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RESUMO

Os begomovirus estdo entre os grupos de fitopatdgenos de maior importancia
econdmica em todo o mundo, afetando diversas espécies cultivadas, principalmente em
regibes tropicais e subtropicais. No Brasil, além de plantas cultivadas como as
pertencentes ao género Phaseolus (feijoeiros) e tomateiro (Solanum lycopersicum), os
begomovirus infectam plantas ndo-cultivadas pertencentes a diversas familias botanicas
como Malvaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae e Asteraceae. Esses virus podem ser
transmitidos entre os diferentes hospedeiros cultivados e ndo-cultivados, com plantas
silvestres atuando como possiveis fontes de indculo e como hospedeiros alternativos,
apresentando importancia epidemiologica durante o ciclo da doenca. O objetivo deste
trabalho foi quantificar os diferentes mecanismos evolutivos atuando sobre a
variabilidade e estrutura genética de populac6es de begomovirus infectando hospedeiros
ndo-cultivados no Brasil. Amostras de plantas da familia Euphorbiaceae apresentando
sintomas de infeccdo por begomovirus foram coletadas no estado da Paraiba, 0 DNA
total foi extraido e os componentes gendmicos virais foram amplificados por RCA,
clivados com enzimas de restricdo, clonados e sequenciados. As sequéncias obtidas
foram comparadas com sequéncias a partir do banco de dados de nucleotideos néo
redundantes Genbank, usando o critério de >91% para demarcagéo de especie. Foram
realizadas andlises filogenéticas, de diversidade, recombinacdo e selecdo. A analise de
comparagOes pareadas mostrou que os 49 isolados utilizados neste trabalho pertenceram
a uma Unica espécie viral: Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV).
Filogeneticamente, as populacdes agruparam em arvores bastante similares, porém com
algumas incongruéncias topologicas para as diferentes regides gendmicas. Foi
observada a formacdo de dois grupos principais correlacionados com a origem
geogréfica. A diversidade nucleotidica da populagdo total apresentou-se maior quando
comparada com as subpopulacfes do Nordeste e Centro-Oeste, sendo essa diversidade
semelhante para os conjuntos de dados DNA-A, CP e Rep. Andlise reticulada do
conjunto de dados DNA-A, CP e Rep mostrou evidéncias de recombinacdo atuando na
evolugéo de alguns isolados do Nordeste e Centro-Oeste, sendo detectado apenas um
isolado possivelmente recombinante, com pontos de recombinacdo na Regido Comum e
interface dos genes Trap e Ren. Analise de selecdo mostrou que a pressdo de selecdo
negativa ou purificadora é a principal forca seletiva atuando sobre os genes CP e Rep
das subpopulacdes do EuYMV.

Palavras-chave: Geminivirus, plantas daninhas, variabilidade genética, estruturacdo de
populagéo.



ABSTRACT

The begomoviruses are among the most economic important pathogens worldwide,
affecting different crops, mainly in tropical and subtropical regions. In Brazil, besides
cultivated plants belonging to the genus Phaseolus (beans) and tomato (Solanum
lycopersicum), begomoviruses infect non-cultivated hosts in different botanical
families: Malvaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae and Asteraceae. These viruses can be
transmitted between different cultivated and non-cultivated hosts, with wild plants
acting as putative source of inoculum and as alternate hosts, displaying epidemiological
importance in the disease cycle. The aim of this study was to quantify the different
evolutionary mechanisms acting on the variability and genetic structure of begomovirus
populations infecting non-cultivated hosts in Brazil. Plants from the family
Euphorbiaceae showing symptoms of begomovirus infection were collected in the
Paraiba State, total DNA was extracted and viral genomic components were amplified
by RCA, cleaved with restriction enzymes, cloned and sequenced. The sequences from
this study were compared to sequences from the Genbank non-redundant nucleotide
database, taking account the criterion of >91% for species demarcation. Phylogenetic,
diversity, recombination and selection analyses were performed. The pairwise
comparison showed that all 49 isolates used in this study belonged to one only viral
species: Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMYV). Phylogenetically, the population
grouped in very similar trees, but with some topological inconsistencies for the different
genomic regions. Formation of two main groups correlated with geographic origin was
observed. Nucleotide diversity of the total population was higher than Northeastern and
Midwestern subpopulations, being similar in the DNA-A, CP and Rep datasets.
Network analysis of the DNA-A, CP and Rep datasets showed evidence of
recombination affecting the evolution of isolated from Northeastern and Midwestern,
being detected only one isolate as putative recombinant, with recombination breakpoints
in the Common Region and interface of the Trap and Ren genes. Selection analysis
showed that negative selection pressure or purifying selection is the main selection force
acting on CP and Rep of the EuYMV subpopulations.

Key words: Geminivirus, weeds, genetic variability, population structure.
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1 INTRODUCAO

Os begomovirus sdo fitovirus de DNA de fita simples (sSDNA) circular
compostos por um ou dois componentes gendémicos (DNA-A e DNA-B) encapsidados
numa estrutura geminada icosaédrica, sendo transmitidos naturalmente pela “mosca-
branca” Bemisia tabaci (BROWN et al., 2012). Begomovirus constituem um grupo
importante de fitopatdgenos pertencente a familia Geminiviridae, afetando diversas
culturas de importancia econdémica em todo o mundo. No Brasil, as culturas mais
prejudicadas por begomovirus sdo os feijoeiros (Phaseolus spp.) e tomateiro (Solanum
lycopersicum). Em feijdes, as perdas podem chegar a 100%, e em tomate, reducéo de
60% na produtividade ja foi observada (QUINTELA et al., 2008; MORALES, 2001;
GIORDANO et al., 2005)

Além de plantas cultivadas, os begomovirus podem infectar plantas silvestres de
diversas familias boténicas, podendo servir como fonte de indculo e como hospedeiros
alternativos na auséncia da espécie cultivada. A diversidade genética dos begomovirus
que infectam plantas cultivadas e/ou ndo-cultivadas no Brasil ¢é alta
(AMBROZEVICIUS et al., 2002; CALEGARIO, 2004; CASTILLO-URQUIZA, 2008;
LIMA et al., 2013; ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014), e podem
ser fruto de frequentes eventos de recombinacdo e pseudorecombinacdo entre 0s
begomovirus durante infeccdes mistas (AMBROZEVICIUS, et al, 2002, ZHOU et
al.,1997; FONDONG et al., 2000).

Mutacdo, recombinacdo e pseudorecombinacdo sdo o0s principais motores
responsaveis pela variabilidade genética nas populacdes de begomovirus, variabilidade
que fornece oportunidades de adaptacdo as diversas condi¢cdes ambientais encontradas
nos campos de cultivo. Conhecer a estrutura e a diversidade genética das populagdes de
begomovirus é crucial para a compreensdo das interacbes virus/insetos
vetores/hospedeiros (GARCIA-ARENAL,; FRAILE; MALPICA, 2003; ROOSSINCK,
1997; LIMA et al., 2013; ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).

O objetivo do presente trabalho foi quantificar os diferentes mecanismos
evolutivos atuando sobre a variabilidade e estrutura genética de populacdes do
Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV), um begomovirus que infecta diversos

hospedeiros ndo-cultivados associados a culturas de importancia econdmica no Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae é considerada uma das mais numerosas dentre 0s virus
de planta, contando com 325 espécies distribuidas em sete géneros: Becurtovirus,
Begomovirus, Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus,
sendo que os trés ultimos géneros foram incluidos recentemente a familia (VARSANI et
al., 2014). Essa divisdo é baseada em caracteristicas como gama de hospedeiros, tipo de
inseto vetor, organizacdo gendmica e relacionamento filogenético (VARSANI et al,
2014). Os membros dessa familia sdo caracterizados por apresentarem DNA de fita
simples circular encapsidados em particulas geminadas de morfologia icosaédrica
(BROWN et al., 2012). Dentre os geminivirus, o género Begomovirus (espécie tipo
Bean golden yellow mosaic virus - BGYMYV) é aquele que conta com o maior nimero
de espécies (VARSANI et al., 2014). Este género inclui os mais importantes virus nas
regides tropicais e subtropicais, como o Bean golden mosaic virus (BGMV), o African
cassava mosaic virus (ACMV) e o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV). Os
begomovirus apresentam um ou dois componentes gendmicos designados DNA-A e
DNA-B, sdo transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae)
e infectam plantas dicotiledéneas (STANLEY et al., 2005; FARIA et al., 2000).

