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RESUMO

Begomovirus sdo virus de DNA circular fita simples transmitidos por mosca branca, 0s quais sdo
frequentemente associados com plantas daninhas, as quais podem servir como reservatorios
naturais de virus que causam epidemias em plantas cultivadas. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar a diversidade de begomovirus infectando plantas daninhas no Brasil, como um passo
para acessar sua importancia como reservatorios naturais desses virus. DNA total foi extraido a
partir de plantas daninhas coletadas em Vigosa (Minas Gerais) e alguns municipios do estado de
Alagoas em 2009 e 2010. Os genomas virais foram amplificados por RCA, clonados e
sequenciados. As sequéncias foram usadas para comparagdes com outros begomovirus e analises
filogenética e de recombinagdo. Um total de 26 clones de DNA-A foram obtidos. Analise de
sequéncia indicou a presenca de dez diferentes begomovirus. Todos os isolados originarios de
Blainvillea rhomboidea pertenciam a uma unica especie viral, Blainvillea yellow spot virus
(BIYSV), sugerindo que BIYSV pode ser o unico begomovirus presente nesta espécie de planta
invasora. Quatro virus representam especies novas, para as quais 0S seguintes nomes Sao
propostos: Sida yellow net virus (SiYNV) obtido de Sida micrantha, Sida mottle Alagoas virus
(SiIMoAYV) obtido de Sida urens e Sida sp., Sida yellow blotch virus (SiYBV) e Sida yellow
mosaic Alagoas virus (SiYMAV) obtidos de S. urens. Eventos de recombinacdo foram
detectados no SiYBV, isolados BR:Rlal:10 e BR:Rla2:10, com BR:CPH1:10 (também SiYBV)
e um virus desconhecido como possiveis parentais, e no SiYNV, isolado BR:Vic2:10, com
BR:Vsa2:10 (SiMoAV) e Sida mottle virus (SiMoV) como possiveis parentais. Estes resultados
constituem uma evidéncia adicional de que recombinacao é um importante processo evolutivo na

geracdo de variabilidade genética e evolucdo de begomovirus.

Palavras-chave: Begomovirus. Plantas daninhas. Recombinacéo.



ABSTRACT

Begomoviruses are whitefly-transmitted, single-stranded DNA viruses which are often
associated with weed plants, which may act as natural reservoirs of viruses that cause epidemics
in crop plants. The aim of this study was to characterize the diversity of begomoviruses infecting
weeds in Brazil, as a step to access their importance as natural reservoirs of these viruses. Total
DNA was extracted from weeds collected in Vigosa (Minas Gerais state) and some
municipalities of Alagoas state in 2009 and 2010. The viral genomes were amplified by RCA,
cloned and sequenced. The sequences were used for comparisons with other begomoviruses,
phylogenetic and recombination analyses. A total of 26 DNA-A clones were obtained. Sequence
analysis indicated the presence of ten different begomoviruses. All isolates originating from
samples of Blainvillea rhomboidea belonged to a single viral species, Blainvillea yellow spot
virus (BIYSV), suggesting that BIYSV may be the only begomovirus present in this ubiquitous
weed species. Four viruses represent new species, for which the following names are proposed:
Sida yellow net virus (SiYNV) obtained from Sida micrantha, Sida mottle Alagoas virus
(SiIMoAYV) obtained from Sida urens and Sida sp., Sida yellow blotch virus (SiYBV) and Sida
yellow mosaic Alagoas virus (SiYMAV) obtained from S. urens. Recombination events were
detected in the SiYBV isolates BR:Rlal:10 and BR:Rla2:10, with BR:CPH1:10 (also SiYBV)
and an unknown virus as putative parents, and in the SiYNV isolate BR:Vic2:10, with
BR:Vsa2:10 (SiMoAV) and Sida mottle virus (SiMoV) as putative parents. These results
consitute further evidence that recombination is an important evolutionary process on the

generation of genetic variability and on the evolution of begomoviruses.

Keywords: Begomoviruses. Weeds. Recombination.
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Representagdo esquemética do genoma do Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMV), espécie-tipo do género Begomovirus. Os circulos representam o
genoma viral, com dois componentes (DNA-A e DNA-B) de aproximadamente
2.600 nucleotideos cada. Uma sequéncia de aproximadamente 200 nucleotideos,
denominada regido comum (CR), contém a origem de replicagdo viral, com uma
estrutura em forma de grampo e uma sequéncia invariavel de nove nucleotideos
(TAATATT|AC), conservada em todos os membros da familia Geminiviridae. A
seta (|) indica o sitio de inicio da replicagdo do DNA viral por circulo rolante. As
setas azuis e vermelhas indicam o0s genes virais e a dire¢do em que ocorre a
transcricdo (viral e complementar, respectivamente). Reproduzido de Gutierrez et
al., (2004).

Plantas daninhas mostrando sintomas tipicos de infecgdo por begomovirus como:
mosaico amarelo e deformagdo do limbo foliar. A - Sida sp.; B - Sida
santaremnensis e C - Sidastrum micranthum.

Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) de amplicons obtidos a partir de
amostras de DNA total amplificado via RCA. M, marcador de comprimento (“1
Kb plus DNA ladder”, em nucleotideos); 1-9, amplicons obtidos a partir da
amostras coletadas em Vicosa-MG; 10-18, amplicons obtidos a partir das amostras
coletadas em Alagoas (10,15, 18, Rio Largo; 11,12, Vicosa; 13, Maragogi; 14, Cha
Preta; 16, Junqueiro; 17, Limoeiro).

Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) de amplicons obtidos a partir de
amostras de DNA total e, submetidos a clivagem com enzima de restricdo. M,
marcador de comprimento (“1 Kb plus DNA ladder”, em nucleotideos); 1-9,
amplicons obtidos a partir da amostra coletada em Vicosa-MG (1, 2, 4, enzima
Bam HI. 3, enzima Eco RV. 5-9, enzima Apa |) e 10-18 coletadas em Alagoas: 10,
Rio Largo; 11,12, Vicosa; 13, Maragogi; 14 Cha Preta, enzima Bam HI; 15, Rio
Largo, enzima Hind I1l; 16, Junqueiro; 17, Limoeiro; 18, Rio Lagro, enzima Apa I.

Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clivagem de DNA plasmidial
proveniente da clonagem de componentes gendmicos, com as enzimas Bam Hl,
Eco RV e Apa |. M, marcador de comprimento (“1 Kb plus DNA ladder”, em
nucleotideos); 1-45, clones obtidoas a partir de amostras coletas em Vigcosa-MG:
1-10 e 16-20, enzima Bam HI. 11-15, enzima Eco RV, 21-45, enzima Apa |

Porcentagem de identidade de nucleotideos entre isolados de begomovirus obtiddos
a partir de plantas daninhas e outros begomovirus descritos anteriormente.
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Amostras apresentando sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus, de onde
foram obtidas as novas espécies de begomovirus. A Sida yellow net virus —
SIYNV (Sidastrum micranthum), B Sida mottle Alagoas virus — SIMoOAV (Sida
sp.), C Sida yellow blotch virus — SiYBV (Sida urens) e D Sida yellow mosaic
Alagoas virus - S'YMAV (Sida urens).

Arvore filogenética baseada nas sequéncias do DNA-A dos virus detectados nas
amostras de plantas daninhas coletadas em Minas Gerais e Alagoas. A arvore
inclui espécies de begomovirus descritas anteriormente no Brasil e a espécie
Tomato leaf curl New Delhi virus - TOLCNDV (U15015), usada como outgroup.
A arvore foi obtida pelo método de “Neighbour-Joining”. Os nimeros em cada
ramo indicam o valor de “bootstrap” (2.000 repeticdes). As dez espécies virais
detectadas nas amostras estdo destacadas.

Evidéncia filogenética de recombinacdo entre begomovirus ja descritos no Brasil e
0s isolados das espécies determinadas em plantas daninhas descritas nesse
trabalho. A formag&o de uma rede de uma arvore bifurcada segue a ocorréncia de
recombinagé&o.
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INTRODUCAO

A familia Geminiviridae engloba virus cujo genoma € constituido por DNA circular de
fita simples, encapsidado por uma Unica proteina estrutural que confere a particula uma estrutura
icosaédrica geminada. A familia é composta pelos géneros Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus
e Begomovirus, definidos com base no inseto vetor, gama de hospedeiros e organizacdo genémica
(Stanley et al., 2005). Os begomovirus possuem um ou dois componentes genémicos, Sao
transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci e infectam plantas dicotiledoneas.

Espécies de begomovirus que ocorrem no “Velho Mundo” possuem apenas um
componente gendmico e frequentemente estdo associados a um DNA satélite denominado DNA 3
(Mansoor et al., 2001). Por outro lado, begomovirus encontrados no “Novo Mundo” possuem
dois componentes denominados DNA-A e DNA-B. No DNA-A encontram-se 0S genes
envolvidos na replicacéo e encapsidacdo da progénie viral, enquanto no DNA-B encontram-se 0s
genes responsaveis pelos movimentos intra- e intercelular (Lazarowitz, 1992). Ambos o0s
componentes sdo requeridos para a infeccdo sistémica do hospedeiro. Dentre 0s begomovirus de
maior importancia econémica estdo Bean golden yellow mosaic virus (BGYMYV — espécie tipo do
género), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) e African cassava mosaic virus (ACMV).

O método mais seguro para identificacdo de uma espécie de begomovirus tem sido a
determinacdo da sequéncia completa de nucleotideos do DNA-A. Devido a dificuldade inerente
na identificacdo de espécies, 0 Grupo de Estudos de Geminiviridae do Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) propds um novo critério para demarcacao de espécie, sendo o valor
minimo de 89% de identidade de nucleotideos entre sequéncias completas do DNA-A para
espécies de Begomovirus (Fauquet et al., 2008). Contudo a clonagem e sequenciamento do
genoma completo sdo complexos devido as dificuldades no isolamento da forma replicativa dos
begomovirus bipartidos. Recentemente, Inoue-Nagata et al. (2004) desenvolveram um método
simples de clonagem utilizando amplificacdo por circulo rolante (RCA - rolling-circle
amplification) seguido por digestdo com enzima de restricdo e ligacdo ao vetor. Este método tem
facilitado os procedimentos de clonagem e rapida realizacdo de sequenciamento de um grande
namero de isolados. A utilizacdo dessas técnicas tem permitido a realizacdo de estudos de
variabilidade genética, epidemiologia, além de fornecer suporte a programas de melhoramento

genético de espécies cultivadas.



13

Apesar dos inimeros relatos de begomovirus infectando plantas invasoras no Brasil a
caracterizacdo molecular desses isolados tem recebido pequena atencdo. No entanto, resultados
preliminares indicam que a exemplo do que ocorre com plantas cultivadas a variabilidade é muito
grande (Lima et al., 2001; Viana et al., 2002; Assuncéo et al., 2006; Castillo-Urquiza et al.,
2008). A caracterizagdo desses isolados podera trazer importantes informacdes sobre aspectos
ecoldgicos e evolutivos a respeito dos Begomovirus. Podera também contribuir para elucidar se
esses isolados podem infectar plantas cultivadas de importancia para a regido Nordeste, como
tomate, feijao, pimentdo e caupi.

O objetivo desse estudo foi caracterizar a diversidade dos begomovirus que infectam
plantas invasoras no Brasil (familias Malvaceae e Asteraceae), como um passo para acessar sua

importancia como reservatorios naturais e fontes de indculo desses virus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Geminiviridae

Os virus pertencentes a familia Geminiviridae apresentam genoma composto de DNA de
fita simples (sSDNA) circular encapsidado em um capsideo icosaédrico geminado. A familia é
dividida em quatro géneros: Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus, com base no
tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizacdo genémica e relacionamento filogenético
(Stanley et al., 2005). O género Mastrevirus inclui 0s geminivirus com um componente
gendmico, transmitidos por diversas cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) a plantas
monocotileddneas. A espécie-tipo é o Maize streak virus (MSV), um virus economicamente
importante para a cultura do milho (Zea mays). No género Curtovirus estdo 0s geminivirus com
um componente gendmico, transmitidos por diversas cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) a
plantas dicotiledoneas. O Beet severe curly top virus (BSCTV) € a especie-tipo e mais importante
economicamente. O género Topocuvirus possui uma Unica espécie, 0 Tomato pseudo-curly top
virus (TPCTV), com um componente genémico e transmitida pela cigarrinha Micrutalis
malleifera (Homoptera: Auchenorrhyncha) a plantas dicotileddneas. O género Begomovirus
engloba espécies com um ou dois componentes gendmicos, transmitidas pela mosca-branca
Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) a plantas dicotileddneas (Stanley et al., 2005). A
espécie-tipo € o Bean golden yellow mosaic virus (BGYMYV) (Fauquet et al., 2008).

Os begomovirus do “Velho Mundo” (Europa, Asia e Africa) possuem em sua maioria um
componente gendmico (monossegmentados), e estdo frequentemente associados a moléculas de
ssSDNA circular conhecidas como DNA B (betassatélites) e DNA-1 (alfassatélites) (Briddon,
2003; Briddon; Stanley, 2006). Os betassatélites contém uma ORF, BCI, que codifica uma
proteina responsavel pela inducdo de sintomas e que atua como supressora do silenciamento
génico pobs-transcricional ( Cui et al., 2004; Cui et al., 2005; Briddon; Stanley, 2006). Os
alfassatélites sdo semelhantes ao componente gendmico denominado DNA-R dos nanovirus, 0s
quais contém uma ORF que codifica uma proteina associada a replicacdo (Rep), seguida de uma
regido rica em adenina e uma estrutura em forma de grampo que inclui a origem de replicacdo
(Briddon; Stanley, 2006). Os alfassatélites podem replicar autonomamente, mas requerem um

virus auxiliar para infecgdo sistémica da planta e transmissdo por inseto ( Saunders; Stanley,
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1999; Saunders et al., 2000; Saunders et al., 2002). Recentemente, alfassatélites foram
identificados no Brasil e na Venezuela, associados aos begomovirus bissegmentados Cleome leaf
crumple virus (CILCrV), Euphorbia mosaic virus 1(EuMV) e Melon chlorotic mosaic virus
(MeCMV), sendo esses os primeiros relato de DNAs satélites associados a begomovirus
ocorrendo naturalmente no “Novo Mundo” (Américas) (Paprotka et al., 2010c; Romay et al.,
2010).

