse processo (ROJAS et al., 2001;
2005b).

Os sintomas observados nos hospedeiros variam de acordo com a espécie, fase da
cultura, nutricdo, espécie e carga viral. Sobretudo, os sintomas tipicos s@o nanismo; uma
combinacdo de mosaico/mosqueado verde-amarelo-dourado, enrolamento, enrugamento,
deformarcdo, manchas amarelas e amarelecimento das nervuras ou internervuras nas folhas
(PICO et al., 1996; MORALES, 2001; INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016).

Devido a sua grande diversidade genética os begomovirus foram divididos em dois
grupos “Velho Mundo” (VM) (Europa, Africa, Asia e Australia) e do “Novo Mundo” (NM)
(Américas). Além disso, também séo utilizados para classificacao a destruicdo geografica e a
organizacdo genémica, onde os begomovirus do VM apresentam um ou dois componentes
genémicos e frequentemente estdo associados a moléculas de ssSDNA satélites denominados
alfassatélites (anteriormente DNA-1) e betassatélites (anteriormente DNA B) (FAUQUET;
STANLEY, 2005; ZHOU et al., 2013; LOZANO et al., 2016; ROSARIO et al., 2016). Os
begomovirus do NM apresentam em sua maioria dois componentes, denominados de DNA-A
e DNA-B, apresentando algumas das vezes associacdo com alfassatélites (PAPROTKA,;
METZLER; JESKE, 2010; ROMAY et al, 2010). Ja existem cinco begomovirus
monopartidos do NM., Tomato leaf deformation virus (ToLDeV; SANCHEZ-CAMPOS et al.,
2013; MELGAREJO et al., 2013); Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV); Tomato severe
leaf curl virus (ToSLCV; GILBERTSON et al., 2015); Tomato twisted leaf virus (ToTLV;
ROMAY et al., 2019) e o putativo Corchorus yellow vein Cuba virus (CoYVCUV; FIALLO-
OLIVE; NAVAS-CASTILLO, 2020).). Ainda nio se sabe ao certo qual a fungdo dos satélites
de DNA, mas alguns estudos indicam uma relacdo com a patogenicidade (MANSOOR et al.,
2003) e viruléncia (ZHOU et al., 2013; MANSOOR et al., 2003).

Recentemente, o ICTV oficializou a criacdo de uma familia de DNA satélites de fita
simples associados a begomovirus, Tolecusatellitidae, a qual inclui os géneros Betasatellite e
Deltasatellite (ADAMS et al., 2017). O género Betasatellite inclui 61 especies listadas, com
cerca da metade do tamanho dos componentes do genoma dos begomovirus. Betasatélites
codificam a proteina BC1 que tem papéis importantes na inducdo de sintomas e na supressao
do silenciamento génico transcricional e pos-transcricional (ZHOU, 2013). O género
Deltasatellite possui cerca de um quarto do tamanho dos componentes gendmicos dos
begomovirus, possuindo 11 espécies descritas (FIALLO-OLIVE et al., 2012; LOZANO et al.,
2016). O Tomato leaf curl deltasatellite, anteriormente ToLCV-sat, foi o primeiro DNA

satélite identificado em associagdo com um virus de planta, o begomovirus monopartido do
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VM, o tomato leaf curl virus (ToLCV), originario da Austrdlia (DRY et al., 1997).
Deltasatélites também foram encontrados associados a begomovirus bipartidos do NM que
infectam plantas ndo-cultivadas (familia Malvaceae) e sweepovirus (FIALLO-OLIVE et al.,
2012, 2016; LOZANO et al., 2016; FIALLO-OLIVE; NAVAS-CASTILLO, 2020).A
demarcacgdo da espécie é feita utilizando-se o programa Sequence Demarcation Tool (SDT)
(MUHIRE; VARSANI; MARTIN, 2014) a partir da sequéncia completa do DNA-A
comparando com as outras sequéncias ja reconhecidas, onde espécies com >91% de
identidade nucleotidica é considerada mesma espécie, determinado com o método mais
seguro para identificacdo (BROWN et al., 2015).