Os begomovirus sdo encontrados basicamente no floema das plantas infectadas,
entretanto, algumas espécies sdo capazes de infectar tecidos mais externos como as
células do meséfilo (Revisado por NELSON e VAN BEL, 1997). Esta capacidade de
colonizar o tecido epidérmico pode ser derivada de caracteristicas genéticas adquiridas
por algumas espécies, como por exemplo, o Tomato golden mosaic virus (TGMV), que
é capaz de infectar células do mesofilo e de liberar o Bean golden mosaic virus (BGMV,
um virus comumente restrito ao floema) a partir dos tecidos vasculares. Essa capacidade
de infectar células do mesofilo parece estar associada menos com a proteina codificada
pela ORF CP e mais com uma interacdo complexa entre a regido ndo codificadora, a
Trap, Ren além das proteinas de movimento. (MORRA; PETTY, 2000). O Tomato
yellow spot virus (ToYSV) também invade células do mesofilo e em infecgfes mistas
com o Tomato rugose mosaic virus (ToORMV), o ToYSV libera para o mesofilo o
ToRMV que inicialmente é restrito ao floema (ALVES-JUNIOR et al., 2009).
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Baseado na organizagdo gendmica, diversidade genética e distribuicdo
geografica, os begomovirus sdo divididos em dois grupos: begomovirus do “Velho
Mundo” (Europa, Africa, Asia e Australia) e do “Novo Mundo” (Américas). Os
begomovirus do "Velho Mundo" apresentam um ou dois componentes gendémicos e
frequentemente estdo associados a moléculas de sSDNA satélites denominados
alfassatélites (anteriormente DNA-1) e betassatélites (anteriormente DNA f)
(FAUQUET & STANLEY, 2005). SRIVASTAVA et al., (2015) amostraram uma nova
molécula de DNA satélite (RecSat) em associacdo com Tobacco leaf curl Yunnan virus
(TbLCYNV) infectando naturalmente plantas de tabaco. Analise de sequéncia
demonstrou que o satélite é uma quimera com elementos de alfassatélites e
betassatélites resultante de pelo menos trés eventos de recombinacdo distintos,

demostrando assim a recombinacdo entre satélites distintos.

A maioria dos begomovirus encontrados no "Novo Mundo" apresenta dois
componentes gendémicos denominados DNA-A e DNA-B, com relatos de ocorréncia de
associacao a alfassatélites (PAPROTKA; METZLER; JESKE, 2010b; ROMAY et al.,
2010). Recentemente, um begomovirus desprovido do componente gendmico B foi
relatado causando Tomato leaf curl disease (ToLCD) no Peru e Equador. Esse virus foi
denominado Tomato leaf deformation virus (ToLDV) e provavelmente é resultado de
eventos de recombinagdo e evolugdo convergente a partir do DNA-A do progenitor
bissegmentado (MELGAREJO et al., 2013; SANCHEZ-CAMPOS et al., 2013). Trata-
se, portanto, do primeiro relato de um begomovirus monopartido nativo do “Novo
Mundo”.

Alfassatélites foram identificados no Brasil e na Venezuela associados aos
begomovirus bissegmentados Cleome leaf crumple virus (CILCrV), Euphorbia mosaic
virus (EuMV) e Melon chlorotic mosaic virus (MeCMV), sendo esses 0s primeiros
relatos de alfassatélites associados a begomovirus ocorrendo naturalmente no “Novo
Mundo” (PAPROTKA; METZLER; JESKE, 2010b; ROMAY et al., 2010). O primeiro
begomovirus relatado em associagdo com um betassatéelites foi o Ageratum yellow vein
virus (AYVYV). Desde entéo, varios outros begomovirus tém sido reportados e devido ao
namero crescente de relatos de betassatélites, um sistema de classificagdo e
nomenclatura foi proposto para estes componentes, no qual ja se observam listadas 51
especies (BRIDDON et al., 2008).
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Moléculas de DNA-satélite associadas a begomovirus monopartidos do “Velho
Mundo” foram relatadas interferindo na replicagdo do virus auxiliar, na maioria das
vezes atenuando os sintomas, porém em alguns casos, induzindo o virus auxiliar a
produzir novos sintomas ndo observados em infecg¢fes virais na auséncia dos satélites
(ROOSSINCK, 1992). Complexos formados entre virus e DNA Satélite quimérico pode
interferir no virus auxiliar prejudicando seu acimulo ou induzindo sintomas diferentes
daqueles produzidos unicamente pelo virus, Srivastava et al., (2015). Briddon & Stanley
(2006) afirmam que as funcOes dos satélites ainda ndo sdo claras, pois variam
dependendo do virus auxiliar. Entretanto parecem estar associados & viruléncia do
patdgeno, exercendo funcdo na supressdo do silenciamento génico da planta, com a
proteina BC1, codificada pelo betassatélite, sendo responsavel por essa fungdo (CUI et
al., 2005). Foi demonstrado ainda que begomovirus distintos quando interagem com um
mesmo DNA-satélite produzem os mesmos sintomas nas plantas infectadas
(MANSOOR et al., 2003), indicando que os satelites de DNA podem atuar como fatores
de patogenicidade. O método mais seguro para identificacdo de espécies de
begomovirus tem sido a determinacdo da sequéncia completa de nucleotideos do DNA-
A. Devido a dificuldade inerente na identificacdo de espécies, o Grupo de Estudos de
Geminiviridae do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) propds o limite
de >89% de identidade de nucleotideos entre sequéncias completas do DNA-A para
espéecies de Begomovirus (FAUQUET et al.,, 2008). Este limite foi redefinido para
>91% de identidade (BROWN, et al., 2015). Em 2004, Inoue-Nagata e colaboradores
desenvolveram um método simples para clonagem de genomas completos de
begomovirus baseado na amplificacdo dos componentes genémicos 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 répida
realizacdo de sequenciamento de um grande numero de isolados. A utilizacdo dessas
técnicas tem permitido a realizacdo de estudos de variabilidade genética, epidemiologia
molecular, além de fornecer suporte a programas de melhoramento genético de espécies

cultivadas.

2.2 Organizacao gendmica e papel desempenhado pelas proteinas dos Begomovirus

O genoma da maioria dos Begomovirus do “Novo Mundo” apresenta dois

componentes genémicos denominados DNA-A e DNA-B. Cada componente ¢é



15

encapsidado separadamente em particulas geminadas sendo necessarias as duas
moléculas de DNA para que a infeccdo ocorra. Ambos apresentam um comprimento
semelhante de aproximadamente 2,6 Kb, ndo apresentando homologia de sequéncia,
exceto por uma regido com cerca de 200 pb, a regido comum (RC). A RC é altamente
conservada dentro de cada espécie viral, apresentando normalmente acima de 90% de
identidade. Na RC estdo localizadas a origem de replicacdo e os promotores da sintese
dos mRNA'’s virais (LAZAROWITZ, 1992; LAZAROWITZ et al., 1992; FONTES et
al., 1994b).

Dentro da RC localiza-se uma sequéncia de nove nucleotideos (5°-
TAATATTAC-3’) conservada entre todos os geminivirus, onde se localiza o dominio
funcional da origem de replicacio (OROZCO; HANLEY-BOWDOIN, 1996).
Entretanto, vale salientar que um nonanucleotideo ndo usual (5’-TAGTATTAC-3") foi
relatado no begomovirus Malvaviscus yellow mosaic virus (MYMYV), obtido a partir de
hospedeiros ornamentais da familia Malvaceae (LIMA et al., 2011). Este
nonanucleotideo € clivado durante o inicio da replicacdo viral e se localiza num
contexto de 30 nucleotideos capazes de formar uma estrutura em forma de grampo.
Embora a sequéncia de 30 nucleotideos varie entre espécies de geminivirus, a estrutura
em forma de grampo esta sempre presente, sendo considerado um elemento conservado
estruturalmente (FARIA & ZERBINI, 2000). A transcricdo é bidirecional tanto no
componente A, que codifica genes envolvidos na replicacdo e encapsidacao viral,
quanto no componente B, que codifica genes envolvidos na movimentagdo do virus da
planta (Figura 1; TIMMERMANS; DAS; MESSING, 1994; BROWN, 1997; FARIA et
al., 2000).

No componente A, um gene é transcrito no sentido viral denominado CP que
codifica para a proteina da capa proteica (CP), e quatro, no sentido complementar Rep,
TrAP, Ren e C4, que codificam, respectivamente para a proteina associada a replicacdo
[Replication associated Protein (Rep)], a proteina da transcrigdo [Trans-Acting Protein
(TrAP)], uma proteina que aumenta a replicacdo do genoma viral [Replication Enhancer
(REN)] e uma proteina envolvida na supressao do silenciamento génico. (C4), (FARIA
& ZERBINI, 2000).
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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 (RC), contém a origem de replica¢do 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
replicacdo do DNA viral por circulo rolante. As setas coloridas indicam o0s genes virais e 0 sentido em

gue ocorre a transcrigdo (viral — sentido horario e complementar — sentido anti-horério).