Os begomovirus do “Novo Mundo” possuem dois componentes gendmicos
(bissegmentados), denominados DNA-A e DNA-B, cada um com aproximadamente 2600
nucleotideos (Figura 1). Os dois componentes gendmicos de uma mesma espécie viral ndo
possuem identidade entre as suas sequéncias, exceto por uma regido com aproximadamente 200
nucleotideos denominada regido comum (RC), que inclui a origem de replicacdo (Hanley-
Bowdoin et al., 1999).

O DNA-A dos begomovirus bissegmentados pode codificar de quatro a seis proteinas:
uma proteina associada a replicacdo, Rep (“replication-associated protein”), iniciadora do
mecanismo de replicagdo por circulo rolante, com propriedade de ligacdo a acidos nucléicos,
endonuclease e ATPase (Fontes et al., 1992; Orozco et al., 1997); uma proteina transativadora,
TrAP (“trans-activating protein”), fator transcricional dos genes CP e NS e que também atua
como supressora do silenciamento génico (Sunter; Bisaro, 1992; Voinnet et al., 1999; Wang et
al., 2005); a proteina Ren (“replication-enhancer protein™), fator acessoério da replicagao viral
(Pedersen; Hanley-Bowdoin, 1994; Sunter et al., 1990); e a proteina capsidial (“coat protein”,
CP), que além de formar o capsideo viral é essencial para a transmisséo do virus pelo inseto vetor
(Briddon et al., 1990; Hofer et al., 1997a).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do genoma do Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV),
espécie-tipo do género Begomovirus. Os circulos representam o genoma viral, com dois
componentes (DNA-A e DNA-B) de aproximadamente 2.600 nucleotideos cada. Uma
sequéncia de aproximadamente 200 nucleotideos, denominada regido comum (CR), contém a
origem de replicacdo viral, com uma estrutura em forma de grampo e uma sequéncia invariavel
de nove nucleotideos (TAATATTJAC), conservada em todos os membros da familia
Geminiviridae. A seta (]) indica o sitio de inicio da replicagdo do DNA viral por circulo
rolante. As setas azuis e vermelhas indicam o0s genes virais e a direcdo em que ocorre a
transcricdo (viral e complementar, respectivamente). Reproduzido de Gutierrez et al., (2004).

TAATATT AC

O gene AV2 (“pre-coat”) estd presente apenas nos begomovirus do “Velho Mundo”, e
atua no movimento do virus na planta (Padidam et al., 1996). O gene AC4 codifica uma proteina
supressora de silenciamento génico (Vanitharani et al., 2004). O DNA B codifica a proteina MP
(“movement protein”), envolvida no movimento célula-a-célula do virus por meio do aumento do
limite de exclusdo dos plasmodesmas (Noueiry et al., 1994), e a proteina NSP (“nuclear shuttle
protein”), responsavel pelo transporte do DNA através do envelope nuclear (Noueiry et al., 1994;
Sanderfoot et al., 1996).

2.2 Replicacdo viral

No processo de infeccdo dos geminivirus, as particulas virais sdo inoculadas na planta
pelo inseto vetor e 0o genoma viral (sSDNA) se desassocia de forma espontanea do capsideo
(Lazarowitz, 1992; Palmer & Rybicki, 1998). No interior da célula o ssSDNA viral é transportado

para o0 nucleo, onde é convertido em um intermediario de fita dupla (dsDNA) denominado forma
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replicativa (RF). A maneira como esta conversdo ocorre ndo é conhecida, no entanto evidéncias
indiretas, como a necessidade de desestabilizagdo local do dsSDNA para o iniciacdo da replicagéo
por circulo rolante em procariotos por “strand-nicking enzimes”, indicam que ¢é realizada por
fatores do hospedeiro. A RF serve como molde para sintese dos novos componentes gendmicos e
também para a transcricao dos genes virais. O genoma viral é replicado via mecanismo de circulo
rolante semelhante ao utilizado pelos bacteriéfagos X174 e M13, utilizando a RF como molde
(Stanley, 1995; Stenger et al., 1991).

A origem de replicagdo (ori) esta localizada na regido intergénica comum entre os dois
componentes gendmicos. A sequéncia da ori € conservada entre componentes de um mesmo
virus, porém variavel entre espécies, com excecdo de uma regido de aproximadamente 30
nucleotideos conservada entre todas as espécies (Davies et al., 1987; Lazarowitz, 1992). Nesta
regido se localiza uma sequéncia repetida e invertida composta predominantemente por guanina e
citosina, formando uma estrutura conservada em forma de grampo (“structurally-conserved
element”, SCE), com uma sequéncia invariavel (5’-TAATATTAC-3’) encontrada em todos
geminivirus, que constitui o dominio funcional da origem de replicacdo (Heyraud-Nitschke et al.,
1995; Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998). E nesse nonanucleotideo que ocorre a clivagem
(TAATATTYAC) que inicia o processo de replicacdo por circulo rolante (Fontes et al., 1994;
Laufs et al., 1995). A clivagem € realizada pela proteina Rep, que atua como endonuclease sitio-
especifica com requerimento de estrutura e sequéncia (Laufs et al., 1995; Orozco; Hanley-
Bowdoin, 1998). Na regido comum encontram-se as sequéncias especificas para ligacdo da
proteina Rep (Fontes et al., 1994; Fontes et al., 1992) e regides promotoras da RNA polimerase
tipo 11 de plantas, responsavel pela transcri¢do dos genes virais (Hanley-Bowdoin et al., 1999).

O sitio de ligacdo de REP ao DNA viral esté localizado entre a caixa TATA do gene Rep
e a SCE (Orozco; Hanley-Bowdoin, 1998), sendo constituido por duas sequéncias em repeticao
direta e pelo menos uma repeticdo invertida denominadas “iterons” (Arguello-Astorga et al.,
1994). A ligacdo de Rep aos iterons € essencial para o inicio da replicacdo. Apos a ligacdo de Rep
ao DNA viral e estabilizacdo do complexo formado por Rep, Ren e fatores do hospedeiro, a
proteina Rep cliva o nonanucleotideo localizado na SCE, dando inicio a replicacdo por circulo
rolante (Gutierrez, 1999). O reconhecimento pela proteina Rep é considerado virus-especifico
(Arguello-Astorga et al., 1994; Harrison; Robinson, 1999; Ramos et al., 2003), de modo que Rep

s0 inicia a replicacdo de DNAs cognatos. O dominio funcional de Rep foi mapeado na sua regido
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N-terminal, e este inclui o dominio de ligacdo a DNA, conservado em todas as proteinas Rep
(Chatterji et al., 1999; Gladfelter et al., 1997; Jupin, 1995). Uma vez que o reconhecimento e
ligagdo aos iterons por Rep é especifico, foi proposto que esta depende da sequéncia de
nucleotideos dos iterons e dos aminodcidos de um motivo conservado na proteina Rep
denominado dominio relacionado aos iterons (“iteron-related domain”, IRD) (Arguello-Astorga;
Ruiz-Medrano, 2001). Porém, a replicacdo do DNA-B do Tomato yellow spot virus (ToYSV)
pela Rep do Tomato golden mosaic virus (TGMV) indica que a interacdo entre os aminoécidos do
IRD e os iterons ndo € a Unica forma de reconhecimento da origem de replicagdo, uma vez que
tanto os iterons quanto os IRDs séo diferentes entre esses dois virus (Andrade et al., 2006b).
Além disso, a auséncia de iterons nos DNAs satélites associados a begomovirus é uma evidéncia
adicional de que outros fatores afetam o reconhecimento da origem de replicacdo pela proteina
Rep (Lin et al., 2003; Stanley, 2004).

2.3 Movimento do virus na planta

O movimento do virus no interior do hospedeiro pode ser dividido em dois processos:
movimento célula-a-célula via plasmodesmas, e movimento a longa distancia, no qual o virus
atinge o sistema vascular e € transportado sistemicamente para toda a planta.

Como os begomovirus replicam no ndcleo da célula hospedeira, necessitam de uma etapa
adicional de transporte do nucleo para o citoplasma, a qual é realizada pela proteina NSP
(Palmer; Rybicki, 1998). Ja a proteina MP associa-se a membrana celular e altera o limite de
exclusdo dos plasmodesmas, viabilizando o transporte do genoma viral (Noueiry et al., 1994).
Estas duas proteinas atuam de forma cooperativa para mediar o trafego intra- e intercelular do
DNA viral (Sanderfoot; Lazarowitz, 1995), permitindo ao virus infectar sistemicamente o
hospedeiro. A interacdo direta das proteinas MP e NSP in vitro foi demonstrada para o TGMV,
utilizando-se o sistema duplo-hibrido de levedura (Mariano et al., 2004). A interagédo in vivo entre
NSP e MP do Cabbage leaf curl virus (CaLCuV) foi recentemente demonstrada, também
utilizando-se o sistema duplo-hibrido levedura. Nestes estudos foi identificada uma GTPase
citoplasmatica designada NIG (NSP-interacting GTPase), que interage com NSP de begomovirus
in vitro e in vivo e promove o transporte da proteina viral do nucleo para o citoplasma, onde ela é

redirecionada para a superficie da célula para interagir com MP (Carvalho et al., 2008).
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Dois modelos tem sido propostos para explicar o movimento intracelular de begomovirus
(Levy; Tzfira, 2010). No primeiro modelo, denominado “couple-skating” (Kleinow et al., 2008),
NSP transporta ssSDNA ou dsDNA do nucleo para a periferia da célula e, no citoplasma, MP atua
nos plasmodesmas para facilitar o movimento célula-a-célula do complexo NSP-DNA
(Frischmuth et al., 2004; Frischmuth et al., 2007; Kleinow et al., 2008; Sanderfoot; Lazarowitz,
1995). No segundo modelo, denominado “relay-race”, NSP inicialmente transporta o dsDNA do
nlcleo para o citoplasma. No citoplasma, 0 dsDNA se associa a MP, e o complexo MP-dsDNA
se movimenta célula-a-célula através dos plasmodesmas (Noueiry et al., 1994; Rojas et al.,
1998).

Para mastrevirus, curtovirus e begomovirus monossegmentados, a proteina CP é
necessaria para 0s movimentos célula-a-célula e a longa distancia ( Rojas et al., 2001; Gafni;
Epel, 2002). Além da CP, as proteinas V1 e C4 também s&o necessarias para 0 movimento de
begomovirus monossegmentados. No caso de Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), a CP é
responsavel pelo transporte do DNA do ndcleo para o citoplasma, funcionando como uma
proteina analoga a NSP dos begomovirus bissegmentados, e 0 movimento célula-a-célula através
do plasmodesma é mediado pelas proteinas C4 e/ou V1 ( Rojas et al., 2001; Rojas et al., 2005b).
Recentemente, foi demonstrado que a proteina C4 do curtovirus Beet severe curly top virus
(BSCVT) é capaz de se ligar de forma ndo especifica a sSDNA e a dsDNA, é essencial para o
desenvolvimento de sintomas, e quando expressa em plantas infectadas com mutantes deficientes
para C4 pode complementar in trans o movimento sistémico. Em conjunto, esses dados sugerem
o0 envolvimento de C4 no movimento desse virus (Teng et al., 2010).

A proteina CP € dispensavel para o estabelecimento da infeccdo sistémica de
begomovirus bissegmentados na maioria dos casos ja estudados (Rojas et al., 2005a). Tanto MP
quanto NSP reconhecem o DNA viral de maneira especifica com relacdo a forma e comprimento
( Rojas et al., 1998; Gilbertson et al., 2003), o que elimina a necessidade da proteina capsidial
para 0 movimento a longa distancia.

Raras exce¢des, como o begomovirus bissegmentado Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV), sdo capazes de infectar sistemicamente alguns hospedeiros na auséncia do DNA-B
cognato ( Galvao et al., 2003; Fontenelle et al., 2007).
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2.4 Evolucédo dos geminivirus

Os geminivirus podem ter evoluido a partir de um replicon primitivo de DNA
extracromossomal, presente em procariotos ou em ancestrais primitivos das plantas (Rojas et al.,
2005b). Evidéncias indiretas, como caracteristicas conservadas com as proteinas iniciadoras da
replicacdo de replicons de procariotos e eucariotos contemporéaneos (Campos-Olivas et al., 2002;
llyina & Koonin, 1992), presenca de mMRNAs policistronicos, e a capacidade dos geminivirus de
replicarem em Agrobacterium tumefaciens (Ridgen et al., 1996; Selth et al., 2002), apbiam esta
hip6tese. Durante a co-evolucdo com seus hospedeiros, estes replicons de DNA teriam adquirido
novos genes por meio de recombinacdo com o DNA do hospedeiro ou com outros replicons
(revisado por Rojas et al., (2005b).

Estudos filogenéticos propdem que os geminivirus sdo derivados de um ancestral comum
que possuia apenas um componente, infectava monocotileddneas e era transmitido por
cigarrinhas (Rybicki, 1994; Rojas et al., 2005b). Comparac¢des de sequéncias entre especies dos
géneros Mastrevirus, Curtovirus e Begomovirus demonstraram que as primeiras sdo mais
divergentes entre si, 0 que sugere que 0s mastrevirus evoluiram por um periodo de tempo mais
longo. O processo evolutivo levou a capacidade de infeccdo de plantas dicotileddneas e em
seguida a transmissdo pela mosca-branca, uma vez que existem mastrevirus (transmitidos por
cigarrinhas) que infectam dicotileddneas, mas até o presente nao foram encontrados geminivirus
transmitidos por mosca-branca que infectem monocotileddneas. Esse ancestral dos begomovirus
modernos possuia apenas um componente. A aquisi¢cdo do segundo componente teria ocorrido
antes da separacdo dos continentes, uma vez que 0s begomovirus bissegmentados sao
encontrados tanto no “Velho Mundo” como no ‘“Novo Mundo”. Analises filogenéticas dos
betassatélites e seus begomovirus associados sugerem que o satélite e o virus auxiliar co-
evoluiram como consequéncia do isolamento geografico e adaptacdo ao hospedeiro ( Zhou et al.,
2003; Rojas et al.,, 2005b). Membros do género Curtovirus seriam derivados de antigas
recombinacfes entre mastrevirus e begomovirus, resultando na aquisicdo da CP de um
mastrevirus ancestral transmitido por uma cigarrinha primitiva, ao passo que um begomovirus
teria contribuido com os genes associados a replicacdo ( Rybicki, 1994; Padidam et al., 1995).
Outro evento de recombinacdo foi identificado para o TPCTV, o Unico membro do género

Topocuvirus, que teria surgido apds recombinagao entre um curtovirus ancestral e um virus que
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ndo possui semelhanga com nenhum outro geminivirus, 0 que sugere que outros geminivirus, ndo
relacionados com virus pertencentes aos quatro géneros atualmente reconhecidos, podem estar
presentes no campo (Briddon et al., 1996). De fato, tais virus tém sido recentemente identificados
e caracterizados ( Yazdi et al., 2008; Varsani et al., 2009; Briddon et al., 2010a).