O método de amplificagdo dos componentes gendmicos por circulo rolante (rolling-
circle amplification - RCA) seguido por digestdo com enzima de restri¢do e ligacdo ao vetor
plasmidial, desenvolvido por Inoue-Nagata e colaboradores no ano de 2004, é utilizado como
ferramenta para clonagem, possibilitando um maior nimero de sequéncias de varios isolados
(RAMOS-SOBRINHO et al., 2014; ROCHA et al., 2013; SILVA et al., 2012).

2.4 Begomovirus em plantas ndo cultivadas no Brasil

Os begomovirus sdo uns dos fitopatdgenos que mais causam danos em diversas
culturas como feijdo (Phaseolus vulgaris), mandioca (Manihot esculenta), algoddo
(Gossypium sp.), tabaco (Nicotiana tabacum) e tomate (Solanum lycopersicum) nas regides
tropicais e subtropicais no mundo (MORALES,2010; GRAHAM; MARTIN; ROYE, 2010).
No Brasil, as espécies mais afetadas sdo o feijoeiro e o tomateiro com perdas de até 100% no
seu rendimento (FARIA; MAXWELL, 1999; ZERBINI et al., 2005; MORALES, 2010).

Cada vez mais espécies de plantas que ndo sao habitualmente cultivadas estdo sendo
infectadas por begomovirus (AMBROZEVICIUS et al., 2002; IDRIS et al., 2003; JOVEL et
al., 2004; AMARAKOON et al., 2008; CASTILLO-URQUIZA et al., 2008; FIALLO-OLIVE
etal., 2012; SILVA et al., 2012; STEWART et al., 2014; KUMAR et al., 2016; ROMAY et
al., 2016), e algumas dessas espécies infectando plantas cultivadas (IDRIS et al., 1999;
FERNANDES et al., 2009; FERNANDES et al., 2011; BARRETO et al., 2013; LIMA et al.,
2013; ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). Técnicas como rotacGes de
cultura e pousio perdem sua eficiéncia, pois begomovirus que causam sérios problemas
econbmicos estdo infectando plantas ndo cultivadas, servido como hospedeiro alternativo e
reservatorio, dificultando sua extin¢cdo. (BRACERO, 2003; ALABI et al., 2008; BARBOSA
et al., 2009; ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). Espécies de plantas ndo
cultivadas das familias Asteraceae, Caparaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae,
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Malvaceae e Solanaceae tém sido relatadas como hospedeiras de begomovirus, constituindo
um importante reservatorio desses patdgenos que podem ser transmitidos para espécies
cultivadas (PINTO et al., 2016). O papel das hospedeiras ndo cultivadas como fontes de
diversidade viral e reservatdrios para emergéncia tem sido investigado principalmente para 0s
begomovirus que infectam as familias Euphorbiaceae, Fabaceae e Malvaceae (Silva et al
2012; Ramos-Sobrinho, 2014; Mar et al, 2017)

Plantas ndo-cultivadas da familia Euphorbiaceae tém sido relatadas como hospedeiras
naturais de begomovirus ha bastante tempo. Na década de 1930, Jatropha gossypifolia L. foi
descrita como hospedeira de begomovirus (COOK, 1931 apud SIMMONDS-GORDON,
2014). Desde entdo diversas espécies tém sido descritas e caracterizadas incluindo Euphorbia
mosaic virus (EuMV), Croton yellow vein virus (CrYVV), Euphorbia yellow mosaic virus,
(EuYMV), Dalechampia chlorotic mosaic virus (DaCIMV) e Jatropha mosaic virus (JMV).

No Brasil, um begomovirus causando mosaico em Euphorbia heterophylla L. (syn.
Euphorbia prunifolia) foi relatado em 1950 (COSTA; BENNET, 1950), e provavelmente
corresponde a EuYMV, o primeiro begomovirus de euforbiaceas completamente
caracterizado no pais (FERNANDES et al., 2011). Adicionalmente EuYMV tem sido
encontrado infectando naturalmente Macrotilium artopurpureum, Sida santaremensis,
Crotalaria juncea e Solanum lycopersicum.