A funcdo da capa proteica (CP) esta relacionada com a protecdo do genoma
contra degradacéo, aquisicdo do virus e transmissdo por insetos vetores, infectividade e
movimento sistémico. A proteina CP é determinante da especificidade da transmisséo
do virus e na interacdo entre o virus e a planta hospedeira, parece ainda estar associada
com o desenvolvimento de sintomas (GARDINER et al., 1998). Foi experimentalmente
demonstrado que a troca do gene CP do African cassava mosaic virus (ACMV), um
begomovirus transmitido por mosca-branca, pelo correspondente do Beet curly top virus
(BCTV), um curtovirus transmitido por cigarrinha, resultou na alteracdo da
especificidade do inseto vetor (BRIDDON et al., 1990).

O produto do gene Rep é uma enzima com propriedades de ligacdo a acidos
nucléicos e de endonucleases. A funcdo da proteina Rep € de se ligar ao sitio de
iniciacdo da replicacdo viral e cortar uma das fitas de DNA iniciando 0 processo
(FONTES; LUCKOW; HANLEY-BOWDOIN, 1992). Rodriguez-Negrete e
colaboradores (2013) sugerem que a Rep exibe atividade supressora dos mecanismos de
silenciamento génico da planta reduzindo a expressdo das metiltransferases
[metiltransferase 1 (MET1)], e junto com a proteina AC4 regula a crometilase (CMT3)

reduzindo a metilagdo do DNA viral em sitios GC.
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A proteina TrAP, codificada pelo gene trap, é um fator de transcricdo, que atua
nos promotores de genes de sentido viral (CP e NSP). Portanto os transcritos
correspondentes a estes genes sO sdo observados na célula apos a expressdo de trap
(SUNTER & BISARO, 1992). Outra funcdo da trap pode ser a de interagir com
proteinas do hospedeiro relacionadas com a defesa, como a adenosina kinase (ADK) e
SNF1 (SUNTER et al., 2001)

A proteina REn, codificada pelo gene REn, € um fator de amplificacdo da
replicacdo viral. Embora ndo seja essencial para que a replicacdo ocorra, o acumulo de
DNA viral € muito maior quando esta proteina esta presente (ZERBINI; CARVALHO;
MACIEL-ZAMBOLIM, 2002). Estudos envolvendo mutacGes nesta proteina tém
mostrado retardamento e atenuacdo de sintomas (ELMER et al., 1988; ETESSAMI et
al., 1991). Ha a possibilidade de que a REn direcione a Rep para o dominio de ligacao
Rep/DNA viral no local de clivagem no inicio da replicacdo (HANLEY-BOWDOIN et
al., 1999).

A C4 ¢é responsavel por contrariar a resposta do hospedeiro a acdo da Rep
(Revisado por ROJAS et al, 2005; STANLEY et al, 2005), além disso € um importante
fator na determinacdo dos sintomas, estando comprometida no controle do ciclo celular,
podendo se envolver com outras proteinas virais e interagir com proteinas envolvidas
com o processo de ubiquinizacdo pelo hospedeiro na tentativa de garantir o avanco da
infecdo, (CASTILLO et al, 2004; EINI et al, 2009; LOZANO-DURAN e
BEJARANO, 2011; LOZANO-DURAN, ROSAS-DIAZ, GUSMAROLLI, et al., 2011;
SANCHEZ-DURAN et al., 2011; ZHANG et al., 2011)

No componente B, no sentido viral o gene NSP codifica uma proteina que realiza o
transporte do DNA através do envelope nuclear [Nuclear Shuttle Protein (NSP)], e no
sentido complementar o gene MP codifica a proteina de movimento [Moviment Protein
(MP)] com fungdes de movimento célula-a-célula (FARIA; ZERBINI, 2000; ZERBINI,
CARVALHO; MACIEL-ZAMBOLIN, 2002). Acredita-se que o transporte célula-a-
célula é realizado por um complexo: MP — DNA — NSP (HEHNLE et al., 2004).

2.3 Replicagéo viral
No processo de infeccdo dos geminivirus, o inseto vetor deposita as particulas

virais (sSDNA) nas células floematicas do hospedeiro (LAZAROWITZ, 1992). O

genoma viral se dissocia da CP de forma espontanea e é transportado até o nucleo das
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células hospedeiras com o auxilio da proteina de trafego. Uma vez dentro do nucleo,
ocorre a replicacdo do genoma viral (LAZAROWITZ, 1992; STANLEY et al., 1995).

A replicacdo se inicia com a sintese de uma fita complementar de DNA gerando
um intermediario de fita dupla denominado “forma replicativa” (FR). A maneira como
esta conversdo ocorre ndo é conhecida, no entanto evidéncias indiretas, como a
necessidade de desestabilizagdo local do dsDNA para o iniciacdo da replicagcdo por
circulo rolante em procariotos por “strand-nicking enzimes” indicam que ¢é realizada por
fatores do hospedeiro (STENGER et al.,, 1991; STANLEY et al., 1995; ZERBINI,
CARVALHO; MACIEL-ZAMBOLIN, 2002). Essa forma replicativa acumula-se em
grandes concentracfes na célula infectada e atua como molde para a sintese de novos
componentes genémicos e também para transcricdo de genes virais (LAUFS et al.,
1995; HEYRAUD-NITSCHKE et al., 1995; STANLEY, 1995).

A FR serve como molde para sintese dos novos componentes genémicos que
ocorre por meio do mecanismo de “circulo rolante”, semelhante ao utilizado pelos
bacteri6fagos X174 e M13 (ZERBINI; CARVALHO; MACIEL-ZAMBOLIN, 2002).
A origem de replicacdo viral (ori) esta localizada na regido comum (RC), onde se
encontra a sequéncia conservada em forma de grampo (“structurally-conserved
element”, SCE) denominada nonanucleotideo (5’-TAATATTAC-3"), no qual ocorre a
clivagem (TAATATTJAC) realizada pela proteina Rep, que atua como uma
endonuclease, iniciando assim o processo de replicacdo por circulo rolante. A replicacao
ocorre da mesma forma para o DNA-B (LAUFS et al., 1995; FARIA; ZERBINI, 2000;
STANLEY et al., 2005).

Na regido comum encontram-se as sequéncias especificas para ligacdo da
proteina Rep (FONTES; LUCKOW; HANLEY-BOWDOIN, 1992; FONTES et al.,
1994a) e regides promotoras da RNA polimerase tipo Il de plantas, responsavel pela
transcrigdo dos genes virais (HANLEY-BOWNDOIN et al., 1999). Apos a ligacdo da 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 (HARRISON; ROBINSON, 1999; RAMOS et al.,
2003). Apds o estagio inicial, os fatores necessarios para completar a fase de circulo
rolante sdo de origem celular (GUTIERREZ et al., 2004). O ultimo estagio é a producao
e a encapsidacdo do ssDNA genbmico circular maduro em particulas virais
(GUTIERREZ, 1999).
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H& outro mecanismo para a replicacdo dos geminivirus, conhecido como
Replicagcdo Dependente de Recombinacdo (RDR), o qual foi proposto a partir da
identificacdo de intermediarios de replicacdo viral do Abutilon mosaic virus (AbMV)
que ndo poderiam ser explicados pelo mecanismo de circulo rolante (JESKE et al.,
2001). Posteriormente, esses intermediarios também foram observados nos geminivirus
African cassava mosaic virus (ACMV), Beet curly top virus (BCTV), Tomato golden
mosaic virus (TGMV) e Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (PREISS e JESKE,
2003), indicando que a RDR € um mecanismo geral entre esses virus. Além disso,
também ja foram encontrados indicios que sugerem que DNA’s satélites associados ao
Tomato leaf curl virus (ToLCV), bem como a CLCuD (“cotton leaf curl disease™),
também replicam via RDR, concomitantemente a via de circulo rolante (ALBERTER et
al., 2005).

O inicio da RDR se da quando uma molécula incompleta de ssDNA interage
com um DNA circular covalentemente fechado (“covalentely closed circular”
cccDNA), em um sitio de recombinacdo homdlogo. O ssDNA ¢é entdo alongado tendo
como molde o cccDNA, sintetizando-se assim um ssDNA completo, que entdo sera
molde para a sintese da fita complementar. Ainda ndo estd bem esclarecido se o
mecanismo € direcionado pelas proteinas do hospedeiro, ou se depende das proteinas
virais. Contudo, ha indicios de que TrAP e REn ndo sdo essenciais (JESKE et al., 2001).
O modelo RDR explica diversos fenémenos bioldgicos relacionados aos geminivirus,
como a réapida e frequente recombinacdo. Além disso, a RDR poderia fornecer
vantagens adaptativas. Se a replicacdo viral normal for obstruida pela falta de
nucleotideos, digestdo do DNA viral pelas enzimas do hospedeiro ou conflitos entre
replicacdo e transcricdo, as moléculas de DNA incompletas podem ser recuperadas pela
recombinacdo homdloga e serem convertidas em genomas virais completos (JESKE et
al., 2001).