Atualmente, com base em analises filogenéticas do componente DNA-A de 212 espécies,
0s begomovirus estdo classificados em sete diferentes grupos de acordo com sua origem
geografica ou planta hospedeira ( Padidam et al., 1995; Fauquet et al., 2008). Os begomovirus do
“Velho Mundo” segregam em grupos originados na Africa, India, Asia e Japdo. Entretanto, um
namero crescente de virus, os quais sao referidos como “outsiders”, ndo se encaixa nesses grupos
baseados em regido geogréafica ou hospedeira. Esses virus sdo originarios da Indochina, Indonésia
e Australia. Begomovirus do “Novo Mundo” formam grupos de acordo com a origem (América
Central ou do Sul). Duas espécies originarias do Vietnam isoladas de Corchorus sp. séo
relacionadas aos begomovirus do ‘“Novo Mundo”, e formam um grupo referido como
“corchovirus” (Ha et al., 2006; Ha et al., 2008). Dois grupos de virus, um infectando leguminosas
originarias da India e Sudeste da Asia (“legumovirus”) e outro composto de virus isolados de
Ipomoea spp., particularmente batata-doce (l. batatas) originarios da América, Asia e Europa
(“sweepovirus”), sdo distintos e basais a todos os demais begomovirus. Esta posi¢do anomala
desses begomovirus reflete uma historia evolutiva distinta. Para os “legumovirus” foi sugerido
que isto seja devido ao isolamento genético de suas espécies hospedeiras (Qazi et al., 2007).

Um cenério atual para a evolucdo da familia Geminiviridae foi proposto por (Nawaz-Ul-
Rehman; Fauquet, 2009). Nesse, plasmideos que replicam em algas vermelhas e outras formas de
vida mais primitivas conseguiram adquirir novos genes, tornando-se mais independentes de seu
hospedeiro e assim capazes de infectar plantas, provavelmente em primeiro lugar
monocotileddneas, como um pré-mastrevirus. Esta evolucao deve ter coincidido com a aquisicéo
da transmissdo por insetos. Em algum momento eles passaram a infectar dicotileddneas, mas
ainda tinham o mesmo tipo de vetor, as cigarrinhas. Com a aquisicdo de novos genes tornou-se
um pré-monossegmentado, transmitido pela mosca-branca. Esse begomovirus monossegmentado
teve a capacidade de capturar outras moléculas, adquirindo entdo um alfassatélite a partir de um
pré-nanovirus ou betassatélite de uma fonte desconhecida. Por recombinacdo entre um
begomovirus monossegmentado que infecta dicotiledéneas e um mastrevirus foram formados

hibridos que deram origem aos ancestrais dos curtovirus e topocuvirus. Em um periodo posterior,
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um monossegmentado conseguiu capturar um ancestral do que hoje é o componente B, e esta
combinag¢do de dois componentes foi extremamente bem sucedida ao ponto de begomovirus
bissegmentados serem o0s Unicos presentes no continente americano, seguindo a deriva dos
continentes que aconteceu ha cerca de 125 milhGes de anos atras.

Briddon et al., (2010b) demonstraram por meio de analises filogenéticas e exaustivas
comparagdes duas a duas dos componente DNA-A e DNA-B de begomovirus, que estas
moléculas de fato tem histérias evolutivas diferentes. O DNA-B apresenta maior variacdo
genética quando comparado ao DNA-A. Esse fato pode ser atribuido & menor quantidade de
funcbes codificadas pelo DNA-B, sendo assim mais permissivo a variacdo, evoluindo
exclusivamente em resposta ao hospedeiro (0 DNA-A deve manter a interagdo com o vetor). Uma
explicacédo adicional é que o DNA-B teria uma origem distinta do DNA-A, surgido inicialmente
como um satélite que foi capturado pelo seu progenitor monossegmentado e posteriormente
evoluido para se tornar parte integral do genoma. A situacdo atual com satélites associados aos
begomovirus gera algumas pistas (por exemplo, a capacidade de infectar com eficiéncia algumas
hospedeiras e fornecimento de funcao adicional de movimento) para 0s processos e pressdes de
sele¢do que devem ter levado a “domesticagdo” de um progenitor selvagem do DNA-B (Nawaz-

Ul-Rehman; Fauquet, 2009; Briddon et al., 2010b).

2.5 Variabilidade e estrutura genética de populagdes de begomovirus

Populagbes de geminivirus, incluindo os begomovirus, possuem um elevado grau de
diversidade genética. A ocorréncia de eventos frequentes de recombinacdo (Padidam et al.,
1999b), a ocorréncia de pseudo-recombinacdo entre virus com genoma bissegmentado (Andrade
et al., 2006a), e a alta taxa de mutacdo (Duffy; Holmes, 2008; Duffy; Holmes, 2009) contribuem
para esse elevado grau de diversidade. Mutacdo, recombinacdo e pseudo-recombinacdo sdo as
principais fontes de variabilidade genética de virus em plantas (Garcia-Arenal et al., 2003; Seal et
al., 2006b).
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2.5.1 Mutacéo

Assim como para todos os virus, a evolugdo dos geminivirus depende primariamente de
mutacdes. Ha evidéncias de que a rapida evolugdo dos geminivirus €, ao menos em parte, dirigida
por processos mutacionais que agem especificamente sobre ssDNA (Harkins et al., 2009). O
impacto das muta¢des pontuais tem sido estudado nesse grupo de virus. Sob diferentes condicGes
de selecdo, como presenca de um efeito gargalo (populacdo inicial pequena do virus, periodo
curto de aquisigéo pelo vetor), transferéncias sucessivas entre hospedeiros sem emprego do vetor,
e inoculagdo em plantas resistentes, isolados de MSV apresentaram alta frequéncia de mutagéo,
da ordem de 10™ e 10® (Isnard et al., 1998). Resultados similares foram obtidos num
experimento controlado de analise da taxa de variabilidade genética do begomovirus Tomato
yellow leaf curl China virus (TYLCCNV), onde foi encontrada uma frequéncia média de
mutacdo de 3,5x10™ e 5,3x10™ ap6s 60 dias de infeccio em N. benthamiana e tomateiro
(Solanum lycopersicon), respectivamente (Ge et al., 2007). Uma série de experimentos de
evolucdo a longo prazo (de 6 a 32 anos) também revelaram alta frequéncia de mutacéo, entre 2 e
3x10™ para MSV e Sugarcane streak Réunion virus (SSRV), sugerindo que mastrevirus
provavelmente ndo co-divergem com seus hospedeiros (Harkins et al., 2009). Estes resultados
discordam com a hipoOtese de aparente co-divergéncia entre alguns mastrevirus e seus
hospedeiros, 0 que implicaria em taxas de substituicdes de apenas 10 subs/sitio/ano na natureza
(Wu et al., 2008).

Duffy & Holmes, (2008) e Duffy; Holmes, (2009) realizaram analises estruturadas no
tempo de isolados de TYLCV e East African cassava mosaic virus (EACMV), para estimar a
taxa de evolucdo dessas espécies de begomovirus na natureza. Taxas de mutacdo para o TYLCV
foram estimadas em 2,88x10 subs/sitio/ano para o genoma completo (Duffy; Holmes, 2008). A
regido que codifica a proteina CP apresentou uma taxa maior (4,63x10™ subs/sitio/ano) e a regi&o
intergénica (ndo codificadora) apresentou uma taxa ainda maior (1,56x10™ subs/sitio/ano).
Entretanto, as mutacdes observadas foram na maioria sinbnimas, sugerindo que as altas taxas de
mutacdo observadas refletem mais uma rapida dindmica mutacional do que uma frequéncia de
evolucdo adaptativa (Duffy; Holmes, 2008). Para o EACMV as taxas foram estimadas em
1,6x10° e 1,33x10™ subs/sitio/ano para 0 DNA-A e DNA-B, respectivamente (Duffy; Holmes,

2008). A regido que codifica a protefna CP apresentou 1,37x10 subs/sitio/ano e a regido que
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codifica a proteina associada & replicacdo mostrou 1,24x10° subs/sitio/ano. As regides
codificadoras presentes no DNA-B, ORFs BV1 e BC1, apresentaram 2,77x10™ e 3,45x10%,
respectivamente. Contudo, os autores validaram esses altos niveis de heterogeneidade apenas
para 0 DNA-A e a ORF AV1. Foi observado entdo que as taxas de evolugéo indicadas para essas
duas espécies de begomovirus, entre 10° e 10°, corroboram em geral aquelas determinadas
experimentalmente para o MSV (Isnard et al., 1998; Harkins et al., 2009) e TYLCCNV (Ge et
al., 2007).

Erros de incorporacdo de nucleotideos durante a replicacdo viral também contribuem para
a diversidade genética. Estudos de bactérias e sistemas animais indicaram que a taxa de mutacao
dos virus de dsDNA e ssDNA diferem significativamente (Duffy et al., 2008). Taxas de mutacéo
para fagos bacterianos, poliomavirus e papilomavirus, com genoma composto de dsDNA, sdo da
ordem de 107 a 10® subs/sitio/ano (Drake, 1991; Holmes, 2004; Raney et al., 2004). Em
contraste, altas taxas de mutacdo (10™) foram relatadas para parvovirus e circovirus (virus de
ssDNA) (Gallian et al., 2002; Biagini, 2004). Semelhante aos geminivirus, 0s parvovirus e
circovirus replicam seu genoma via mecanismo de circulo rolante, sugerindo que os altos niveis
de heterogeneidade relatados para begomovirus e mastrevirus podem refletir erros de replicacéo
(Arguello-Astorga et al., 2004). Foi sugerido que os mecanismos de correcao de erro associados a
replicacdo de DNA em eucariotos ndo sejam eficientes na replicagédo por circulo rolante e, ou na
replicacdo de ssDNA (Van Der Walt et al., 2008).

Mutantes para a proteina Rep do TGMV e do CaL.CuV que ndo permitem a interagdo com
a proteina pRB, inoculados em protoplastos de fumo (Nicotiana tabacum) e em plantas N.
benthamiana, apresentaram até 100% de frequéncia de reversdo de mutacgdes, evidenciando a
capacidade de populacGes de geminivirus de evoluir rapidamente para alterar mudancas deletérias

em seu genoma (Arguello-Astorga et al., 2007).
2.5.2 Recombinacao

Recombinacdo é o processo pelo qual segmentos de uma fita de DNA ou RNA tornam-se
incorporados na fita de um individuo diferente durante o processo de replicacdo (Padidam et al.,
1999Db). A recombinagdo é um evento bastante comum em geminivirus ( Padidam et al., 1999b;

Lefeuvre et al., 2009), e parece contribuir grandemente para a diversificacdo genética dos
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begomovirus, aumentando seu potencial evolucionéario e adaptacdo local (Harrison; Robinson,
1999; Padidam et al., 1999Db; Berrie et al., 2001; Monci et al., 2002). A elevada frequéncia de
recombinacdo nesse grupo de virus pode ser em parte explicada pela existéncia de uma possivel
estratégia de replicacdo dependente de recombinacdo (RDR) (Jeske et al., 2001; Preiss; Jeske,
2003) em adicdo a replicacao por circulo rolante (RCR) (Saunders et al., 2001), e pela ocorréncia
frequente de infeccOes mistas (Torres-Pacheco et al., 1996; Harrison et al., 1997; Sanz et al.,
2000; Pita et al., 2001; Ribeiro et al., 2003; Garcia-Andres et al., 2006; Davino et al., 2009) com
a evidéncia de infeccdo do mesmo ndcleo da celula por mais de um begomovirus (Morilla et al.,
2004).

Eventos de recombinacdo tém sido diretamente implicados na emergéncia de novas
doencas e epidemias em plantas cultivadas. Essas incluem a epidemia devastadora do mosaico da
mandioca (Manihot esculenta), causada pelo recombinante EACMV na Uganda e paises vizinhos
(Pita et al., 2001; Zhou et al., 1997); as epidemias do complexo TYLCV na Bacia Ocidental do
Mediterraneo, com o surgimento dos recombinantes Tomato yellow leaf curl Malaga virus
(TYLCMalV) e Tomato yellow leaf curl Axarquia virus (TYLCAXV) nos campos de tomate na
Espanha ( Monci et al., 2002; Garcia-Andres et al., 2006; Garcia-Andres et al., 2007a; Garcia-
Andres et al., 2007b); e as epidemias de Cotton leaf curl virus (CLCuV) no Paquistdo causadas
por um complexo de espécies incluindo diversos begomovirus recombinantes (ldris ; Brown,
2002; Zhou et al., 1998).

A emergéncia frequente de novas espécies de geminivirus devido a eventos de
recombinacdo foi demonstrada por meio de analise de conversdo génica (Padidam et al., 1999a).
Embora na época o nimero de genomas completos sequenciados fosse pequeno, 0s autores
analisaram todas as combinagdes dois-a-dois possiveis, e identificaram 420 fragmentos
recombinantes tanto entre espécies como entre géneros da familia Geminiviridae.