Acreditava-se que BGMV era 0 Unico begomovirus de importancia econémica em
feijoeiros no Brasil, levando a aprovacéo do feijao comum transgénico Embrapa 5.1 resistente
ao BGMV, no qual resisténcia é devido ao silenciamento de RNA (BONFIM et al., 2007,
ARAGAO et al., 2013). Entretanto, resultados mais recentes sugerem a emergéncia do
Macroptilim yellow spot virus (MaYSV), obtido da planta daninha Macroptilium lathyroides
(Fabaceae) como um dos principais begomovirus em campos de cultivo no Nordeste do
Brasil, indicando que BGMYV ja ndo é mais o Unico begomovirus de relevancia econémica
para os feijoeiros (Phaseolus comum e P. lunatus), por isso a grande importancia do estudo de
populacbes de virus. MaYSV também infecta naturalmente as plantas ndo cultivadas
Calopogonium mucunoides, Canavalia sp. (Silva et al., 2012; Ramos-Sobrinho et al., 2012) e
Desmodium glabrum (FONTENELE et al., 2016). E também conhecido que M. lathyroides
pode servir como hospedeiro alternativo para BGMV e BGYMV, begomovirus de grande
importancia econémica 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
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inicialmente descrito em soja, Macroptilium yellow net virus (MaYNV) e Macroptilium
yellow vein virus (MaYVV) (SILVA et al., 2012; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).

Na familia Malvaceae, um complexo de espécies de begomovirus € encontrado na
planta ndo cultivada Sida spp., frequentemente em infec¢des mistas (GARCIA-ARENAL &
ZERBINI, 2019). Um estudo empregando sequenciamento de alto rendimento de plantas de
tomate e Sida crescendo lado a lado em campos em Minas Gerais (Brasil) mostrou que 99,5%
das leituras da Sida detectaram Sida micranta mosaic virus (SimMV), mas 0,4% detectaram
para Tomato severe rugose virus (ToSRV); enquanto em plantas de tomate >99,3% das
leituras detectaram ToSRV e 0,6% SimMV (GARCIA-ARENAL & ZERBINI, 2019). Esses
resultados sdo compativeis com a transmissdo que ocorre entre plantas de tomate e Sida, mas
a populacéo do virus dentro do hospedeiro teria evoluido para que em cada hospedeiro o virus
mais apto (SimMV em Sida, ToOSRV em tomate) se tornasse mais prevalente. Embora este
estudo ndo tenha identificado o hospedeiro reservatorio para ToSRV emergéncia, mostra que
um hospedeiro selvagem negligenciado pode ter um papel importante como fonte de in6culo
de epidemias em lavouras de tomate.

A espécie Blainvillea yellow spot virus (BiYSV) foi muito utilizada em estudos
filogenéticos e de populacBes, principalmente no nordeste do Brasil (TAVARES, S.S. et al,
2012; M. A. Macedo et al, 2017; XAVIER et al, 2021). Até 0 momento ndo existe relatos
desse fitovirus infectando plantas cultivadas. O seu hospedeiro quase exclusivo é a Blainvillea
rhomboidea, espécie ndo cultivada pertencente ao género Asteraceae presente em diversos
cultivos pelo pais (Cardoso, A.D. et al., 2013; Seixas et al., 2011; Bandeira et al., 2018). Esta

espécie ja foi encontrada causando infeccdo em Physalis sp. (ROCHA et al., 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento
O trabalho foi realizado Laboratério de Fitopatologia Molecular e Virologia Vegetal

do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas.

3.2 Coleta e armazenamento das amostras
Uma planta de Phyllantus niruri com sintomas tipicos (mosaico amarelo, nanismo e
amarelecimento) de begomovirus foi coletada no municipio de Rio Largo, Alagoas. Amostras

foram acondicionadas, em sacos de papel, e armazenadas em ultra freezer (-80°C).

3.3 Extracdo de DNA e deteccao de begomovirus

As amostras foliares de P. ninuri foram submetidas a extracdo de DNA conforme descrito
por Doyle e Doyle, 1987. O DNA total obtido foi usado como molde de reacdo de
amplificacdo por Polymerase Chain Reaction (PCR), utilizando pares de primers universais
PAL1v1978 (GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGT) e PAR1c496
(AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG) descritos por Rojas et al. (1993). As
reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 15 pL, contendo 1,5 pL de tampao
10X PCR, 1,2 pL da mistura de dNTPs a 10 mM, 1 pL de cada oligonucleotideo a 10 uM, 10
ng do DNA molde, e uma unidade de Tag DNA Polymerase, completando-se o volume com
H20 ultrapura.. As reacbes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Eppendorf®
modelo Mastercycler personal com incubacéo inicial de 95°C por dois minutos, seguido por 30
ciclos consecutivos de 95°C por um minuto para desnaturacdo, 52°C por um minuto para
anelamento e extensdo a 72°C por um minuto e meio, seguido de uma extensao final a 72° por
cinco minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,2% em

TAE 1X, corado com brometo de etideo e as bandas visualizadas em luz ultravioleta (UV).