Normalmente, os virus infectam células vegetais ja diferenciadas, ou seja, que
ndo estdo em processo de sintese de DNA, sendo assim capazes de ativar a transcricdo
dos genes da hospedeira que estdo envolvidos na sintese das proteinas que necessitam.
Esse processo resulta em sintomas severos causados por esses virus. Outro fator
relacionado a expressdo de sintomas € a movimentacdo célula-a-célula do virus, que
leva a um desarranjo do transporte intercelular, levando ao surgimento de sintomas da
infeccdo (FARIA; ZERBINI, 2000).
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2.4 Variabilidade e estrutura genetica de populactes de begomovirus

A andlise da diversidade e estrutura genética de populacdes é crucial para uma
melhor compreensdo da evolucdo e interagdo do virus com as plantas hospedeiras. As
principais fontes que determinam a variacdo e modificam a estrutura genética das
populacbes dos virus em plantas sdo: mutacdo, recombinacdo e pseudorecombinagéo
(GARCIA-ARENAL,; FRAILE; MALPICA, 2003). A estrutura genética de populacoes
de virus de plantas refere-se a quantidade e a distribuicdo da variabilidade genética
dentro e entre subpopulacdes (GARCIA-ARENAL et al., 2001).

A geracdo de diversidade genética entre virus de plantas fornecem novas
oportunidades para adaptacdo a novos hospedeiros e a mudancas nas condicOes
ambientais (ROOSSINCK, 1997). A ocorréncia de eventos de recombinacdo e
pseudorecombinacdo entre begomovirus bissegmentados e a alta taxa de mutagdo
contribuem para o elevado grau de diversidade observado neste grupo de virus
(PADIDAM; SAWYER; FAUQUET, 1999; ANDRADE et al., 2006; DUFFY;
HOLMES, 2009). A ocorréncia de infeccdo mista facilita a ocorréncia de recombinacao,
bem como de pseudorecombinacdo, contribuindo para a emergéncia de novas espécies
de begomovirus (ZHOU et al.,1997; FONDONG et al., 2000).

2.4.1 Mutacéo

Assim como para todos os virus, a evolucdo dos geminivirus depende
primariamente de muta¢6es. 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 mutacdes pontuais tem sido estudado
nesse grupo de virus sob diferentes condicGes de selecdo, como presenga de um efeito
gargalo (populacéo inicial pequena do virus, periodo curto de aquisi¢do pelo vetor),
transferéncias sucessivas entre hospedeiros sem emprego do vetor, e inoculagdo de
plantas resistentes (ISNARD et al., 1998).

Duffy e Holmes (2009) realizaram analises estruturadas no tempo de isolados
de East African cassava mosaic virus (EACMV) para estimar a taxa de evolugcdo dessa
espécie de begomovirus. As taxas foram estimadas em 1,6x10° e 1,33x10%
subs/sitio/ano para 0 DNA-A e DNA-B, respectivamente. A regido que codifica a

proteina CP apresentou 1,37x107 subs/sitio/ano e a regido que codifica a proteina
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associada a replicacdo mostrou 1,24x107 subs/sitio/ano. As regides codificadoras
presentes no DNA-B, ORFs BV1 e BC1, apresentaram 2,77x10* e 3,45x10%,
respectivamente (DUFFY; HOLMES, 2009). Os autores concluiram que as mutacfes
observadas refletem mais uma répida dinamica mutacional do que uma frequéncia de
evolugdo adaptativa. Contudo, validaram esses altos niveis de heterogeneidade apenas
para 0 DNA-A e a ORF AVL1. Foi observado entdo que as taxas de evolugdo indicadas
para essas duas espécies de begomovirus, entre 107 e 10, corroboram em geral aquelas
determinadas experimentalmente para Mayze streak virus (MSV), (HARKINS et al.,
2009) e Tomato yellow leaf curl China virus (TYLCCNV); (GE et al., 2007). Os dados
obtidos por Rocha e colaboradores (2013), analisando begomovirus brasileiros
bipartidos, mostraram altas taxas de substituicdes de nucleotideos por sitio por ano e
que as regides do genoma que apresentam maiores taxas sdo da regido intergénica e do
gene CP, corroborando os dados obtidos por Duffy e Holmes (2009).

Mutantes para a proteina Rep do Tomato golden mosaic virus (TGMV) e do
Cabbage leaf curl virus CaLCuV que ndo permitem a interacdo com a proteina pRB,
inoculados em protoplastos de fumo (Nicotiana tabacum) e em plantas N. benthamiana
apresentaram até 100% de frequéncia de reversdo de mutacdes, evidenciando a
capacidade de populacbes de geminivirus de evoluir rapidamente para alterar mudancas
deletérias em seu genoma (ARGUELLO-ASTORGA et al., 2007).

2.4.2 Recombinacéo

A recombinacdo pode ocorrer em genomas de DNA e RNA e desempenham um
papel importante na evolucdo dos virus de plantas (GARCIA-ARENAL et al., 2001).
Por recombinacdo, os virus podem adquirir novas informacdes genéticas a partir de
outros virus ou ainda a partir do hospedeiro (PADIDAM; BEACHY; FAUQUET,
1999). Os virus, através da recombinacdo, conseguem ainda resgatar caracteristicas
perdidas por mutacOes através de trocas geneticas com genomas do tipo selvagem
(MAKINO et al, 1986).

A recombinacdo é um evento bastante comum em geminivirus (PADIDAM;
BEACHY; FAUQUET, 1999) e parece contribuir grandemente para a diversificacdo
genética dos begomovirus aumentando seu potencial evolutivo e adaptacdo local

(MONCI et al.,, 2002). A recombinacdo tem sido destacada como um dos mais
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importantes mecanismos evolutivos em begomovirus (LEFEUVRE et al., 2007, LIMA
et al., 2013; MARTIN et al., 2011) sendo responsavel pela alta variabilidade genética
observada em populacdes de begomovirus que infectam plantas ndo-cultivadas (LIMA
etal., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).

Eventos de recombinacdo tém sido diretamente implicados na emergéncia de
novas doengas e epidemias em plantas cultivadas. Essas incluem a epidemia
devastadora do mosaico da mandioca (Manihot esculenta), causada pelo recombinante
EACMYV na Uganda e paises vizinhos (PITA et al., 2001); 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; e as epidemias de
Cotton leaf curl virus (CLCuV) no Paquistdo causadas por um complexo de espécies
incluindo diversos begomovirus recombinantes (IDRIS; BROWN, 2002; MONCI et al.,
2002).

Recentemente, Serfraz e colaboradores (2015) relataram no Paquistdo um novo
begomovirus denominado Okra enation leaf curl virus (OELCuV). Esse begomovirus
aparece associado com Ageratum conizoides simthomless alphassatelite (AConSLA),
formando o complexo Okra enation leaf curl disease (OELCuD). Os autores sugerem
que o esse novo begomovirus é resultado de recombinacdo entre Bhendi yellow vein
mosaic virus (BYVMV) e Cotton leaf curl Multan virus (CLCuMV), mais precisamente
na regido que codifica a proteina Rep.

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

Os mecanismos precisos que controlam a recombinacdo em begomovirus
permanecem desconhecidos (PADIDAM; BEACHY; FAUQUET, 1999). No entanto, é
conhecido que sitios recombinantes ndo séo uniformemente distribuidos ao longo do
genoma com a existéncia de sitios frequentes (“hot spots™) e infrequentes (“cold spots™)
de recombinacdo (STANLEY, 1995; FAUQUET et al., 2005; GARCIA-ANDRES et
al., 2007; LEFEUVRE et al., 2007). Analises de bioinformatica para detectar virus

recombinantes ocorrendo naturalmente revelaram que a origem de replicacéo viral é um
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sitio frequente de recombinacdo (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999). A comparacédo de
sequéncia de 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 porcdo N-terminal da proteina Rep, assim como a regido intergénica
adjacente (RC) séo frequentemente intercambiadas durante a replicagdo. Também foram
identificados sitios frequentes de recombinacdo localizados na regido intergénica entre
0s genes CP e Ren (LEFEUVRE et al., 2007).

Diversos tipos de recombinantes podem surgir, o que reforca a importancia da
recombinacdo como fonte de diversidade genética em begomovirus. O potencial
observado por esses virus para gerar novos variantes genéticos através da recombinagdo
poderia explicar em parte a sua capacidade de adaptacdo e surgimento na natureza
(FARGETTE et al, 2006).

2.4.3 Pseudorecombinacéo

A existéncia de dois componentes genémicos na maioria dos begomovirus
promove um mecanismo alternativo, conhecido como pseudorecombinagéo, pelo qual a
troca de material genético pode ocorrer sem necessidade de recombinacao
intermolecular, ocorrendo apenas a troca de componentes gendémicos entre dois virus
distintos (SUNG; COUTTS, 1995; ANDRADE et al., 2006).