Os mecanismos precisos que controlam a recombinacdo em begomovirus permanecem
desconhecidos (Padidam et al., 1999a). No entanto, é conhecido gue sitios recombinantes ndo sdo
uniformemente distribuidos ao longo do genoma, com a existéncia de sitios frequentes (“hot
spots”) e ndo-frequentes (“cold spots”) ( Stanley, 1995; Fauquet et al., 2005; Garcia-Andres et
al., 2007b; Lefeuvre et al., 2009). Analises bioinformaticas para detectar virus recombinantes
ocorrendo naturalmente revelaram que a origem de replicacdo viral é um sitio frequente de

recombinacdo (Gutierrez, 1999; Hanley-Bowdoin et al., 1999). A comparacdo de sequéncias de
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begomovirus mono- e bissegmentados depositadas no GenBank até maio de 2006 (123 e 116
sequéncias, respectivamente) indicou que a regido do gene Rep que codifica a por¢do N-terminal
da proteina Rep, assim como a regido intergénica adjacente (RC), sdo frequentemente
intercambiadas durante a replicacdo. Também foram identificados sitios frequentes de
recombinacéo localizados na regiéo intergénica entre os genes CP e Ren (Lefeuvre et al., 2007).

A anédlise comparativa da distribuicdo de sitios de recombinacdo dentro do genoma de
diversas familias de virus de ssSDNA novamente sugeriu a distribuicdo ndo aleatoria dos sitios e
também uma tendéncia significativa para estes se localizarem tanto fora como na periferia dos
genes. Além disso, foi particularmente observado que poucos sitios de recombinacdo foram
encontrados dentro de genes que codificam proteinas estruturais, a exemplo da proteina capsidial
(Lefeuvre et al., 2009). Esses resultados sugerem que a sele¢do natural agindo contra virus que
expressam proteinas recombinantes € o principal determinante na distribuicdo ndo aleatoria dos
sitios de recombinacgdo na maioria das familias de virus de sSDNA (Lefeuvre et al., 2009).

Eventos de recombinacdo também tém sido relatados entre begomovirus e DNA satélites,
e entre diferentes moléculas de betassatélites (Briddon et al., 2001; Saunders et al., 2001;
Briddon et al., 2003; Nawaz-Ul-Rehman et al., 2009).

2.5.3 - Pseudo-recombinacao

A existéncia de dois componentes gendmicos na maioria dos begomovirus promove um
mecanismo alternativo, conhecido como pseudo-recombinacdo, pelo qual a troca de material
genético pode ocorrer sem necessidade de recombinacdo intermolecular, ocorrendo apenas a
troca de componentes gendmicos entre dois virus distintos ( Gilbertson et al., 1993b; Sung;
Coutts, 1995Andrade et al., 2006a); revisado por Rojas et al., (2005b). A ocorréncia natural de
pseudo-recombinantes no campo foi verificada no México, em tomateiros infectados pelo Chino
del tomate virus (CdTV) (Paplomatas et al., 1994).

Experimentos com pseudo-recombinacdo sdo ferramentas Uteis no estudo de funcdes de
genes e podem revelar relacBes filogenéticas, como é o caso da mistura de componentes
genébmicos do BGYMV e do Bean golden mosaic virus (BGMV), que possuem identidade
inferior a 75% em suas sequéncias de nucleotideos e ndo formam pseudo-recombinantes

infecciosos (Gilbertson et al., 1993a). Por outro lado, pseudo-recombinantes formados a partir da
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mistura de componentes gendmicos de dois isolados de BGYMV mostraram-se infecciosos.
Quando inoculada, a mistura formada a partir de DNA-A do isolado da Guatemala (BGYMV-
GA) e DNA-B do isolado da Republica Dominicana (BGYMV-DR) foi capaz de induzir os
mesmos sintomas apresentados pelos parentais, enquanto o pseudo-recombinante reciproco
induziu sintomas atenuados e tardios. Esses resultados demonstram que geminivirus com regides
comuns suficientemente similares podem formar pseudo-recombinantes infecciosos, mas
ressaltam que frequentemente os pseudo-recombinantes reciprocos apresentam diferencas na
eficiéncia de replicacdo e infeccéo sistémica (Faria et al., 1994). Esse fato foi também observado
para o African cassava mosaic virus (ACMV) (Stanley et al., 2005) e TGMV (Von Arnim &
Stanley, 1992).

A especificidade da ligacdo da proteina Rep aos iterons é considerada a principal
determinante da formacdo de pseudo-recombinantes viaveis entre diferentes espécies/estirpes de
begomovirus ( Eagle et al., 1994; Fontes et al., 1994; Arguello-Astorga et al., 1994; Chatterji et
al., 1999; Andrade et al., 2006a; Bull et al., 2007). Outro fator importante ¢ a conservacdo da
sequéncia de aminoacidos da proteina Rep, especialmente os trés aminoacidos do IRD que
estariam envolvidos diretamente na ligacdo aos iterons (Arguello-Astorga; Ruiz-Medrano, 2001;
Ruiz-Medrano et al.,, 2001). A viabilidade de pseudo-recombinantes indica que fatores
envolvidos na replicagdo e movimento sdo intercambiaveis entre espécies altamente relacionadas,
ou entre estirpes de uma mesma espécie. A assimetria entre pseudo-recombinantes reciprocos
indica que a pseudo-recombinacdo entre begomovirus é um fenémeno complexo que envolve
interacdes entre fatores do virus e do hospedeiro (Hill et al., 1998).

Embora a pseudo-recombinacdo seja comum entre estirpes de uma mesma espécie de
begomovirus, a formacdo de pseudo-recombinantes viaveis entre espécies distintas € mais dificil.
Um pseudo-recombinante foi obtido entre 0 DNA-A do Abutilon mosaic virus (AbMV) e o
DNA-B do Sida golden mosaic Costa Rica virus (SiIGMCRV), porém o pseudo-recombinante
reciproco néo foi infeccioso (Hofer et al., 1997b). Similarmente, um pseudo-recombinante viavel
foi formado pelo DNA-A de um isolado de Sida golden mosaic virus (SiIGMV) de Honduras
(SiIGMV-[Hoy]) e 0 DNA-B do SiIGMCRYV (Unseld et al., 2000). Entretanto, dentre os pseudo-
recombinantes reciprocos formados pelo DNA-A do SIGMCRV combinado ao DNA-B de trés
isolados de SiGMV-[Hoy,] que possuiam pequenas diferengas na composicdo de nucleotideos,

apenas um mostrou-se viavel, porém pouco eficiente, e ndo foi capaz de infectar a planta a partir
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da qual foi originalmente isolado (Unseld et al., 2000). Pseudo-recombinantes infecciosos entre o
DNA-A do CdTV e o DNA-B do BGYMV foram formados apesar da baixa identidade da regiéo
comum (68%), porém o pseudo-recombinante reciproco ndo foi infeccioso quando inoculado em
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) (Garrido-Ramirez et al., 2000).

Um pseudo-recombinante produzido entre 0 DNA-A do Tomato mottle virus (ToMoV) e
0 DNA-B do Bean dwarf mosaic virus (BDMV), embora infeccioso, apresentou acumulo
reduzido do DNA-B e induziu sintomas atenuados em N. benthamiana (Gilbertson et al., 1993b;
Hou; Gilbertson, 1996). Entretanto, ap0s trés passagens mecanicas sucessivas nesse hospedeiro,
0s sintomas tornaram-se idénticos aos produzidos pelo ToMoV e o nivel do DNA-B tornou-se
igual ao do DNA-A. A anélise das regides comuns dos DNAs-A e -B do pseudo-recombinante
comprovou a ocorréncia de recombinacgdo intermolecular na regido comum do BDMV, que foi
substituida quase que totalmente pela regido comum do DNA-A do ToMoV (Hou; Gilbertson,
1996). Assim, o DNA-B passou a ser reconhecido com 100% de eficiéncia pela proteina Rep do
ToMoV. Esse resultado evidencia a importancia da pseudo-recombinacdo e da recombinacdo na
evolucao de geminivirus e em sua adaptacdo a novos hospedeiros.

A formacdo de pseudo-recombinantes vidveis ndo depende somente da relagdo
filogenética e conservacgdo dos iterons, ja que pseudo-recombinantes infecciosos foram formados
entre 0 DNA-A do TGMV e o0 DNA-B do ToYSV, que possuem iterons distintos. Além disso, a
assimetria na formacao do pseudo-recombinante reciproco sugere que a proteina Rep do TGMV
tem maior versatilidade em termos de reconhecimento de componentes de DNA heter6logos
comparada a do ToYSV (Andrade et al., 2006a).

2.5.4 Estrutura genética de populactes de geminivirus

A estrutura genética de populacdes de virus de plantas refere-se a quantidade de
variabilidade genética e a sua distribuicdo dentro e entre subpopulaces (Garcia-Arenal et al.,
2001). Definir a estrutura genética é o primeiro passo para se estudar as populagdes virais, pois a
estrutura genética reflete a histéria evolutiva e o potencial da populacdo para evoluir ( Pinel et al.,
2003; Moreno et al., 2004; Fonte et al., 2007). O entendimento da dindmica da variabilidade de
populacbes é necessario para entender como as populacées evoluem, bem como as implicacdes

para a durabilidade de medidas de manejo da virose (Seal et al., 2006a). Para a maior parte dos
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objetivos, a genética de populacdes fornece a ferramenta mais conveniente para estimar a
diversidade genética de populacBes de patdgenos. Os principais mecanismos evolutivos que
afetam a variabilidade das populac@es sdo selecdo, deriva genética ao acaso, migra¢ao, mutacéo e
recombinacdo (Hartl & Clark, 2007). Quantificar a contribuicdo de cada mecanismo é importante
e constitui o objetivo de vérios estudos de biologia de populac@es de virus de plantas ( Wang et
al., 2006; Bull et al., 2006; Garcia-Andres et al., 2007a).

Diversos estudos ja foram realizados como objetivo de investigar a estrutura genética de
populacbes de geminivirus em diversos hospedeiros e em diferentes regides geograficas.
Recentemente, com o advento da técnica de amplificacdo por circulo rolante do genoma viral
completo (“rolling circle amplification”, RCA) (Inoue-Nagata et al., 2004), novas possibilidades
foram criadas para a analise de populagbes virais em escala gendomica (Haible et al., 2006), e
alguns trabalhos nesse sentido ja foram publicados ( Owor et al., 2007b; Varsani et al., 2008;
Castillo-Urquiza, 2008; Harkins et al., 2009; Varsani et al., 2009).

Diversos trabalhos realizados ao longo das décadas de 1990 e 2000 avaliaram a estrutura
populacional de begomovirus infectando mandioca na Africa Sub-Sahariana e no Sub-Continente
Indiano. Nos paises dessas regides, a mandioca pode ser infectada por sete espécies de
begomovirus (Fauquet; Fargette, 1990; Legg; Raya, 1993; Fargette et al., 1994). Curiosamente,
ndo existem relatos de begomovirus que infectam mandioca no Brasil, o centro de origem e
diversidade genética desta cultura. Os estudos realizados demonstraram um elevado grau de
variabilidade genética da populacao viral em diversos paises. A ocorréncia frequente de infeccdes
mistas facilita a ocorréncia de pseudo-recombinacédo e recombinacao, e em pelo menos dois casos
foi demonstrada a emergéncia de novas espécies como consequéncia direta desses mecanismos
(Zhou et al., 1997; Fondong et al., 2000).

Na Tanzania, todas as sete espécies de begomovirus descritas que infectam mandioca ja
foram relatadas (Ndunguru et al., 2005). Diversos eventos de recombinacdo foram detectados
entre as estirpes TZ1 e TZ7 do East African cassava mosaic Cameron virus (EACMCV). A
analise das sequéncias indicou que as duas estirpes tém a mesma origem ancestral e ndo foram
introduzidas recentemente. A variabilidade genética da populacdo viral foi analisada também
com base no DNA-B, o que também indicou a existéncia de diversos eventos de recombinacéo.
Os resultados indicam que a regido central do continente africano € um centro de diversidade

genética de begomovirus (Ndunguru et al., 2005).
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Além dos begomovirus que infectam a mandioca, a Africa também € o centro de origem
dos mastrevirus que infectam gramineas (Palmer; Rybicki, 1998). Um estudo recente utilizando
RCA analisou a estrutura genética da populacdo viral em Uganda, um dos paises mais afetados
pelo estriado do milho causado pelo MSV (Owor et al., 2007a). Amostras foram coletadas em
155 locais cobrindo todo o pais. Inicialmente, fragmentos do genoma viral foram amplificados
via PCR e a variabilidade foi analisada por meio de PCR-RFLP. Um total de 49 variantes foram
identificadas a partir de 391 isolados virais. A partir dessas 49 variantes, um total de 62 genomas
completos foram sequenciados, e uma origem recombinante foi demonstrada para 52 desses
genomas. Entretanto, um Unico recombinante, denominado MSV-A(1)Uglll, estava presente em
infecgdo simples em mais de 60% das amostras infectadas em todo o pais. Os autores concluiram
que, embora a ocorréncia de recombinacdo entre mastrevirus seja tdo ou mais frequente em
comparagdo com 0s begomovirus, o MSV deve estar sujeito a gargalos que limitam a
variabilidade genética das populac¢des naturais (Owor et al., 2007a).

Font et al., (2007) determinaram a estrutura e variabilidade genética de populacbes de
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) e TYLCV em plantas de tomateiro em seis
regides da Espanha (Andaluzia, Ilhas Canérias, Lanzarote, Levante, Majorca e Murcia) entre 0s
anos de 1997 e 2001. A andlise de PCR-RFLP do gene da proteina capsidial e da regido comum
de 358 isolados revelou a presenca de 14 hapldtipos, e eventos de recombinacdo foram
identificados na regido comum. Em todas as regides geograficas, exceto Murcia, as populacdes
eram compostas de um haplotipo predominante com uma baixa diversidade genética (<0,0180),
ou estavam evoluindo para esta condicdo. Em Murcia, houve mudancas na predominancia de
haplotipos. O haplétipo | (TYLCSV) era predominante em 1997, mas sua frequéncia decresceu
em 1998, com o aumento correspondente do haplotipo 111 (TYCLV) de modo que ambos
haplotipos apresentaram frequéncias semelhantes. Em 1999, o hapl6tipo Il surgiu e rapidamente
tornou-se predominante na populacdo. Esses resultados sugerem que a sele¢do negativa ocorreu
de forma acentuada nessas populacdes. No entanto, o surgimento de hapl6tipos altamente
adaptados se dispersando na populacéo indica que selecdo positiva também estava ocorrendo.

No Brasil, Castillo-Urquiza, (2008), estudando duas populacdes de begomovirus que
infectam tomateiro, Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e Tomato common mosaic virus
(ToCmMV) na regido Sudeste do Brasil (municipios de Coimbra, MG e Paty do Alferes, RJ),

observou maior variabilidade genética na populagdo de ToCmMYV. Demonstrou ainda que entre
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subpopulagdes de ToCmMV em Coimbra e Paty de Alferes havia maior variabilidade na
subpopulagéo localizada em Coimbra.