3.4 Clonagem e sequenciamento da amostra

Apos a detecgdo pelo método de PCR as amostras foram amplificadas utilizando-se a
enzima DNA polimerase do bacteriéfago phi29, do Kit TempliPhi (GE Healthcare), de acordo
com o método descrito por (Inoue-Nagata et al., 2004). Aliquotas das amplificacbes foram
submetidas, individualmente, a clivagens com endonucleases de restricdo para linearizar o
genoma. Os produtos das reagdes foram analisados em gel de agarose a 0,8% corado com
brometo de etidio (5 pg/mL) e visualizados sob luz UV. Aliquotas das reagdes de clivagem
contendo fragmentos de aproximadamente 2600 nucleotideos (nt), correspondente a uma

copia de cada componente genémico, foram utilizadas para ligacao no vetor pBluescript KS+
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(Stratagene) previamente linearizado com a mesma enzima e defosforilado. O produto da
reacdo de ligacdo foi utilizado para transformacéo de células ultracompetentes de Escherichia
coli estirpe DH50 pelo método de choque térmico (SAMBROOK, et al., 2001). Col6nias
contendo os possiveis plasmideos recombinantes foram repicadas para meio LB liquido
contendo ampicilina (Ampicilin, sodium salt USB®©) e incubadas a 37°C sob agita¢éo orbital
de 180 rpm durante 12h. Apds incubacdo, as culturas foram submetidas a extragdo de DNA
plasmidial com KIT illustraTM plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare), e o padréo
eletroforético do DNA plasmidial digerido com a enzima utilizada para clonagem foi utilizado
para confirmagdo da clonagem. Clones foram digeridos com a enzima Haelll para selegéo de

isolados a serem completamente sequenciados comercialmente por primer walking.

3.5 Andlises das sequéncias

Os componentes gendmicos virais completos foram montados utilizando o programa
CodonCode Aligner v. 4.1.1 (www.codoncode.com). As sequéncias obtidas foram
inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990) e o banco de
dados de nucleotideos ndo-redundante GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para
determinar as espécies virais com as quais elas compartilham maior identidade de sequéncia.
Alinhamentos multiplos de sequéncias nucleotidicas foram- preparados para 0s conjuntos de
dados do DNA-A dos isolados de Begomovirus utilizando-se o algoritmo MUSCLE
(EDGAR, 2004) e ajustados manualmente no pacote MEGA6 (TAMURA et al., 2013).
Sequéncias similares obtidas a partir do GenBank (Anexol) foram utilizadas para demarcagéo
de espécie dos novos isolados de begomovirus utilizando-se o programa Sequence
Demarcation Tool v. 1.2 (MUHIRE et al., 2013). Arvores de Inferéncia Bayesiana para cada
conjunto de dados foram geradas no web portal CIPRES (MILLER et al., 2010) usando
MrBayes v. 3.2.3 (RONQUIST et al., 2012). O melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos foi determinado para cada conjunto de dados usando MrModeltest 2.3
(POSADA; BUCKLEY, 2004) de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC). O
modelo evolutivo GTR+I+G, foi utilizado para o conjunto de dados DNA-A. Analises foram
rodadas para cada conjunto de dados por 10 milhGes de geracdes usando quatro cadeias e
amostrando a cada 1.000 geracGes, para um total de 10.000 &rvores. As primeiras 2.500
arvores foram 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 7.500 arvores remanescentes. As arvores foram visualizadas e editadas nos
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programas  FigTree v. 1.4  (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e  Inkscape
(https://inkscape.org/pt/).


https://inkscape.org/pt/
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Coleta

A planta da espécie Phyllantus niruri (Figura 2) conhecida popularmente como quebra-
pedra apresentou sintomas tipicos de begomovirus (hanismo, mosaico amarelo e
amarelecimento). Este € o primeiro relato dessa espécie com sintomas de begomovirus no
Brasil, porém em paises da Asia essa espécie ja foi relatada sendo hospedeira (KIRANMAI
ET AL., 1998; PANT ET AL, 2018, PN SVALINGAM, A VARMA, 2007; LIU ET AL.,
2008; MANN, 2018; FAROOQ ET AL., 2001).