Experimentos com pseudorecombinagdo sdo ferramentas Uteis no estudo de
funcBes de genes e podem revelar relagdes filogenéticas, como é o caso da mistura de
componentes gendmicos do BGYMV e do Bean golden mosaic virus (BGMV), que
possuem identidade inferior a 75% em suas sequéncias de nucleotideos e ndo formam
pseudorecombinantes infecciosos (GILBERTSON et al., 1993a). Por outro lado,
pseudorecombinantes formados a partir da mistura de componentes gendmicos de dois
isolados de BGYMYV 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 pseudorecombinante reciproco induziu
sintomas atenuados e tardios. Esses resultados demonstram que geminivirus com
regides comuns suficientemente similares podem formar pseudorecombinantes
infecciosos, mas ressaltam que frequentemente os pseudorecombinantes reciprocos

apresentam diferencas na eficiéncia de replicacdo e infeccdo sistémica (FARIA et al.,
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1994). Esse fato foi também observado para o African cassava mosaic virus (ACMV) e
TGMV (STANLEY et al., 2005; VON ARNIM; STANLEY, 1992).

Embora a pseudorecombinacdo seja comum entre estirpes de uma mesma
espécie de begomovirus, a formacdo de pseudorecombinantes viaveis entre espécies
distintas é mais dificil (HOFER, et al. 1997a; UNSELD, 2000; GARRIDO-RAMIREZ
et al, 2000).

Um pseudorecombinante produzido entre o DNA-A do Tomato mottle virus
(ToMoV) e o 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 e GILBERTSON, 1996). Entretanto,
apos trés passagens mecanicas sucessivas nesse hospedeiro, os sintomas tornaram-se
idénticos aos produzidos pelo ToMoV e o nivel do DNA-B tornou-se igual ao do DNA-
A. A analise das regides comuns dos DNA’s-A e -B do pseudorecombinante comprovou
a ocorréncia de recombinacdo intermolecular na RC do BDMV, que foi substituida
quase que totalmente pela RC do DNA-A do ToMoV (HOU e GILBERTSON, 1996).
Assim, o DNA-B passou a ser reconhecido com cem por cento de eficiéncia pela
proteina Rep do ToMoV. Esse resultado evidencia a importadncia da
pseudorecombinacdo e da recombinacdo na evolucdo de begomovirus e em sua
adaptacdo a novos hospedeiros.

Outro pseudorecombinante foi obtido entre 0 DNA-A do Abutilon mosaic virus
(AbMV) e 0 DNA-B do Sida golden mosaic Costa Rica virus (SIGMCRV), porém o
pseudorecombinante reciproco nao foi infeccioso (HOFER et al., 1997b). Similarmente,
um pseudorecombinante viavel foi formado pelo DNA-A de um isolado de Sida golden
mosaic virus (SiGMV) de Honduras [SIGMV-(Hoy)] e o0 DNA-B do SiGMCRV.
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 diferencas na composi¢cdo de nucleotideos, apenas um mostrou-se viavel,
porém pouco eficiente, e ndo foi capaz de infectar a planta a partir da qual foi
originalmente isolado (UNSELD et al., 2000).

Pseudorecombinantes infecciosos foram formados entre o DNA-A do TGMV e
0 DNA-B do ToYSV, que possuem iterons similares. A ndo formacgdo do
pseudorecombinante 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., 2006).
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A viabilidade de pseudorecombinantes indica que fatores envolvidos na
replicacdo e movimento sdo intercambiéveis entre espécies altamente relacionadas ou
entre estirpes de uma mesma espécie. A assimetria entre pseudorecombinantes
reciprocos indica que a pseudorecombinacdo entre begomovirus é um fendmeno
complexo que envolve interacdes entre fatores do virus e do hospedeiro (HILL et al.,
1998).

2.5 Diversidade de begomovirus infectando plantas cultivadas e plantas daninhas

no Brasil

As begomoviroses sdo doencas de grande importancia econémica em diversas
espeécies vegetais cultivadas em regides tropicais e subtropicais, como feijao (Phaseolus
vulgaris), mandioca (Manihot esculenta), algodao (Gossypium sp.), tabaco (Nicotiana
tabacum) e tomate (Solanum lycopersicum), resultando em perdas significativas
(GRAHAM et al., 2010).

No Brasil, as culturas mais prejudicadas por begomovirus sdo feijoeiro e
tomateiro. Em feijdo, os begomovirus provocam perdas econémicas que podem variar
de 30% a 100%, dependendo da cultivar, estadio de infec¢do da planta, populacdo do
vetor, presenca de hospedeiros alternativos e condi¢des ambientais (QUINTELA et al.,
2008; MORALES, 2010). Em estudos da infeccdo de plantas de tomate por
begomovirus foi observada uma reducdo de aproximadamente 60% na produtividade,
sendo essa reducdo causada principalmente pela reducéo significativa do nimero médio
de frutos por planta (GIORDANO et al., 2005).

Begomovirus que infectam feijoeiro (Phaseolus spp.) sdo distribuidos através
das Américas, sendo sua incidéncia um fator limitante para a produtividade dessa
cultura. A diversidade genética de begomovirus que infectam feijoeiro é baixa, com
apenas quatro espécies descritas: Bean calico mosaic virus (BcaMV), Bean dwarf
mosaic virus (BDMV), Bean golden mosaic virus (BGMV), Bean golden yellow mosaic
virus (BGYMYV) e Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) (FAUQUET et al., 2008;
RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). Estudos moleculares demonstraram que virus
distintos causavam o mosaico dourado do feijoeiro no Brasil, na América Central e
Caribe (FARIA et al., 1994). A denominacdo atual para a espécie viral encontrada no
Brasil ¢ 0 BGMV, enguanto a espécie encontrada na América Central e Caribe manteve
0 BGYMV.
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Ramos-Sobrinho e colaboradores (2014) analisando populagdes do BGMV e
MaYSV em hospedeiros cultivados (Phaseolus vulgaris e P. lunatus) e ndo-cultivado
(Macroptilium lathyroides), observaram que para cada espécie de begomovirus a
variacao € similar nos hospedeiros cultivados e ndo-cultivado, o que parece indicar que
0s hospedeiros ndo afetam a variabilidade genética desses virus. Neste trabalho, os
autores também observaram um alto grau de variabilidade nas populagdes de MaYSV,
em comparacdo com as populacdes de BGMV, mas atribuem esse fato aos numerosos
eventos de recombinacdo em MaYSV. Foi sugerido ainda que a distribuicdo geogréafica
dos hospedeiros influencia na estrutura genética de subpopulagdes do BGMV, mas nédo
de MaYSV.

O primeiro relato de geminivirus em tomateiro no Brasil ocorreu em 1975, no
qual o agente etioldgico foi caracterizado como Tomato golden mosaic virus (TGMV),
como sendo transmitido pela “mosca-branca” (COSTA, 1975). Nos anos seguintes,
observou-se aumento na incidéncia e perdas de producdo causadas por este grupo de
virus em outras regides produtoras. A presenca de begomovirus foi posteriormente
observada infectando tomateiros nos Estados de Minas Gerais (ZERBINI et al., 1996),
Sdo Paulo (FARIA et al., 1997) e em outros Estados produtores de tomate (BEZERRA
et al., 1996; RIBEIRO et al., 1996; FARIA et al., 2000). No Submédio do Vale Séao
Francisco, infeccdo por begomovirus em tomateiro causaram perdas estimadas em até
100% em algumas areas (LIMA; HAJI, 1998).

A incidéncia da infeccdo por begomovirus em tomateiro tem aumentado
significativamente devido a introducdo do Biotipo B da Bemisia tabaci no inicio da
década de 1990. Desde entdo, onze espécies definidas de begomovirus foram descritas:
Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato rugose mosaic virus (ToORMV), Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato yellow spot virus (ToYSV), Tomato severe
rugose virus (ToSRV), Tomato mild mosaic virus (ToMIMV), Tomato yellow vein
streak virus (ToYVSV), Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV), Tomato common
mosaic virus (ToCmMV), Tomato interveinal chlorosis virus (TolCV) e Tomato golden
vein virus (TGVV) (FLORES et al., 1960; MATYIS et al., 1975; FERNANDES et al.,
2006; RIBEIRO et al., 2007; CALEGARIO et al., 2007; FERNANDES et al., 2008;
CASTILLO-URQUIZA et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2012; RIBEIRO et al.,
2003;).