A anélise de uma populacdo de BGMV infectando fava (Phaseolus lunatus) no estado de
Alagoas, regido Nordeste do Brasil, indicou um alto grau de variabilidade genética,
significativamente maior que a observada para as duas populagdes de begomovirus que infectam
tomateiro no sudeste brasileiro (Ramos-Sobrinho et al., 2010).

Silva (2011) trabalhando com duas popula¢cdes de begomovirus a partir de plantas
daninhas da regido Nordeste do Brasil: populacdo de Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) a
partir de Macroptilium lathyroides, Canavalia sp. e Calopogonio mucunoides; e populacdo de
Cleome leaf crumple virus (CILCrV) a partir de Cleome affinis, demonstrou um alto grau de
variabilidade genética para estas populacdes virais.

2.6 Diversidade de begomovirus infectando plantas cultivadas e invasoras no Brasil

Durante as duas ultimas décadas, begomovirus tém emergido como um dos principais
patogenos de plantas, particularmente nas regides tropicais e subtropicais no mundo, causando
severas perdas econdmicas (Morales, 2006). No Brasil, as culturas mais severamente afetadas sdo
o feijoeiro e tomateiro (Faria; Maxwell, 1999; Zerbini et al., 2005). Embora existam relatos de
infeccdo por begomovirus em outras culturas importantes como a soja (Glycine max) (Mello et
al., 2000; Mello et al., 2002) e o pimentdo (Capsicum annum) (Nozaki et al., 2005), esses
ocorrem esporadicamente nas areas de cultivo, ndo sendo considerados fatores limitantes a
producéo.

Begomovirus que infectam feijoeiro (Phaseolus spp.) sdo distribuidos através das
Américas, sendo sua incidéncia um fator limitante para a produtividade dessa cultura. Quatro
espécies ja foram descritas: Bean calico mosaic virus (BcaMV), Bean dwarf mosaic virus
(BDMV), BGMV e BGYMV (Fauquet et al., 2008). Foi demonstrado que isolados brasileiros de
BGMV apresentam um baixo grau de variabilidade genética, o que ndao é comum para
begomovirus (Faria; Maxwell, 1999). No entanto, baseados na analise de genomas completos,
estudos mais recentes realizados em populacdes de BGMV infectando fava (P. lunatus)
demonstraram que a variabilidade genética dentro dessa espécie € alta (Silva, 2006; Ramos-
Sobrinho et al., 2010).
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Apesar da ocorréncia frequente de BGMV em feijoeiro, infeccbes de begomovirus em
soja ndo sdo comuns no Brasil. Ocorréncias esporadicas tém sido relatadas desde 1980, com a
deteccdo de BGMYV, Sida mottle virus (SiMoV) e duas possiveis novas espécies em amostras
coletadas na regido Sudeste (Mello et al., 2002); e BGMV, Sida micrantha mosaic virus
(SiIMMV) e Okra mottle virus (OMoV) na regido Centro-Oeste do pais (Fernandes et al., 2009).
Este cenério esta em contraste com a Argentina, onde a infeccdo de soja por trés begomovirus
distintos, incluindo o SiMoV, é frequente na regido Noroeste, causando perdas moderadas a
severas na producdo (Rodriguez-Pardina et al., 2006).

Uma situacdo oposta é observada para begomovirus que infectam solanaceas, a exemplo
do tomateiro e do pimentdo, onde um grande nimero de espécies tem sido descritas, e a
variabilidade genética entre os isolados de uma determinada espécie é normalmente muito alta
(Ribeiro et al., 2003; Castillo-Urquiza et al., 2008; Fernandes et al., 2008).

O primeiro relato de begomovirus em tomateiro no Brasil foi feito na década de 1970
(Costa et al., 1975). O virus foi caracterizado e denominado TGMV. Além do TGMV, cinco
outros virus transmitidos por mosca-branca foram identificados, porém sem causar danos de
importancia econdmica (Matyis et al., 1975). Isso provavelmente ocorria porque o bidtipo A de
B. tabaci, o Unico presente no pais naquela época, coloniza o tomateiro com baixa eficiéncia
(Bedford et al., 1994). No entanto, no inicio da década de 1990 um complexo de begomovirus
surgiu em tomateiro no Brasil, coincidindo com a introducdo e disseminacao do biotipo B de B.
tabaci (Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 2003). Desde entdo, cinco espécies de
begomovirus ja foram descritas: ToCMoV, ToYSV, ToYVSV, Tomato rugose mosaic Vvirus
(ToRMV) e Tomato severe rugose virus (ToSRV) (Faria; Maxwell, 1999; Fernandes et al.,
2006; Ribeiro et al., 2007; Calegario et al., 2007). Além dessas, trés novas espécies tentativas
(Tomato commom mosaic virus, ToOCmMV; Tomato leaf distortion virus, ToLDV; Tomato mild
mosaic virus, ToMIMV) foram identificadas com base na sequéncia do genoma completo
(Castillo-Urquiza et al., 2008), e seis outras foram descritas a partir de sequéncias parciais (
Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al., 2008). Algumas dessas espécies encontram-se amplamente
distribuidas pelo pais, enquanto outras estdo restritas a certas regides. Por exemplo, o ToSRV ja
foi relatado nos estados de Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina e
S&o Paulo (Lima et al., 2006; Rezende et al., 1997; Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et al.,
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2007; Fernandes et al., 2008). Por outro lado, o ToYSV foi relatado apenas em Minas Gerais
(Calegario et al., 2007).

Levantamentos realizados para acessar a diversidade de begomovirus em tomateiro
indicam que determinadas espécies tornaram-se prevalentes em diferentes regides do pais
(Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et al., 2007; Castillo-Urquiza, 2008; Fernandes et al.,
2008). O sequenciamento direto de fragmentos de PCR de amostras de tomateiro coletadas na
regido central do estado de Sdo Paulo nos anos de 2003 e 2004 revelou como espécie
predominante o ToSRV, presente em 50% das amostras analisadas. O ToYVSV e o SiMoV
também estavam presentes (Cotrim et al., 2007). A mesma estratégia foi utilizada para identificar
begomovirus em amostras de tomateiro coletadas entre 2002 e 2004 no Distrito Federal e nos
estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, Pernambuco e S&o Paulo. Verificou-se a presenca do
ToSRV em 61% das amostras, além do ToYVSV, Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) e
duas possiveis novas espécies (Fernandes et al., 2008).

Nos anos de 2005 e 2007 foi realizado um estudo sobre a diversidade de begomovirus em
duas importantes regifes produtoras de tomate no Sudeste do Brasil, Paty do Alferes (RJ) e
Coimbra (MG). A analise de sequéncias do genoma completo do DNA-A revelou que em Paty do
Alferes 0 ToYVSV era o virus predominante, encontrado em 56,4% das amostras analisadas,
seguido pelo ToCmMV. J& em Coimbra 0 ToCmMYV foi o Unico virus encontrado infectando
tomateiro (Castillo-Urquiza, 2008).

Acredita-se que a emergéncia dos begomovirus que infectam tomateiro no Brasil seja
resultado da transferéncia horizontal de virus nativos que infectam plantas silvestres ou invasoras
pelo bidtipo B da mosca-branca. Uma vez presentes no novo hospedeiro, esses virus evoluiram
rapidamente via recombinacdo e pseudo-recombinacdo, dando origem as espécies atualmente
detectadas no campo. A predominancia de algumas espécies poderia ser devido a diferencas na
adaptacdo ao tomateiro ou diferencas na eficiéncia de transmisséo pelo vetor (Castillo-Urquiza et
al., 2008).

Trés observacbes corroboram essa hipdtese. Em primeiro lugar, todas as espéecies de
begomovirus detectadas até o presente em tomateiro no Brasil sdo de ocorréncia restrita ao pais.
Em segundo lugar, a caracterizacdo bioldgica de algumas espécies (TORMV, ToCMoV e
ToYSV) confirmou que plantas daninhas como Nicandra physaloides, Solanum nigrum e Datura

stramonium séo hospedeiras (Fernandes et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Calegario et al., 2007).
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Por fim, begomovirus originalmente encontrados em plantas silvestres/daninhas, como o SiMoV
e 0 SimMV, ja foram encontrados infectando naturalmente o tomateiro (Castillo-Urquiza et al.,
2007; Cotrim et al., 2007).

A presenca de diversas espécies no campo, todas transmitidas pelo mesmo inseto vetor,
torna comum a ocorréncia de infeccbes mistas, com dois ou mais Vvirus presentes
simultaneamente na mesma planta, aumentando a probabilidade da ocorréncia de eventos de
recombinacdo e pseudo-recombinacdo, 0 que pode levar ao surgimento de espécies melhor
adaptadas ao hospedeiro (Pita et al., 2001; Monci et al., 2002; Andrade et al., 2006a; Inoue-
Nagata et al., 2006; Ribeiro et al., 2007). Evidéncias de recombinacéo e pseudo-recombinagéo ja
foram encontradas em associacdo ao complexo de begomovirus infectando o tomateiro no Brasil.
Galvao et al., (2003) e Ribeiro et al., (2007) sugeriram que os isolados MG-Bt1 e BA-Sel do
ToCMoV possuem origem recombinante. A formacdo de pseudo-recombinantes viaveis entre
clones infecciosos do TGMV (DNA-A) e ToYSV (DNA-B), e entre o0 ToYSV (DNA-A) e 0
Tomato crinkle leaf yellow virus (ToCrLYYV), ja foi demonstrada (Andrade et al., 2006a). Além
disso, foi sugerida a presenca de um pseudo-recombinante ocorrendo naturalmente entre o
ToRMV e um novo virus (Fernandes et al., 2006).

Paprotka et al., (2010a) estudaram a diversidade genética de begomovirus presentes em
acesso de batata-doce naturalmente infectados em um banco de germoplasma brasileiro. Nesse
estudo foram identificadas duas novas espécies, Sweet potato golden vein-associated virus
(SPGVaV) e Sweet potato mosaic-associated virus (SPMaV), além de trés novos isolados e
varios variantes do Sweet potato leaf curl virus (SPLCV). A comparacdo de sequéncias dos
begomovirus encontrados nesses acessos revelou a presenca de sinais de recombinacdo em seus
genomas, ressaltando o risco do surgimento de novos begomovirus no material propagado
vegetativamente no banco de germoplasma. Albuquergue et al. (2011) identificaram dois isolados
de begomovirus monopartido ocorrendo em batata-doce no estado de S&o Paulo, sendo um desses
isolados uma nova espécie, tentativamente nomeada de Sweet potato leaf curl Sao Paulo virus
(SPLCSPV).

Além das plantas cultivadas, muitas espécies silvestres e/ou invasoras tém sido relatadas
como hospedeiras de begomovirus em varios paises, incluindo o Brasil (Idris et al., 2003; Jovel et
al., 2004; Varsani et al., 2009; Mubin et al., 2010; Fiallo-Olive et al., 2010). As espécies

comumente relatadas como hospedeiras pertencem as familias Malvaceae, Euphorbiaceae e
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Fabaceae (Morales; Anderson, 2001). Alguns estudos demonstraram que begomovirus
provenientes de plantas invasoras podem ser transmitidos para espécies cultivadas pelo inseto
vetor ou mediante inoculacdo via extrato vegetal tamponado (Frischmuth et al., 1997; Faria et al.,
2000; Morales & Anderson, 2001; Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et al., 2007).

No Brasil, ja se realizaram estudos com o objetivo de caracterizar molecularmente
isolados de begomovirus que infectam plantas silvestres e daninhas, sobretudo em associacéo as
culturas do feijoeiro e do tomateiro (Castillo-Urquiza et al., 2008; Faria & Maxwell, 1999;
Ribeiro et al., 1998). Os resultados desses estudos revelaram que, a exemplo do que ocorre com
plantas cultivadas, a diversidade genética é alta entre os isolados de begomovirus que infectam
plantas invasoras (Ambrozevicius et al., 2002; Calegario, 2004; Castillo-Urquiza et al., 2008;
Silva et al., 2011).

O SiMoV, obtido de plantas de Sida rhombifolia coletadas em Vicosa, MG (Fernandes et
al., 1999), foi encontrado em plantas de tomateiro na Zona Metallrgica no estado de Minas
Gerais (Calegario, 2004).

Na Serra do Ibiapaba, CE, amostras assintomaticas de plantas invasoras de sete familias
botanicas e 18 espécies vegetais foram avaliadas por ELISA e PCR para infeccdo por
begomovirus. Espécies de plantas daninhas pertencentes as familias Amaranthaceae (Amaranthus
deflexus, A. spinosus, A. viridis), Asteraceae (Acanthospermum hispidum, Ageratum conyzoides,
Bidens pilosa), Euphorbiaceae (Euphorbia heterophylla) e Rubiaceae (Borreria capitata) foram
identificadas como hospedeiras naturais de begomovirus (Santos et al., 2003; Arnaud et al.,
2007). Silva et al., (2010a) realizaram ensaios de inoculacdo por mosca-branca e enxertia com o
objetivo de observar a transmissao de begomovirus a partir de tomateiros infectados para quatro
espécies de plantas invasoras (Amaranthus spinosus, A. viridis, Ageratum conizoydes e B. pilosa)
e verificacdo de seu retorno para o tomateiro. Os resultados indicaram que o vetor transmitiu
eficientemente o virus para as quatro espécies. Por enxertia, apenas B. pilosa foi infectada. Esses
resultados demonstram que as espécies invasoras sdo hospedeiras alternativas dos begomovirus
de tomateiro presentes na regido da Serra de Ibiapaba e, em condi¢cdes de campo, na presenca do
vetor, podem constituir importantes fontes de indculo para essa cultura. No entanto, as espécies
de begomovirus infectando estas plantas ndo foram identificadas.