B

Figura 2. Planta de Phyllanthus niruri infectada por begomovirus no municipio de Rio Largo, Alagoas.

4.2 Extracdo de DNA e deteccdo do begomovirus
As amostras do tecido foliar da planta (Figura 2) foram utilizadas para extracdo de
DNA, posteriormente, utilizadas como molde na detec¢do a nivel de género, utilizando os
primers universais degenerados PALIv1978/PARIc496, direcionando a amplificacdo de um
fragmento de 1,2 kb do DNA-A, validando a presenga do virus através de eletroforese em gel

de agarose, corados em brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta (Figura 3).
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1,2 Kb

Figura 3. Produtos de PCR amplificados a partir das extragdes de DNA obtidas de Phyllanthus niruri. M =1 Kb
DNA Plus Ladder; Linha: 1= amostra QP1; 2= Controle positivo 3= Controle negativo.

4.3 Analise das sequéncias, organizacdo gendmica e demarcacao de espécies.

Dois clones codificados como BR_QPA_20A, BR_QPH_20A pertencentes ao DNA-A
foram sequenciados. A partir do critério de demarcagdo de espécie >91% de identidade
nucleotidica estabelecido pelo Geminiviridae Study Group do International Committe on
Taxonomy of Viruses (ICTV) (BROWN et al., 2015) essas sequéncias pertencem a isolados de
Blainvillea yellow spot virus, possuindo cerca de 97% de identidade, segundo as analises
feitas BLASTn e de comparacOes pareadas utilizando SDT (Sequence Demarcation Tool)
(Figura 4).

A organizagdo gendmica dos isolados foi tipica de begomovirus do novo mundo com
as ORFs (open reading frames) responsaveis por codificar as proteinas CP (capa proteica),
Rep (Proteina associada a replicacdo), REn (Proteina potenciadora da replicacdo), TrAP
(Proteina ativadora da transcri¢do), AC4 e AC5 (Tabela 1).

A ORF AC5 (120aa) foi a Unica a se diferenciar dos isolados identificados no Sudeste
e Nordeste do Brasil, respectivamente com 184aa e 181aa (Castillo-Urquiza et al., 2008; S.S
Tavares et al., 2012). Mas Fangfang Li et al. (2015) mostraram que essa ORF é altamente
divergente e tem comprimentos variados, inclusive dentro dos mesmos isolados, como foi no

caso do Mungbean yellow mosaic India virus (MYMIV) variando de 83aa até 143aa.
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Figura 4. Matriz bidimensional representando porcentagem de identidade de comparagdes pareadas de
sequéncias nucleotidicas do DNA-A de isolados de begomovirus provenientes Quebra pedra (Phyllanthus niruri)
(BR_QPA 20A e BR_QPH_20A) com amostras de begomovirus disponiveis no GenBank.

ORFs do componente DNA-A

Espécie/Clones numero de aminoacidos(aa)
CP Rep Ren Trap AC4 AC5
Blainvillea yellow spot virus
BR_QPA_20A 251aa 358aa 132aa 13laa 85aa 120aa
BR_QPH_20A 251aa 358aa 132aa 13laa 85aa 120aa

Tabela 1. Representacdo das regides codificadoras, referente aos isolados da espécie Blainvillea yellow spot
virus obtidas no trabalho.

4.4 Analise filogenética

O relacionamento filogenético (Figura 5) foi realizado com base no DNA-A dos
isolados obtidos no trabalho e com quinze sequéncias pertencentes ao mesmo género (tabela
2). O Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV) foi utilizado como outgroup, pois € uma
espécie que estd distantemente relacionada com os componentes internos da arvore. Nos
componentes internos foi observada a formacao de um clado com os isolados BR_QPA_20A,
BR_QPH_20A, JX871392 BYSV, X871390 BYS V. Este agrupamento é um resultado que
corrobora e complementa que os isolados do estudo realmente pertencem a espécie
Blainvillea yellow spot virus. Apesar da sua alta variabilidade genética, até o0 momento a
especie tem sido associada quase que exclusivamente a planta daninha Blainvillea
rhomboidea, na qual causa sintomas de manchas amarelas; com exce¢do de um unico relato
em Physalis spp. (ROCHA et al., 2013). Seu primeiro relato no hospedeiro Blainvillea