Segundo Castillo-Urquiza et al. (2008) amostras de tomateiro e plantas daninhas

coletadas nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais indicaram a prevaléncia do
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ToYVSV e de uma nova espécie denominada Tomato common mosaic Vvirus
(ToCmMV). Além disso, mais cinco novas especies foram identificadas, duas
infectando tomateiro [Tomato mild mosaic virus (ToOMIMV) e Tomato leaf distortion
virus (ToLDV)] e trés provenientes das invasoras Blainvillea rhomboidea [Blainvillea
yellow spot virus (BI'YSV)], Sida rhombifolia [Sida yellow mosaic virus (SIYMV)] e
Sida micrantha [Sida common mosaic virus (SICmMV)]. Rocha et al. (2013)
trabalhando com espécies de begomovirus infectando tomateiro, hospedeiros nao-
cultivados e espécies podendo infectar ambos os tipos de hospedeiros concluiu, com
base em evidéncias de recombinacdo, que as espécies identificadas no tomateiro tem
provaveis parentais nos hospedeiros ndo-cultivados e que as virus deste tipo de
hospedeiro sdo geneticamente mais variaveis do que os predominantemente encontrados
em tomateiro.

Em piment&o, o primeiro relato de begomovirus no Brasil foi feito por Lima et
al. (2001), que verificaram um total de 43,8% de infecg¢do nas amostras da cultivar S-59
e o hibrido Tango coletadas nos municipios de Curacd (Bahia) e Petrolina
(Pernambuco) no Submédio do Vale S&o Francisco, causando, em média, 20% de perda
na producao.

Paprotka et al. (2010) estudaram a diversidade genética de begomovirus
presentes em acessos de batata-doce naturalmente infectados num Banco de
Germoplasma brasileiro. Duas novas espécies forma identificadas, 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 footprints, “pegadas” de recombinagdes anteriores em seus genomas,
ressaltando o risco do surgimento de novos begomovirus no material propagado
vegetativamente no Banco de Germoplasma.

Além de plantas cultivadas, muitas espécies de plantas invasoras tém sido
relatadas como hospedeiras de Begomovirus em varios paises, inclusive no Brasil
(IDRIS et al., 2003; JOVEL et al., 2004; VARSANI et al., 2009; FIALLO-OLIVE et
al., 2010; MUBIN et al., 2010). As espécies relatadas geralmente pertencem a
Malvaceae, Euphorbiaceae e Fabaceae (MORALES & ANDERSON, 2001;
ASSUNCAO, 2006). Alguns estudos demonstraram casos em que Begomovirus

provenientes de plantas invasoras podem ser transmitidos para espécies cultivadas
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através do inseto-vetor ou mediante inoculagdo via extrato vegetal tamponado
(FRISCHMUTH et al., 1997; MORALES; ANDERSON, 2001).

No Brasil, diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de caracterizar
molecularmente isolados de begomovirus que infectam plantas silvestres e/ou daninhas,
sobretudo em associagdo as culturas do feijoeiro e do tomateiro (RIBEIRO et al., 1998;
FARIA; MAXWELL, 1999; CASTILLO-URQUIZA et al., 2008; LIMA et al., 2013;
ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). 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, 2008;
LIMA etal., 2013; ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014).

Ambrozevicius e colaboradores (2002) analisando a variabilidade genética de
begomovirus infectando tomateiros e algumas plantas daninhas associadas na regido
Sudeste do Brasil, observaram que os isolados de begomovirus obtidos a partir de
plantas de tomate e espécies daninhas aproximavam-se filogeneticamente, sugerindo
que os hospedeiros naturais ttm um importante papel como reservatério de espécies de
begomovirus, e que os virus de tomate podem ter evoluido a partir de plantas daninhas,
devido principalmente a recombinacfes e pseudorecombinagdes. O Sida mottle virus
(SiMoV), obtido originalmente de plantas de Sida rhombifolia coletadas em Vicosa,
MG (FERNANDES et al., 1999), foi também encontrado em plantas de tomateiro na
Zona Metallrgica no estado de Minas Gerais (CALEGARIO, 2004), dando suporte a
hipotese de que begomovirus de tomate podem ter evoluido a partir de begomovirus
infectando hospedeiros silvestres

A partir de material foliar de plantas sintomaticas 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 alfassatélites associados ao Euphorbia yellow
mosaic virus (Euphorbia mosaic virus Mato Grosso do Sul-associated DNA1) e ao
CILCrV (Cleome leaf crumple virus-associated DNA1). Este foi o primeiro relato de
alfassatélites ocorrendo naturalmente no “Novo Mundo” (PAPROTKA; METZLER;
JESKE, 2010a).

Um novo begomovirus, Abutilon mosaic Brazil virus (AbMBYV), foi identificado

infectando Abutilon sp. no estado da Bahia. Analises filogeneticas demonstraram que
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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 transmissdo para Malva parviflora, a qual desenvolveu sintomas
caracteristicos de clareamento de nervuras e mosaico (PAPROTKA; METZLER;
JESKE, 2010a).

Silva et al. (2011; 2012) observaram uma alta diversidade de espécies em
begomovirus infectando hospedeiras leguminosas silvestres tais como Macroptilium
spp, enquanto uma Unica espeécies viral foi detectado na espécie ndo-cultivada Cleome
affinis.

Almeida (2012) identificou a presenca de infeccdo por begomovirus bipartidos
em trés espécies de Malvaceas: Sidastrum micranthum, algodao (Gossypium hirsutum) e
Malvaviscus arboreus. Amostra de S. micranthum apresentando 69% de identidade de
nucleotideos com Sida micrantha mosaic virus (SiMMV), sugerindo assim uma nova
espécie de begomovirus. J& amostras de algoddo apresentaram 78% de identidade
(DNA-A) com Tomato mosaic comum virus (TOCMV) e 64% (DNA-B) com Cabbage
leaf curl virus (CabLCV) e Rhyncosia rugose golden mosaic virus (RhRGMV). Na
planta ornamental Malvaviscus arboreus, a sequéncia nucleotidica do DNA-A e do
DNA-B apresentaram porcentagem de identidade de 78% e 74% com Abutilon mosaic
Bolivia virus (AbMBoV), respectivamente. Estes resultado evidenciam que novas
espécies de begomovirus estdo ocorrendo em plantas daninhas, cultivadas e ornamentais
pertencente a familia Malvaceae no Brasil. O que pode ser corroborado pelo trabalho de
Tavares et al., (2012), os quais identificaram quatro novas espécies de begomovirus
infectando diferentes espécies de Sida, para as quais 0s seguintes nomes foram
propostos: Sida yellow net virus (SiYNV) obtido de Sida micrantha, Sida mottle
Alagoas virus (SiMoAV) obtido de S. urens e Sida sp., Sida yellow blotch virus (SiYBV)

e Sida yellow mosaic Alagoas virus (SiYMAV) obtidos de S. urens.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material vegetal

Amostras foliares de Euphorbia heterophylla (familia Euphorbiaceae)
apresentando sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus como mosaico,
amarelecimento, nanismo e deformacdo foliar foram coletadas no estado da Paraiba
(PB) em maio de 2014 (Tabela 1). Para cada amostra os seguintes dados foram obtidos:
espécie de planta, data da coleta, coordenadas de GPS do local de coleta e sintomas
(descricdo e imagem digital da amostra no momento da coleta). As amostras foram
herborizadas e estocadas em temperatura ambiente. Dezenove sequéncias obtidas em
Santo Antdnio de Goias (GO) em 2012 foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Murilo
Zerbini e o Dr. Roberto Ramos (Tabela 2). Outras vinte sequéncias foram obtidas a
partir do banco de dados ndo-redundante de nucleotideos Genbank (Tabela 3).

3.2 Extracdo de DNA, amplificacéo e clonagem dos genomas virais

O DNA total foi extraido a partir do material vegetal herborizado de acordo com
Doyle e Doyle (1987). Os componentes gendmicos virais presentes nas amostras foram
amplificados utilizando-se a enzima DNA polimerase do bacteriéfago phi29 de acordo
com o0 método descrito por Inoue-Nagata et al. (2004). Aliquotas das amplificacfes
foram submetidas, individualmente, a clivagens com a enzima de restricdo Hindlll. Os
produtos das reacdes de digestdo foram entdo analisados em gel de agarose a 0,8%
corado com brometo de etideo (5 pug/mL) e visualizados sob luz UV. Aliquotas das
reacOes de clivagem contendo fragmentos de ~2600 nucleotideos, correspondentes a
uma copia de cada componente gendémico, foram utilizadas para ligacdo ao vetor
pBluescript KS+ (Stratagene) previamente linearizado com a mesma enzima e
defosforilado. Os produtos das reacOes de ligacdo foram utilizados para transformacéo
de celulas ultracompetentes de Escherichia coli estirpe DH5a pelo método de choque
térmico (SAMBROOK, et al., 2001). Coldnias contendo 0s possiveis plasmideos
recombinantes foram repicadas para meio LB liquido contendo ampicilina (Ampicilin,
sodium salt USB®) e incubadas a 37°C sob agitacdo orbital de 180 rpm durante 12h.
Apos incubacdo, as culturas foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial com KIT

illustra™ plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare), e o padrdo eletroforético do DNA
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plasmidial digerido com a enzima utilizada para clonagem foi utilizado para
confirmacéo da clonagem. Clones foram digeridos com a enzima Haelll para selecdo de

isolados a serem completamente sequenciados comercialmente por primer walking.