Plantas daninhas coletadas em municipios dos estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco,

com sintomas de mosaico amarelo, deformacéo do limbo foliar e reducdo do crescimento, foram
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avaliadas para a presenca de begomovirus via PCR (Assuncao et al., 2006). A infeccdo viral foi
confirmada em Cleome affinis (Capparaceae), Cnidoscolus urens (Euphorbiaceae), Desmodium
sp., Macroptilium lathyroides (Fabaceae), Herissantia crispa, Sidastrum micranthum, S.
rhombifolia, Sida spinosa (Malvaceae), Triumfetta semitriloba e Waltheria indica
(Sterculiaceae). Padrdes distintos de clivagem obtidos em analise de PCR-RFLP sugeriram a
existéncia de um alto grau de variabilidade genética (Assuncdo et al., 2006). Entretanto, as
espécies de begomovirus infectando estas plantas ndo foram identificadas.

Castillo-Urquiza et al., (2008) analisaram a presenca de begomovirus em tomateiro e
plantas invasoras associadas a cultura. Foram encontradas seis novas espécies, trés provenientes
do tomateiro e trés provenientes das invasoras Blainvillea rhomboidea (Blainvillea yellow spot
virus), Sida rhombifolia (Sida yellow mosaic virus) e Sida micrantha (Sida common mosaic
virus).

A partir de material foliar de plantas sintométicas pertencentes as familias Malvaceae,
Euphorbiaceae e Capparaceae, coletadas no municipio de Miranda (Mato Grosso do Sul), foram
identificadas duas novas espécies de begomovirus, Cleome leaf crumple virus (CILCrV), obtido
de Cleome affinis, e Sida mosaic Brazil virus (SIMBV). Além disso, foram encontrados dois
alfassatelites associados ao Euphorbia mosaic virus (Euphorbia mosaic virus Mato Grosso do
Sul-associated DNA1) e ao CILCrV (Cleome leaf crumple virus-associated DNAL). Este foi o
primeiro relato de alfassatélites ocorrendo naturalmente no Novo Mundo (Paprotka et al., 2010c).

Um novo begomovirus, Abutilon mosaic Brazil virus (AbMBYV), foi identificado
infectando Abutilon sp. no estado da Bahia. Andlises filogenéticas demonstraram que ambos 0s
componentes gendmicos sdo distintos da espécie classica, Abutilon mosaic virus (ABMV),
originaria do oeste da India. Além disso, inoculacdo via biobalistica comprovou sua transmisso
para Malva parviflora, a qual desenvolveu sintomas caracteristicos de clareamento de nervuras e
mosaico (Paprotka et al., 2010b).

Quatro novas espécies, Macroptilum yellow net virus (MaYNV), Centrosema yellow spot
virus (CenYSV), Macroptilum yellow spot virus (MaYSV) e Macroptilum yellow vein virus
(MaYVV), foram descritas infectando plantas daninhas da regido Nordeste do Brasil pertencentes
a familia Fabaceae. Todas as quatro novas espécies apresentam organizacdo gendmica de

begomovirus do “Novo Mundo” (Silva, 2011).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de material vegetal e obtencéo de isolados virais

As amostras de plantas daninhas utilizadas para realizacdo deste trabalho (Tabela 1)
foram coletadas nos estados de Alagoas e Minas Gerais. As plantas apresentavam sintomas de
mosaico amarelo, deformagéo do limbo foliar e reducéo do crescimento (Figura 2). As amostras
coletadas foram armazenadas em sacos plasticos e transportadas até o laboratorio, onde foram
mantidas a -80°C até a extracdo de DNA. A extracdo de DNA foi realizada de acordo com Doyle
& Doyle (1987). O DNA foi armazenado a -20°C.

Figura 2 - Plantas daninhas mostrando sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus como: mosaico
amarelo e deformacdo do limbo foliar. A - Sida sp.; B - Sida santaremnensis e C - Sidastrum
micranthum.

Fonte: (Autora, 2011)
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Tabela 1. Localizagéo, hospedeiros e ano de coleta das amostras coletadas em Alagoas e Minas gerais nos
anos de 2009 e 2010

Cadigo da Local de coleta Hospedeiro Ano de
amostra coleta
Minas Gerais
16DN Vicosa Sida santaremnensis 2010
22DN Vigosa Sidastrum micranthum 2010
33DN Vigosa Sidastrum micranthum 2010
35DN Vigosa Sidastrum micranthum 2010
37DN Vigosa Sidastrum micranthum 2010
13p Vigosa Sida urens 2010
15DN Vigosa Sidastrum micranthum 2010
26DN Vigosa Sida santaremnensis 2010
28DN Vicosa Sida santaremnensis 2010
Alagoas
14M Rio Largo Sida urens 2010
49M Vicosa Sida urens 2009
61M Vicosa Sida urens 2010
64M Maragogi Sida sp. 2010
65M Cha Preta Sida urens 2010
262 Rio Largo Blainvillea rhomboidea 2010
252 Jungueiro Blainvillea rhomboidea 2009
253 Limoeiro Blainvillea rhomboidea 2009
254 Rio Largo Blainvillea rhomboidea 2009

Fonte: (Autora, 2011)
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3.2 - Clonagem e sequenciamento dos genomas virais

Dentre as plantas daninhas, foram coletadas 10 amostras de Blainvillea rhomboidea e 10
amostras de Sida spp. em diferentes municipios do estado de Alagoas e 47 amostras de Sida spp.
no municipio de Vicosa em Minas gerais (dados ndo mostrados). Todas as amostras foram
utilizadas para amplificacdo utilizando-se a enzima DNA polimerase do bacteriéfago phi29 de
acordo com o método descrito por Inoue-Nagata et al. (2004). Aliquotas das amplificacdes foram
submetidas, individualmente, a clivagens com as enzimas de restricdo Apa I, Bam HI, Eco RV,
Hind 111, Pst I, Sac | e Kpn 1.

Os produtos das reacdes foram analisados em gel de agarose a 0,7% corado com brometo
de etideo (5 pg/mL) e visualizado sob luz UV. Aliquotas das reacfes de clivagem contendo
fragmentos de ~2600 nucleotideos, correspondente a uma copia de cada componente gendmico,
foram utilizadas para ligacéo ao vetor pBluescript KS+ (Stratagene) previamente linearizado com
a mesma enzima e defosforilado. O produto da reacéo de ligacao foi utilizado para transformacéo
de células ultracompetentes de Escherichia coli estirpe DHS5a pelo método de choque térmico
(Sambrook et al., 2001). Col6nias contendo os possiveis plasmideos recombinantes foram
repicadas para meio LB liquido contendo ampicilina e incubadas a 37°C sob agitacdo orbital de
250 rpm durante 12h. Apds incubagdo, as culturas foram submetidas a extracdo de DNA
plasmidial pelo método de lise alcalina (Sambrook et al., 2001). O DNA obtido foi submetido a
clivagem com a mesma enzima utilizada para a clonagem, e o padréo eletroforético em gel de
agarose a 0,7% utilizado para confirmacdo da clonagem. Amostras onde a clonagem foi
confirmada foram submetidas a uma digestdo com a enzima Hae Il (enzima de corte frequente),
e 0 padrdo eletroforético utilizado para selecdo dos clones a serem completamente sequenciadas
pela Macrogen, Inc. (Seul, Coréia do Sul). A primeira rodada de sequenciamento foi realizada
com os oligonucleotideos M13 Forward e Reverse. Os clones foram classificados como DNA-A
e DNA-B por meio do sequenciamento parcial da Macrogen, Inc., Seul, Coréia do Sul, mas
apenas 0s clones referentes ao DNA-A foram usados para o sequenciamento do genoma completo
onde foram desenhados oligonucleotideos internos (Tabela 2). As sequéncias foram montadas

utilizando-se o programa DNAMAN versdo 6 (Lynnon Biosoft Corporation).
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Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para sequenciamento dos componentes gendmicos de

begomovirus.

Oligonucleotideo

Clones

STla-5" GCTGTCATTGATGTCG 3’

STib -5 CCTCATCTCCACGTCC 3’

ST2a -5 CCACTCTTGCATCTCG 3’

ST2b - 5 GCTTACCGACACGGTG 3’

ST3a -5 GGTCAAGAGGTTCTGG 3°

ST3b - 5" CCATCCAGGTCAACAC 3’

ST4a -5 GGTCGAACAGTCTGTT 3’

ST4b - 5 GAGGCATGAGTACATG 3’

ST7a -5 GGCTGCCCATCTTCGTGTAG 3’

ST7b - 5 GGACGACATCAGTGAAGGC 3’

ST8a - 5’>CTTTGGATAGAGAGCACTTCGG 3°
ST8b - 5 CATCAGTTCGAGCTTCTGGG 3°
ST10a - 5 GGAAGCTGGGAAGTACGAG 3’
ST1lla-5" GCAGTTCGCTTTGCAAC 3’

ST11b - 5 GCATGGAGATGAGGCTC 3’

ST12a -5 CGTGCACGTGAACTTCCCTTC 3
ST12b - 5° CTGACGGCTTCTGGAGTAG 3’
ST13a - 5 GGGAAGATCTGGATGGATGAGA 3’
ST13b - 5 GCATTGGAAAGAGTTGATTGGGG 3’
ST1l4a - 5 GGGTCGCATACACAGGGTTAG 3’
ST14b - 5 GGAAGAGAGCACTGAGGATATGT 3’
ST15a - 5 GCAACCTCACCTCCACATC 3’
ST15b 5° CTCCTGAGGTTGTGGTTGAAC 3’

15SS, 17SS
2SS, 158§, 17SS
12SS, 13SS, 16SS, 18SS, 19SS, 20SS
12SS, 13SS, 16SS, 18SS, 19SS, 20SS
1SS, 3SS, 4SS, 14SS
1SS, 3SS, 4SS, 14SS
14SS
14SS
5SS
5SS
6SS, 7SS
6SS, 7SS
2SS
21SS, 2288, 23SS, 26SS
21SS, 2288, 23SS, 26SS
24SS, 25SS
24SS, 25SS
9SS
9SS
8SS
8SS
10SS, 11SS
10SS, 11SS

Fonte: (Autora, 2011)
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3.3 - Comparagdes de sequéncias e analise filogenética

As sequéncias foram inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTnN para identificacéo
das espécies virais com maior porcentagem de identidade, e em seguida foram analisadas a fim
de identificar as ORFs presentes no genoma viral utilizando-se o programa ORF Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Comparagdes par a par foram geradas utilizando-se
0 programa DNAMAN versdo 6 (Lynnon Biosoft Corporation) e estimada a porcentagem de
identidade das sequéncias de nucleotideos do genoma inteiro entre os isolados encontrados e oito
begomovirus do Brasil: Sida yellow mosaic virus (SiYMV, AY090558); Sida common mosaic
virus (SiCmMV, EU710751); Tomato mild mosaic virus (ToMiMV, EU710752); Euphorbia
yellow mosaic virus (EuYMV, FJ619507); Sida mottle virus (SiMoV, AY090555); Blainvillea
yellow spot virus (BIYSV, EU710756); Tomato leaf distortion virus (ToLDV, EU710749) e
Tomato yellow spot virus (ToYSV, DQ336350). Alinhamentos multiplos, incluindo os isolados
de plantas daninhas e outros begomovirus do Brasil, foram preparados utilizando-se o algoritmo
MUSCLE (Edgar, 2004). A arvore filogenética a partir do alinhamento do DNA-A foi construida
com MEGA 4.0 (Kumar et al., 2004) utilizando o método “Neighbour-Joining” incluindo analise
“bootstrap” com 2000 repeticdes para verificar a significancia de cada ramo. Os alinhamentos e a
arvore filogenética incluiram os isolados obtidos a partir de plantas daninhas deste trabalho e

espécies de begomovirus ja relatadas no Brasil (Tabela S1).

3.4 - Analise de recombinacéo

Para investigar possiveis eventos de recombinacao, sequéncias completas de begomovirus
ja relatados no Brasil juntamente com os isolados de plantas daninhas deste trabalho, foram
inicialmente alinhadas utilizando-se o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Evidéncias
filogenéticas para recombinacdo foram inicialmente detectadas por meio da analise de
recombinacdo como implementado no programa SplitsTree v. 4.1 (Huson; Bryant, 2006).
Eventos de recombinacdo, supostos parentais e sitios de recombinacdo foram identificados

utilizando-se o programa RDP ver. 3.0 (Martin et al., 2005). Para reduzir a possibilidade de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
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obtencdo de falsos sinais de recombinagdo, apenas eventos suportados por pelo menos trés
métodos diferentes e um valor P <1,0 x 10 foram considerados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Clonagem e sequenciamento dos genomas virais
4.1.1 - Amplificagdo dos genomas virais completos

O DNA viral a partir das amostras de plantas daninhas foi amplificado via RCA. Um
fragmento de comprimento superior a 12.000 nucleotideos (nt), correspondente ao multimero
linear contendo varias copias do genoma viral, foi observado para cada reacéo (Figura 3).

Figura 3 - Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) de amplicons obtidos a partir de amostras de
DNA total amplificado via RCA. M, marcador de comprimento (“1 Kb plus DNA ladder”, em
nucleotideos); 1-9, amplicons obtidos a partir da amostras coletadas em Vicosa-MG; 10-18,
amplicons obtidos a partir das amostras coletadas em Alagoas (10,15, 18, Rio Largo; 11,12,
Vicosa; 13, Maragogi; 14, Cha Preta; 16, Junqueiro; 17, Limoeiro).

M1 234 5 67 891011 121314 1516 1718

chcoantassdeedoidanass

Fonte: (Autora, 2011)



44

Fragmentos de aproximadamente 2.600 nt, correspondentes a uma copia dos componentes
gendmicos virais, DNA-A ou DNA-B foram observados ap6s as reacdes de clivagem dos
produtos de RCA com diferentes enzimas de restricdo Apa I, Bam HI, Eco RV, Hind IIl, Pst I,
Sac | e Kpn I. Para encontrar a enzima que clivasse o DNA viral em apenas um ponto (Figura 4).

Figura 4. Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) de amplicons obtidos a partir de amostras de
DNA total e, submetidos a clivagem com enzima de restricdo. M, marcador de comprimento
(“1 Kb plus DNA ladder”, em nucleotideos); 1-9, amplicons obtidos a partir da amostra
coletada em Vigosa-MG (1, 2, 4, enzima Bam HI. 3, enzima Eco RV. 5-9, enzima Apa I) e 10-
18 coletadas em Alagoas: 10, Rio Largo; 11,12, Vigosa; 13, Maragogi; 14 Cha Preta, enzima
Bam HI; 15, Rio Largo, enzima Hind IlI; 16, Junqueiro; 17, Limoeiro; 18, Rio Lagro, enzima
Apa l.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18
> e e b =B o e e nb.-.-’b

HUNLE ‘  "'N'

- ‘_"""' ”"....