rhomboidea ocorreu em 2008, por Castillo-Urquiza no sudeste do Brasil. No ano de 2012
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houve seu segundo relato, dessa vez na regido nodeste (Silva et al., 2012). A presenca BYSV

em P. niruri amplia a gama de hospedeiras da espécie.
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1
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Figura 5. Arvore filogenética do componente DNA-A de begomovirus obtidos no estudo e os dez
aproximadamente mais relacionados, utilizando o método de inferéncia bayesiana.

Cédigo de acesso do GenBank Espécie Tamanho do DNA-A
JX871392.1 Blainvillea yellow spot virus 2679 bp
JX871390.1 Blainvillea yellow spot virus 2679 bp
KT779561.1 Macroptilium yellow spot virus 2658 bp
KT779562.1 Macroptilium yellow spot virus 2658 bp
MN146017.1 Macroptilium bright yellow interveinal virus 2611 bp
JF803253.1 Tomato interveinal chlorosis virus isolate 2617 bp
KX691396.1 Macroptilium common mosaic virus 2632 bp
KX691397.1 Macroptilium common mosaic virus 2632 bp
NC_038469.1 Tomato interveinal chlorosis virus 2617 bp
JN418998.1 Macroptilium yellow net virus 2620 bp
KJ939809.1 Bean golden mosaic virus 2617 bp
KJ939801.1 Bean golden mosaic virus 2617 bp
KY196221.1 Tomato leaf curl purple vein virus 2629 bp
HMO007113.1 Tomato leaf curl New Delhi virus-India 2739 bp

Tabela 2. Isolados utilizados para analise filogenética

No mundo, diversas espécies de begomovirus que antes eram encontradas em apenas
um hospedeiro, foram relatadas infectando outras plantas daninhas, e até mesmo, culturas
economicamente importantes (IDRIS et al., 2003; JOVEL et al., 2004; FIALLO-OLIVE et al.,
2013; MUBIN et al., 2010), sendo observado o oposto também (IDRIS et al., 1999; Barbosa
etal., 2009; LIMA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).
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Um exemplo é a espécie Macroptilum yellow spot virus (MaYSV) que foi descrita
pela primeira vez em 2009 (Silva et al., 2012) e emergiu recentemente em feijoeiro. Estudos
de diversidade revelaram a prevaléncia da espécie MaYSV no Nordeste do Brasil em cultivos
de leguminosas, como feijdo comum e feijdo fava no ano de 2011, mostrando a substituicdo
da populagdo de Bean golden mosaic virus, predominante em amostragens no ano de 2005
(LIMA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). Este fato se dar pela polifagia do
vetor Bemisia tabaci (mosca-branca) e a alta agressividade de Middle East — Asia Minor 1 (
anteriormente denominado de bidtipo B) espécie criptica introduzida na américa (Lima et al.,
2001; Santos et al., 2004; VillasBoas et al., 2002), somado com a grande variabilidade
genética e a elevada producdo de sementes das plantas daninhas, pois recentemente foi
descoberto a existéncia da transmissao do virus por sementes (LIMA et al., 2013; KIM, J. et
al., 2015; Kothandaraman et al., 2016; Kil, Eui-Joon, et al., 2016; Suruthi, V., et al, 2018).

Entender a ecologia dos geminivirus na interface entre culturas/agroecossistemas e
hospedeiros de plantas ndo cultivadas/ecossistemas silvestres € essencial compreender sua
evolucdo e emergéncia. Portanto, é crucial a identificacdo e a observacdo do crescimento
populacional das espécies emergentes de plantas daninhas para decisdes fitossanitarias em

campo.
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5. CONCLUSAO

Phyllanthus niruri € considerado hospedeiro de Blainvillea yellow spot virus, sendo o
primeiro relato no mundo. Novas observacgdes e coletas de campo devem ser realizadas para
acompanhar o crescimento populacional da espécie no novo hospedeiro e em plantas

cultivadas presentes na area.
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