3.3 Andlise de sequéncias e demarcacao de espécies

Os genomas virais completos foram montados utilizando-se o programa
CodonCode Aligner v. 4.1.1 (www.codoncode.com). As sequéncias obtidas foram
inicialmente comparadas, através do algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990) e a
base de dados de nucleotideos do GenBank, a fim de se determinar com quais espécies
virais elas compartilham maior identidade. As sequéncias similares do GenBank
(Tabela 3) foram utilizadas para classificacdo dos isolados obtidos nesse trabalho

utilizando-se o programa Sequence Demarcation Tool v. 1.0 (MUHIRE et al., 2013).

3.4 Analise filogenética

Alinhamentos multiplos de sequéncias nucleotidicas foram preparados para o
DNA-A e para as sequéncias das regides genémicas codificando as proteinas Rep e CP
utilizando-se o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) e ajustadas manualmente no
pacote  MEGA6 (TAMURA et al 2013). Arvores filogenéticas de Maxima
Verossimilhanga foram inferidas para os conjuntos de dados DNA-A, Rep e CP
utilizando-se o programa RAXML v. 7.0.3 (STAMATAKIS, 2006) assumindo General
Time Reversible (GTR) como modelo de substituicdo de nucleotideos e modelo Gamma
(G) para distribuicdo da heterogeneidade. A robustez de cada ramo foi estimada a partir
de 1000 repeticdes e as arvores foram visualizadas e editadas nos programas FIGTREE
(ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree), Inkscape (https://inkscape.org/pt/) e CorelDraw
(CoreDRAW® Graphics Suite X7 Copyright © 1989-2014 Corel Corporation).

3.5 Estrutura genética e indices de variabilidade

Inferéncias sobre a estrutura genética das subpopulacdes foram baseadas no
indice de fixagdo F de Wright (WRIGTH, 1951), calculado usando o programa DnaSP
v. 5.10 (ROZAS et al., 2003). A estrutura das subpopulagdes foi testada de acordo com

a localizacdo geografica dos hospedeiros. A media das diferencas de nucleotideos por
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sitio (mw) foi estimada para os conjuntos de dados DNA-A, Rep e CP em cada

populagéo/subpopulagéo utilizando-se DnaSP v. 5.10.

3.6 Analises de recombinacao

Possiveis locais (breakpoints) de recombina¢do no DNA-A foram determinados
utilizando-se os métodos RDP, Geneconv, Boot-scan, Maximum Chi Square, Chimaera,
SisterScan e 3Seq implementados no pacote RDP v. 3.44, (MARTIN et al., 2010). Os
alinhamentos foram analisados com defini¢cGes padrdo para os diferentes métodos e a
significancia estatistica foi inferida por um P-valor menor que o Bonferroni corrigido de
0,05. Somente eventos de recombinacdo detectados no minimo por trés diferentes
métodos foram considerados confiaveis. Evidéncia de evolucdo em rede foi avaliada
utilizando-se 0 método Neighbor-Net implementado no programa SplitsTree v. 4.10
(HUSON; BRYANT, 2006).

3.7 Analise de selecdo

Para detectar sitios sob pressdo de selecdo positiva e negativa, 0s conjuntos de
dados para Rep e CP foram analisados utilizando-se o método baseado em ML
disponivel no servidor DataMonkey (www.datamonkey.org): Single-Likelihood
Ancestor Counting (SLAC; SERGEI et al, 2005).
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4 RESULTADOS

4.1 Demarcacéo de espécie

Usando analise de comparagdes pareadas e o critério de >91% de identidade para
sequéncias completas do componente gendmico DNA-A (BROWN et al., 2013), os dez
isolados obtidos neste trabalho foram classificados em uma U(nica espécie de
begomovirus: Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV; Figura 2). A porcentagem de

identidade de nucleotideos variou entre 96,4-100% entre os isolados de EuYMV.

4.2 Filogenia

Anadlise filogenética mostrou que as arvores de ML para os conjuntos de dados
DNA-A, CP e Rep sdo bastante similares, porém com algumas incongruéncias
topoldgicas. Na filogenia para 0 DNA-A, pode-se observar a formacgéo de dois grupos
principais (Grupos 1 e 2), correlacionados com a origem geogréafica dos isolados [Grupo
1 com isolados a partir da regido Centro-Oeste (CO), e Grupo 2 com isolados
predominantemente da regido Nordeste (NE)] (Figura 3). Estruturacdo biogeografica foi
entdo confirmada pelo alto valor observado de Fst (0,65). Entretanto, um isolado,
proveniente de Florestal estado de Minas Gerais (numero de acesso KC706530)
agrupou com isolados do NE (Figura 3), o que pode estar relacionado com possiveis
eventos de migracdo atuando no processo evolutivo de subpopulagbes do EuYMV
nestas regides. Quando analisadas as filogenias para os conjuntos de dados CP e Rep,
pode-se observar que o isolado de Florestal agrupa-se com isolados provenientes da
regido CO para a regido gendmica CP (Figura 4), enquanto na filogenia para o gene
Rep, pode-se observar alem do isolado de Florestal, pelo menos trés outros isolados
provenientes do CO agrupando com isolados do NE (Figura 5). Esses resultados podem
indicar para possiveis eventos de recombinacdo entre os isolados de EuYMV, hipétese

que ganha maior forca através da analise reticulada (ver abaixo).

4.3 Diversidade genética

Os indice de diversidade nucleotidica (m) para os isolados de EuYMV foi maior,

em todos os conjuntos de dados (DNA-A, CP e Rep), quando comparada a populagéo
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total com as subpopulacdes baseadas em localizacdo geogréfica, sendo a subpopulagéo
do CO ligeiramente mais diversa que a do NE (Tabela 4). Quando analisada a
variabilidade dentro das subpopula¢des, pode ser observado que m apresenta valores
semelhantes para os conjuntos de dados DNA-A, CP e Rep, indicando que a diversidade

nucleotidica estd uniformemente distribuida ao longo do genoma.

4.4 Recombinacéo

Andlise reticulada para os conjuntos de dados DNA-A, CP e Rep mostrou
evidéncia de eventos de recombinacdo influenciando a evolucao de isolados de EuYMV
(Figuras 6, 7 e 8). A formacdo de rede € mais evidente entre alguns isolados compondo
a subpopulagcdo do NE e isolados a partir do CO, como ja evidenciado pela andlise
filogenética. E também evidente a atuagdo de eventos de mutagio sobre os isolados de
EuYMV apo6s os possiveis eventos de recombinacdo, indicando que estes eventos
podem ndo ser recentes (Figuras 6, 7 e 8). Deteccdo de possiveis eventos de
recombinacdo no conjunto de dados de DNA-A mostrou um unico evento, com pontos
de recombinacdo Regido Comum (RC) e interface Trap e Ren do isolado FJ619507,
proveniente do estado de Goias (Tabela 5), e para o qual analise reticulada evidenciou

uma possivel origem recombinante (mais evidente no gene Rep; Figura 8).

4.5 Andlise de selecdo

A analise dos conjuntos de dados para as regides genémicas codificando os
genes CP e Rep do EuYMV mostraram que a pressdo de selecdo negativa ou
purificadora € a principal forca seletiva agindo sobre essas populagcfes. Utilizando o
programa SLAC, nenhum sitio foi identificado sob pressdo de selegdo positiva para a
ORF CP, porém 13 sitios foram identificados sob pressdo de sele¢do negativa. Para o
conjunto de dados Rep, um sitio foi identificado sob presséo de selegéo positiva (sitio
39), e 16 sob selecdo negativa (Tabela 6). A razdo de taxa de substituicdes néo-
sinbnimas sobre substituicGes sindbnimas (dN/dS) foi de 0,12 para CP e 0,29 para Rep,

confirmando a selecdo purificadora.
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5 DISCUSSAO

Costa e Bennett (1950) descreveram um virus induzindo sintomas de mosaico
em plantas de Euphorbia prunifolia no Brasil, o qual era transmitido por mosca-branca
(Bemisia tabaci), contudo a identificacdo foi feita apenas a partir dos sintomas, dadas as
condicGes tecnoldgicas disponiveis na época. O agente etioldgico descrito por Costa e
Bennet em 1950 foi caracterizado alguns anos depois como pertencendo ao grupo dos
geminivirus (JARAMILLO; LASTRA, 1986) e identificado como Euphorbia mosaic
virus (EuMV). Recentemente, foi realizada caracterizagdo molecular de um
begomovirus infectando Euphorbia heterophylla no Brasil, o qual apresentou
porcentagem de identidade de 87% com o DNA-A da espécie Euphorbia mosaic Peru
virus (EuMPV), e 56,2% de identidade com um isolado de EuMV do México, sendo
portanto considerado como uma espécie nova: Euphorbia yellow mosaic virus
(EuYMV; FERNANDES et al., 2011). Desta forma, é provavel que plantas da familia
Euphorbiaceae venham sendo descritas no Brasil como hospedeiras de begomovirus
desde 1950. A partir desses resultados, pode-se afirmar que a espécie EuYMV
encontrada em E. heterophylla no Brasil é distinta dos begomovirus que infectam
hospedeiros da mesma familia nas Américas Central e do Norte, e que essa espécie
provavelmente se originou dessa regido, podendo ter descendido de isolados de EuMV.