Fonte: (Autora, 2011)
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4.1.2 - Clonagem dos fragmentos correspondentes a uma copia do genoma viral

Os fragmentos de aproximadamente 2600 nt foram clonados no vetor pKS+. Apos a
transformacdo, foram escolhidas cinco colénias contendo os possiveis DNAs plasmidiais
recombinantes, 0s quais foram extraidos a partir das colénias e submetidos a clivagem com a
mesma enzima utilizada para a clonagem. Foram observados fragmentos de aproximadamente
3.000 nt, correspondente ao vetor plasmidial, e 2.600 nt, correspondente ao componente
gendmico viral, confirmando-se assim o processo de clonagem do componente viral completo
(Figura 5).

Figura 5 - Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clivagem de DNA plasmidial proveniente da
clonagem de componentes gendmicos, com as enzimas Bam HI, Eco RV e Apa I. M, marcador
de comprimento (“1 Kb plus DNA ladder”, em nucleotideos); 1-45, clones obtidoas a partir de
amostras coletas em Vigosa-MG: 1-10 e 16-20, enzima Bam HI. 11-15, enzima Eco RV, 21-45,
enzima Apa .

M1 23 456 78 9 1011121314151617 18192021 22232425

26 272829 303132333435 3637383940414243 4445

-

—= BfiIEfl snzssusEsgRIEsEss

Fonte: (Autora, 2011)
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4.2 Caracterizagcdo molecular

Entre as dezoito amostras selecionadas para clonagem e sequenciamento dos genomas
virais, nove foram coletadas no municipio de Vicosa-MG e nove foram coletadas em diferentes
municipios do estado de Alagoas. Os clones foram submetidos a digestdo com a enzima Hae Il1.
Dos 56 clones selecionados, apenas 26 correspondiam a DNA-A, 11 foram obtidos de amostras
de Vicosa-MG e 15 foram obtidos de amostras do estado de Alagoas (Tabela 3).

A andlise das sequéncias dos 26 clones, os quais correspondiam ao DNA-A, indicou a
presenca de dez espécies de begomovirus (Figura 6 e Tabela 4). Quatro dessas espécies Sida
yellow net virus — SiYNV, Sida yellow blotch virus — SiYBV, Sida yellow mosaic Alagoas virus
— SIYMAV e Sida mottle Alagoas virus — SIMOAV sdo consideradas espéecies novas, pois 0s
clones correspondentes apresentaram menos de 89% de identidade com os begomovirus ja
descritos e entre si, deste modo ndo ultrapassando o limite para designacdo de espécie para o
género Begomovirus de 89% de identidade de nucleotideos, conforme estabelecido por Fauquet et
al. (2008).

O isolado BR:Vic1:10 obtido de Sida santaremnensis corresponde ao Sida yellow mosaic
virus (SiYMV), com 97,5% de identidade com SiYMV (AY090558). Os isolados BR:Vic3:10,
BR:Vic4:10, BR:Vic5:10 e BR:Vic8:10 obtidos de Sidastrum micranthum correspondem ao
isolado de Sida common mosaic virus (SiICmMV), com 94,0% - 97,1% de identidade com o
SiCmMV (EU710751). Os isolados BR:Vic6:10 e BR:Vic7 obtidos de Sida urens correspondem
ao Tomato mild mosaic virus (ToMiMV), com 95,1% de identidade com o ToMiMV
(EU710752). Esta espécie é também relatada infectando tomateiro (Castillo-Urquiza et al., 2008).
O isolado BR:Vic9:10 obtido de S. santaremnensis corresponde ao Euphorbia yellow mosaic
virus  (EuYMV), com 96,4% de identidade com o EuYMV (FJ619507). Os isolados
BR:Vic10:10 e BR:Vic11:10 obtidos de S. santaremnensis correspondem ao Sida mottle virus
(SiMoV), com 95,4% de identidade com o SiMoV (AY090555). As espécies SiYMV e SiMoV
foram detectadas em plantas daninhas encontradas frequentemente dentro e perto de campos de
tomate (Fernandes et al.1999), e a presenca do SiMoV ja foi detectada em tomateiro e em Sida

rhombifolia (Fernandes et al., 1999; Cotrim et al., 2007). Assim, a hipdtese de que o0s
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begomovirus atualmente presentes em tomateiro evoluiram a partir de virus em plantas daninhas

é reforgada com esses resultados.

Tabela 3 - Codigo da amostra, procedéncia das plantas daninhas e lista de clones completamente

sequenciados.

Caddigo da Local de coleta Clone Isolado
amostra
Minas Gerais
16DN Vigosa 1SS BR:Vic1:10
22DN Vigosa 2SS BR:Vic2:10
33DN Vigosa 3SS BR:Vic3:10
35DN Vigosa 4SS BR:Vic4:10
37DN Vigosa 5SS BR:Vic5:10
13p Vigosa 6SS, 7SS BR:Vic6:10, BR:Vic7:10
15DN Vigosa 8SS BR:Vic8:10
26DN Vigosa 9SS BR:Vic9:10
28DN Vigosa 10SS, 11SS BR:Vic10:10, BR:Vicl11:10
Alagoas
14M Rio Largo 12SS, 13SS BR:Rlal:10, BR:Rla2:10
49M Vigosa 14SS BR:Vsa3:09
61M Vigosa 15SS, 16SS BR:Vsal:10, BR:Vsa2:10
64M Maragogi 17SS, 18SS, 19SS BR:Mar1:10, BR:Mar2:10,
BR:Mar3:10
65M Cha Preta 20SS BR:Chpl:10
262 Rio Largo 21SS, 22SS, 23SS BR:RIa3:10, BR:Rla4:10,
BR:RIa5:10
252 Junqueiro 24SS BR:Jun1:09
253 Limoeiro 25SS BR:Lim1:09
254 Rio Largo 26SS BR:Rla6:09

Fonte: (Autora, 2011)
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Os isolados BR:Rla3:10, BR:Rla4:10, BR:RIla5:10, BR:Junl:09, BR:Lim1:09 e
BR:RIa6:09 obtidos de Blainvillea rhomboidea correspondem ao Blainvillea yellow spot virus
(BIYSV) com 92,1% - 95,3% de identidade com BIYSV (EU710756). Esta espécie foi relatada e
obtida do mesmo hospedeiro por Castillo-Urquiza et al. (2008). Os trabalho de Castillo-Urquiza
et al. (2008) assim como este mostram que, B. rhomboidea, pertencente a familia Asterareae, é
infectada apenas por BIYSV e BIYSV sb é encontrado em B. rhomboidea, fazendo-se assim
necessario o desenvolvimento de novos estudos com o propdsito de detectar a gama de
hospedeiros deste virus. Silva et al (2011) trabalhou com vinte e trés amostras de Cleome affinis
coletadas na regido Nordeste do Brasil e encontrou apenas Cleome leaf crumple virus (CILCrV),
sugerindo que C. affinis é infectada apenas por CILCrV. Esta situacdo é semelhante a que ocorre
em B. rhomboidea, pois 0 virus parece ser restrito a um Unico hospedeiro e o hospedeiro tem
apenas um virus infectanto-o.

O isolado BR:Vic2:10 obtido de S. micranthum (Figura 8A) representa uma nova espécie
relacionada a ToYSV e SiMoV (DQ336350 e AY090555, com 87,3 e 87,2% de identidade,
respectivamente) para a qual é proposta o nome Sida yellow net virus (SiYNV). Uma segunda
espécie é representada pelos isolados BR:Vsal:10 e BR:Vsa2:10, obtidos de Sida urens, e
BR:Marl1:10, BR:Mar2:10 e BR:Mar3:10 obtidos de Sida sp. (Figura 8B), a qual estd mais
relacionado ao Tomato leaf distortion virus — ToLDV (EU710749, 83,3% - 83,6% de identidade)
e cujo nome proposto é Sida mottle Alagoas virus (SiMoOAV). Uma terceira espécie é
representada pelos isolados BR:Rlal:10, BR:RIa2:10 e BR:Chp1:10 obtidos de S. urens (Figura
8C), a qual esta mais relacionada com o SiIMoAV (83,5% - 88,4% de identidade) e cujo o nome
proposto é Sida yellow blotch virus (SiYBV). O Isolado BR:Vsa3:09 obtido de S. urens (Figura
8D) também corresponde a uma nova espécie, mais relacionada com o SiCmMV (EU710751,

79,9% de identidade) e cujo nome proposto é Sida yellow mosaic Alagoas virus (SiYMAV).



Figura 6 - Porcentagem de identidade de nucleotideos entre isolados de begomovirus obtiddos a partir de plantas daninhas e outros begomovirus descritos

anteriormente.
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[17]BR:Vsa2:10 (SIMoAV) '80.6 81.0 81.0 80.4 80.5 80.8 80.3/84.7 822 823 g
[1S]BR-Marl:10 (SIMoAV) 79.8 80.7 80.8 80.6 80.2 30.4 80.4 30.4 81.0 811 &
[19]BRMar2:10 (SDMoAV) 79.8 80.7 80.8 80.6 80.2 80.4 80.4 80.4 81.0 81.1 = -
[20]BR-Mar3:10 (S0MoAV) 79.8 80.7 80.8 80.6 80.2 30.4 80.4 80.4 810 811 §
[21]BRR1a3:10 s
[22]BR-Rla:10 [
[23]BRR1a3:10
[24]BR:R126:09 =
[25]BRL1n1:09
[26]BR:Jun1:09 :
[27]SiYMV_AY090558 78.1 78.4 783 768 81.6 81.2 80.4 75.1 80.6 80.2 78.3 78.3 783
[28]SiMoV_AY090555 | 73.6 75.3 79.0 78.6 77.2 77.2 873 81.3 80.9 814 76.8 82.8 82.0 820 82.0 82.0 70
[29]SiCmMV_EU710751 78.7 78.7 80.8 78.1 782 78.7 78.4 78.7 79.9 80.4 80.1 80.3 80.3 80.3
[30]ToMIMV_EU710752 | 78.0 79.0 77.2 773 78.3 769 77.1 76.8 765 77.3 749 73.9 73.3 78.8 73.8 78.8
[31]ToLDV_EU710749 810 83.3 84.0 79.0 79.0 81.4 81.9 82.0[J08 82.2 81.9 82.8 78.5 83.5 83.6 83.3 83.3 83.3 73. 783 80.5 832 79.5
[32]BIYSV_EU710756 5

[33]EuYMV_FJI619507
[34]ToYSV_DQ336330

75.0 75.2 79.8 80.0 78.7 78.78
(21 31 [#1 [51 [61 U1 [81 [9]

80.8 80.4 82.1 77.6 81.6 81.6 80.6 80.6 80.6
[10] [117 [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19]

g 79.7 77.8 817
1 [21] [22] [23] [24] [25] [26] [27] [28] [29] [30] [31] [32] [33] [34]

Fonte: (Autora, 2011)



Tabela 4. Classificagdo taxondmica dos isolados obtidos das amostras de plantas daninhas coletadas em Minas Gerais e Alagoas
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Isolado Local de coleta Hospedeiro Espécie
Minas Gerais
BR:Vicl1:10 Vigosa Sida santaremnensis Sida yellow mosaic virus - SIYMV
BR:Vic2:10 Vigosa Sidastrum micranthum Sida yellow net virus - SiYNV nov)
BR:Vic3:10 Vigosa Sidastrum micranthum Sida common mosaic virus - SiCmMV
BR:Vic4:10 Vigosa Sidastrum micranthum Sida common mosaic virus - SICmMV
BR:Vic5:10 Vigosa Sidastrum micranthum Sida common mosaic virus - SICmMV
BR:Vic6:10, BR:Vic7:10 Vigosa Sida urens Tomato mild mosaic virus - ToMiMV
BR:Vic8:10 Vigosa Sidastrum micranthum Sida common mosaic virus - SICmMV
BR:Vic9:10 Vigosa Sida santaremnensis Euphorbia yellow mosaic virus - EuYMV
BR:Vicl10:10, BR:Vic11:10 Vigosa Sida santaremnensis Sida mottle virus - SiMoV
Alagoas
BR:Rlal:10, BR:RIla2:10 Rio Largo Sida urens Sida yellow blotch virus - SiYBV o)
BR:Vsa3:09 Vicosa Sida urens Sida yellow mosaic Alagoas virus - SiYMAYV (o)
BR:Vsal:10, BR:Vsa2:10 Vicosa Sida urens Sida mottle Alagoas virus - SIMOAV novo)
BR:Marl:10, BR:Mar2:10, BR:Mar3:10 Maragogi Sida sp. Sida mottle Alagoas virus — SiMoAV
BR:Chpl1:10 Cha Preta Sida urens Sida yellow blotch virus - SiYBV
BR:RIa3:10, BR:Rla4:10, BR:Rla5:10 Rio Largo Blainvillea rhomboidea Blainvillea yellow spot virus - BIYSV
BR:Jun1:09 Jungqueiro Blainvillea rhomboidea Blainvillea yellow spot virus - BIYSV
BR:Lim1:09 Limoeiro Blainvillea rhomboidea Blainvillea yellow spot virus - BIYSV
BR:Rla6:09 Rio Largo Blainvillea rhomboidea Blainvillea yellow spot virus - BIYSV

Fonte: (Autora, 2011)
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Figura 8 - Amostras apresentando sintomas tipicos de infec¢do por begomovirus, de onde foram obtidas as
novas espécies de begomovirus. A Sida yellow net virus — SiYNV (Sidastrum micranthum), B
Sida mottle Alagoas virus — SIMOAV (Sida sp.), C Sida yellow blotch virus — SiYBV (Sida
urens) e D Sida yellow mosaic Alagoas virus - SI'YMAYV (Sida urens).

Fonte: (Autora, 2011)

Os virus descritos neste trabalho apresentam caracteristicas tipicas de begomovirus
bisegmentados do Novo Mundo. A origem de replicacdo viral (TAATATTAC) (Heyraud-
Nitcchke et al., 1995; Orozco; Hanley-Bowdoin, 1998), caracteristica em todos os geminivirus
estd presente em todos os clones. Foram identificadas as ORFs: cp (“coat protein™), rep
(“replication-associated protein”), ren (“replication enhance protein™), trap (“trans-activating
protein”), AC4 e AC5 (Tabela5).



Tabela 5 - Aminoacidos (aa) das ORFs de cada espécie viral.
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Espécies virais e isolado cp rep ren trap AC4  ACH
Sida yellow mosaic virus (SiYMV) - BR:Vic1:10 251aa 358aa 132aa 129aa 85aa -
Sida yellow net virus (SiYNV) - BR:Vic2:10 259aa 359aa 132aa 129aa 87aa -
Sida common mosaic virus (SICmMV) - BR:Vic3:10 249aa 359aa 132aa 129aa 155aa -
Tomato mild mosaic virus (ToMiMV) - BR:Vic6:10 249a3a 36laa 132aa 129aa 85aa -
Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMYV) - BR:Vic9:10 249aa 359aa 132aa 129aa 120aa 179aa
Sida mottle virus (SiMoV) - BR:Vic10:10 250aa 359aa 132aa 129aa 87aa -
Sida yellow blotch virus (SiYBV) - BR:RIal:10 251aa 358aa 132aa 129aa 85aa 96aa
Sida yellow mosaic Alagoas virus (SIYMAV) - BR:vsa3:10 251aa 358aa 132aa 129aa 85aa 105aa
Sida mottle Alagoas virus (SIMOAYV) - BR:Vsal:10 251aa 36laa 132aa 129aa 85aa -
Blainvillea yellow spot virus (BIYSV) - BR:RIa3:10 251aa 358aa 132aa 13laa 85aa 18laa

Fonte: (Autora, 2011)

As viroses transmitidas por mosca branca (B. tabaci) foram inicialmente estudadas no
Brasil durante a década de 1930. Atualmente a incidéncia e severidade de doencas em culturas de
importancia econdmica como feijdo, tomate e algoddo tem aumentado significativamente no
Brasil e em outros paises, devido ao aumento populacional da B. tabaci (Morales, 2006). A B.
tabaci bidtipo B é uma espécie cosmopolita, polifaga e com eficiente disseminacdo, resultando
assim num sério problema para uma vasta gama de hospedeiros (Anderson, 1993; Caballero,
1993). Essas carateristicas permitiram a transmissdo de begomovirus a novos hospedeiros, e o
aparecimento de novas variantes recombinantes resultantes de infeccdo mista (Ribeiro et al.,
2007).

Neste estudo, oito diferentes espécies de begomovirus foram encontradas nas 14 amostras
pertencentes a familia Malvaceae, sendo quatro espécies novas. Com o avanco do método
simples de clonagem utilizando amplificacdo por circulo rolante (RCA), € possivel realizar a
identificacdo de um grande nimero de novas espécies que vem sendo resultado gracas ao uso
dessa técnica. Entre as espécies novas apenas uma foi encontrada em Minas Gerais e trés em
Alagoas, assim o total de espécie encontrada em Minas Gerais foi menor do que em Alagoas.
Levando-se em consideracdo os hospedeiros, as espécies de Sida sdo um reservatorio natural de

diferentes espécies de begomovirus, enquanto Blainvillea, ao que tudo indica, hospeda apenas o
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Blainvillea yellow spot virus. No trabalho de Silva et al (2011) observa-se resultados semelhante
onde Macroptilium é um reservatorio natural de diferentes espécies de begomovirus, assim como
Sida, enquanto que Cleome hospeda apenas Cleome leaf crumple virus (CILCrV), assim como
Blainvillea. Estes resultados mostram que uma grande diversidade de begmovirus é encontrada
infectando diferentes espécies de plantas daninhas, e que ainda podem ser encontradas novas
espécies de begomovirus nestas plantas. Demonstra ainda a grande diversidade de begomovirus
que infectam plantas daninhas no Brasil. Resultados semelhantes tém sido observados por outros
autores trabalhando com espécies de plantas daninhas (Jovel et al., 2004; Castillo-Urquiza et al.,
2008; Paprotka et al., 2010b; Silva et al, 2011a; Silva et al, 2011b).

4.3 Analise filogenética

Para determinar o relacionamento filogenético dos begomovirus encontrados em Vigosa-
MG e em municipios de Alagoas com outros begomovirus relatados anteriormente no Brasil, foi
construida uma arvore filogenética baseada no DNA-A pelo método de “Neighbour-Joining”
(Figura 8).

As novas espécies Sida mottle Alagoas virus (SiIMoAV) e Sida Yellow blotch virus
(SiYBV), ambas clonadas a partir de amostra de Sida urens, formaram ramos distintos com 100%
de confiabilidade. Essas duas espécies formaram um grupo que inclui também o isolado de
EuYMV (BR:Vic9:10) obtidos apartir de Sida santaremnensis, e as espécies Euphorbia mosaic
virus (EuMV), Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV), Tomato common mosaiv virus (ToCmMV)
e Abutilon Brazil virus (AbBV). Essas espécies sdo todas filogenéticamente mais proximas de
begomovirus encontrados na Ameérica Central e do Sul do que dos begomovirus brasileiros
(Castillo-Urquiza et al, 2008; Silva et al, 2011a; Silva et al, 2011b). No segundo grupo o isolado
BR:Vicl:10 (SiYMV) agrupou com a nova espécie Sida yellow net virus (SiYNV), além dos
isolados de SiMoV (BR:Vicl10:10 e BR:Vic11l:10). O terceiro grupo inclui os isolados
BR:Vic6:10 e BR:Vic7:10 (ToMiMV), a nova espécie Sida yellow mosaic Alagoas virus
(SiYMAV) e os isolados BR:Vic3:10, BR:Vic4:10, BR:Vic5:10 e BR:Vic8:10 (SiCmMV)
clonados a partir de amostra de Sida micranthum. No quarto grupo estéo os isolados BR:Rla3:10,
BR:Rla4:10, BR:RIa5:10, BR:Jun1:09, BR:Lim1:09 e BR:RIa6:09 (BIYSV) clonados de amostra
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de B. rhomboidea. Os resultados da analise filogenética estdo de acordo com os resultados
obtidos na analise de comparacéo de sequéncias.
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Figura 9 - Arvore filogenética baseada nas
sequéncias do DNA-A dos virus detectados
nas amostras de plantas daninhas coletadas
em Minas Gerais e Alagoas. A éarvore
inclui espécies de begomovirus descritas
anteriormente no Brasil e a espécie Tomato
leaf curl New Delhi virus - ToLCNDV
(U15015), usada como outgroup. A arvore
foi obtida pelo método de “Neighbour-
Joining”. Os nameros em cada ramo
indicam o valor de “bootstrap” (2.000
repeticbes). As dez espécies virais
detectadas nas amostras estéo destacadas.


http://www.acronymfinder.com/Tomato-Leaf-Curl-New-Delhi-Virus-%28ToLCNDV%29.html
http://www.acronymfinder.com/Tomato-Leaf-Curl-New-Delhi-Virus-%28ToLCNDV%29.html
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4.4 - Anélise da recombinagdo

Para investigar os possiveis eventos de recombinagcdo dos isolados que representam as
espécies novas, realizou-se anélise para evidéncia filogenética de recombina¢do com o programa
SplitsTree v. 4.1 (Huson; Bryant, 2006) o que resultou na formacdo de uma estrutura em rede,
sugerindo a ocorréncia de eventos de recombinacdo (Figura 10). Evidéncias sugerem que a
recombinacdo é uma fonte comum e importante de diversidade genética em begomovirus
brasileiros (Galvéo et al., 2003; Inoue-Nagata et al., 2006; Ribeiro et al., 2007). Begomovirus
recombinantes foram diretamente implicados no aparecimento de novas doengas e epidemias em
culturas de diversos paises (Pita et al., 2001; Monci, 2002; Garcia-Andres et al., 2007a; Garcia-
Andres et al., 2007b; Garcia-Andres et al., 2006; Lefeuvre et al., 2010). Dois dos possiveis
eventos de recombinacdo detectados por inferéncia filogenética foram confirmados pela analise
no programa RDP3. Eventos de recombinagdo foram detectados por seis métodos (RDP;
GeneConv; Bootscan; MaxChi; CHIMAERA; SisScan; 3S) com valor P 1,9 x 10%, 2,7 x 10,
2,5 x 102, 2,2 x10%%, 2,7 x 10 e 2,0 x 10 para os isolados BR:Rlal:10 e BR:Rla2:10, com
BR:Chpl1:10 e um virus desconhecido como possiveis isolados parentais e os sitios de
recombinacdo nas posicdes 2001-64 e 2001-2648, respectivamente. Qutro evento de
recombinacédo foi detectado por quatro métodos (Bootscan; MaxChi; CHIMAERA, SisScan; 3S)
com valor P 8,1 x 10%, 6,9 x 10%, 3.4 x 10, 2,1 x 10™® para o isolado BR:Vic2:10, com
BR:Vsa2:10 e SiMoV (AY090555) como isolados parentais e os sitios de recombinagdo nas
posicOes 37-2217 (Tabela 6).

No primeiro evento esta ocorrendo recombinagdo intraespecifica em rep. Esse fato é
corroborado com os resultados da arvore filogenética e a analise reticulada, onde o isolado
BR:Chp1:10 de SiYBV ficou separado dos isolados de Rio Largo. J& no segundo evento esta
ocorrendo recombinacdo interespecifica, com a regido comum, toda cp e parte da rep de
BR:Vic2:10 (SiYNV) proveniente do SiMoV, resultado também confirmado pela analise
filogenética, onde SiYNV e SiMoV encontram-se num mesmo grupo da arvore (Grupo Il). Na
andlise reticulada este evento ndo foi evidénciado, contudo a andlise de recombinacdo no RDP3
envolve diferentes métodos de deteccdo, e com isso, 0 segundo evento de recombinancédo

detectado pode ser considerado real.
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Figura 10 - Evidéncia filogenética de recombinacdo entre begomovirus ja descritos no Brasil e os isolados
das espécies determinadas em plantas daninhas descritas nesse trabalho. A formacdo de uma
rede de uma arvore bifurcada segue a ocorréncia de recombinac&o.
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Fonte: (Autora, 2011)
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Tabela 6 - Eventos de recombinacgéo detectados entre os begomovirus ja descritos no Brasil e os isolados das espécies tentativas de plantas daninhas

descritas nesse trabalho.

Parentais Breakpoints valor P
Clone
Maior Menor Inicial Final R® G B M C S 3S
BR:Rlal:10 SimMVxUnknown® 208 459 2,5x10% -¢ 1,8x10% 34x10% 40x10% 14x10% -
BR:Chp1:10 xUnknown 2001 64 19x10%®  27x10® 25x10%® 22x10" 27x10% 2,0x10% -
BR:Rla2:10 SimMVxUnknown 208 459 2,5x10% - 1,8x10% 34x10% 40x10% 14x10% -
BR:Chp1:10 xUnknown 2001 2648 1,9x10%  27x10%® 25x10%® 22x10"° 27x10% 2,0x10% -
BR:Vic2:10 ToYSVxSiCmMV 2416 2649 6,9x 10" 1,6x10™ 13x10% 54x10% 63x10%* 56x10% 12x10%
BR:Vsa2:10 xSiMoV 37 2217 - - - 8,1x10% 69x10% 34x10"° 21x10°*°

& Somente quando o parental maior é identificado, o menor parental ndo é identificado. "Unknown", nenhum parental identificado.

b R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, CHIMAERA; S, SisScan; 3S, 3SEQ.

¢ evento de recombinacdo ndo detectado.

Fonte: (Autora, 2011)
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5. CONCLUSOES

> Existe uma grande diversidade de espécies de begomovirus infectando plantas daninhas
em Minas Gerais e Alagoas;

> A detecgdo de quatro espécies novas a partir de 18 amostras de plantas daninhas ressalta a
diversidade genética de begomovirus no Brasil. A ocorréncia dessas espécies novas
reforca a hip6tese de que essas plantas sdo um reservatério natural de begomovirus;

> As espécies de Sida é um reservatério natural de diferentes espécies de begomovirus,
enquanto Blainvillea, ao que tudo indica, hospeda apenas o Blainvillea yellow spot virus.

» A ocorréncia do virus ToMiMV, virus de tomateiro, sendo também encontrado em planta
daninha reforca a hipdtese de que os virus atualmente presentes no tomateiro foram
originanados a partir de virus presentes em plantas daninhas;

» Eventos de recombinacdo séo precessos evolutivos importantes na diversidade genética e
evolugédo de begomovirus infectando plantas daninhas, adicionalmente novos estudos séo
necessarios para demonstrar que estas plantas daninhas podem apresentar um papel
significativo nas epidemias de begomovirus em plantas cultivadas, atuando como fonte de

indculo ou como fonte de surgimento de novas espécies.
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ANEXOS



MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 - Isolados de begomovirus utilizados para comparacdo filogenética com os isolados de

plantas invasoras.

ISOLADOS ACESSO
Abutilon Brazil virus - AbBV FN434438
Blainvillea yellow spot virus - BIYSV EU710756
Bean golden mosaic virus - BGMV M88686
Cleome leaf crumple virus - CILCV FN435999
Euphorbia mosaic virus - EuUMV FN435997
Euphorbia yellow mosaic virus - EuUYMV FJ619507
Okra mottle virus - OMoV EU914817
Passionfruit severe leaf distortion virus - PSLDV FJ972767
Sida Brazil virus - SiBV FN436001
Sida common mosaic virus - SICmMV EU710751
Sida micrantha virus - SiImMV AJ557451
Sida mottle virus - SiMoV AY090555
Sida yellow leaf curl virus - SiYLCV EU710750
Sida yellow mosaic virus - SiYMV AY090558
Tomato leaf curl New Delhi virus - TOLCNDV U15015
Tomato chlorotic mottle virus - TOCMoV AF490004
Tomato common mosaic virus - ToOCmMV EU710754
Tomato golden mosaic virus - TGMV K02029
Tomato leaf distortion virus - ToLDV EU710749
Tomato mild mosaic virus - TOMiMV EU710752
Tomato rugose mosaic_virus - TORMV AF291705
Tomato severe rugose virus - TOSRV DQ207749
Tomato yellow spot virus - ToYSV DQ336350
Tomato yellow vein streak virus - ToYVSV EF417915

Fonte: (Autora, 2011)