A maioria dos isolados de EuYMV descritos até o momento foram obtidos a
partir de plantas do género Euphorbia. Entretanto, essa espécie ja foi relatada infectando
naturalmente Macroptilium artropurpureus, Sida santaremensis, Crotalaria juncea e
Solanum lycopersicum no Brasil (BARRETO et al, 2013; TAVARES et al, 2012;
SILVA et al, 2011). Apesar desse begomovirus ndo ter sido descrito causando
problemas econdmicos em plantas cultivadas, essa ampla gama de hospedeiros
(incluindo o tomateiro, uma espécie plantada em todo Brasil) indica que EuYMV pode
vir a se tornar um problema fitossanitario no pais.

Rocha et al, (2013) trabalhando com begomovirus que infectam tomateiros e
plantas daninhas observaram que populactes eram estruturadas segundo localizagdo
geografica, e que tais populacbes apresentavam alta variabilidade genética. Estruturagéo
biogeogréafica foi observada em populages do begomovirus Bean golden mosaic virus
(BGMV) infectando diferentes espécies de leguminosas (RAMOS-SOBRINHO et al.,
2014). Resultados semelhantes foram obtidos aqui, onde subpopulagdes do EuYMV

foram estruturadas segundo regido geografica de coleta. Esta estruturacdo pode estar
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relacionada com a proximidade geografica a partir de onde os isolados de EuYMV
foram obtidos, o que permitiria maiores taxas de fluxo génico, mediado pelo inseto
vetor, em populacgdes fisicamente mais préximas. Vale ressaltar que isolados no Grupo
1 sdo provenientes de diferentes espécies hospedeiras, indicando que essa estruturacao
populacional deve ser realmente baseada em geografia e ndo em espécie de planta
hospedeira. Juntos, esses trabalhos corroboram as afirmacdes de Brown et al. (2012) de
que a estruturacdo de populacBes (e filogenia) dos begomovirus baseia-se
principalmente na localizacéo geogréafica, e ndo na espéecie de hospedeiro.

Os principais mecanismos evolutivos determinando a distribuicdo da
variabilidade genética em populacdes virais sdo mutacdo e recombinacdo (GARCIA-
ARENAL; FRAILE; MALPICA, 2003). Foi observado anteriormente que os altos
indices de variabilidade genética observados em algumas populacdes de begomovirus
estdo diretamente relacionados a ocorréncia de eventos frequentes de recombinagédo
(LIMA et al.,, 2013; ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). No
presente trabalho, a maior variabilidade genética para a populacdo total de EuYMV
pode estar relacionada com o fato de as subpopulacGes estarem estruturadas de acordo
com origem geografica e, portanto, os valores observados referem-se a variabilidade
interpopulacional. Quando analisadas as subpopulagdes individuais, a do Centro-Oeste
apresenta indices ligeiramente maiores que a do Nordeste. Entretanto, vale salientar que
a subpopulacdo do Centro-Oeste € composta por um numero trés vezes maior de
isolados, e evidéncia de recombinacdo foi observada apenas em isolados representados
nesta subpopulacdo, o que poderia explicar a maior variabilidade genética. Em
compara¢do com outras espécies de begomovirus, as subpopulacdes de EuYMV
analisadas neste trabalho mostraram indices de diversidade genética similares a outras
populacdes onde evidéncia de recombinacdo ndo foi detectada (SILVA et al., 2011,
LIMA et al., 2012; ROCHA et al., 2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). Silva et
al., (2011) observaram o valor de 0,0572 no indice de diversidade nucleotidica para o
DNA-A de uma populagdo do Macroptilium yellow spot virus (MaYSV), o que
representa um alto indice em relagdo aos valores observados para EuYMV relatado
aqui. Vale ressaltar que os altos indices de variabilidade genética presentes em MaYSV
sdo devido eventos frequentes de recombinagdo ocorrendo principalmente em Rep
(LIMA et al., 2012; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014), o que n&o foi observado para as
populagdes de EUYMV.
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Estudos tém demonstrado que sitios recombinantes ndo sdo aleatoriamente
distribuidos ao longo do genoma dos begomovirus, com breakpoints de recombinagao
sendo mais frequentemente detectados no gene Rep e Regido Comum (hotspots), e
menos frequentemente localizados nas demais regides genémicas [CP, Trap e Ren
(coldspots)] (STANLEY, 1995; FAUQUET et al., 2005; GARCIA-ANDRES et al.,
2007; LEFEUVRE et al., 2007; SILVA et al., 2012; ROCHA et al., 2013; LIMA et al.,
2013; RAMOS-SOBRINHO et al., 2014). Para os isolados de EuYMV, recombinacéo
parece ndo influenciar grandemente na variabilidade genética observada. Resultados
semelhantes foram observados para populagbes do BGMYV infectando diferentes
hospedeiras leguminosas no Brasil, enquanto que para populacbes do MaYSV,
recombinacdo parece ser o mecanismo evolutivo diretamente ligado com os altos
indices de diversidade genética observado nestes isolados (RAMOS-SOBRINHO et al.,
2014).

Mudancas na sequéncia nucleotidica dos genes como as causadas por mutagdes
aleatdrias podem provocar alteracdes na conformacédo da proteina de modo que podem
também alterar sua funcdo (BURNS & BOTTINO, 1991; SUZUKI et al., 1991;
NUSSBAUM et al., 2002). Hoéhnle et al. (2001) demostraram que a troca de apenas
trés aminoécidos da sequéncia da proteina CP de Abutilon mosaic virus (AbMV) tornou
impossivel a transmissdo do isolado mutante pelo inseto vetor. Ramos-Sobrinho e
colaboradores (2014) trabalhando com BGMV e MaYSV demostraram ser a selecdo
purificadora a principal pressao seletiva sobre as ORFs CP e Rep das populagdes desses
virus, estando de acordo com muitos outros trabalhos em populaces de begomovirus
(GARCIA-ANDRES et al, 2007; LIMA et al, 2013; ROCHA et al, 2013; SANZ et al.,
1999; SILVA et al., 2012, 2011). Resultados semelhantes foram obtidos neste trabalho
que observou a selecdo purificadora como principal forca seletiva atuando sobre os

sitios nos genes Rep e CP de EuUYMV.
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6 CONCLUSOES

e O begomovirus Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) apresenta ampla gama
de hospedeiros, porém é mais comumente encontrado associado a plantas de
Euphorbia heterophylla;

e Subpopulagdes de EuYMYV apresentam-se estruturadas de acordo com a origem
geografica;

e A variabilidade genética presente nas subpopulacdes de EuYMV deve ser
resultado principalmente de mutacdes;

e A principal forca seletiva atuando sobre as regides gendmicas CP e Rep de

EuYMV é a selecdo negativa ou purificadora;



Tabela 1. Isolados de begomovirus obtidos a partir de amostras do estado da Paraiba coletadas para esse trabalho.
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Cadigo Coordenadas Geograficas Especie/Acronino Isolado Hospedeiro Local Data
3PB-1H -7°29°8> S -36°9°45” W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Bog3:14  Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014
5PB-1H -7°29°8” S -36°9°45” W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Bog4:14  Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014
7PB-1H -7°29°8> S -36°9°45” W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Bog6:14  Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014

8PB-II -7°29°8’ S -36°9°45 W Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV  BR:Bog7:14  Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014
9PB-1H -7°29°8’ S -36°9°45 W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV  BR:Bog8:14  Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014
10PB-1H -7°29°8’ S -36°9°45 W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV  BR:Bog9:14  Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014
14PB-1H -7°29°8”' S -36°9°45” W Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Bogl12:14 Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014
18PB-II -7°29°8> S -36°9°45” W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Boql5:14 Euphorbia heterophylla Boqueirdo — PB  Maio, 2014
20PB-II -7°29°8”' S -36°9°45” W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Bo0g16:14 Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014
23PB-1H -7°29°8> S -36°9°45 W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV  BR:Boql18:14 Euphorbia heterophylla Boqueirdo —PB  Maio, 2014

Fonte: dados da pesquisa 2015



Tabela 2. Isolados de begomovirus provenientes do estado de Goias.
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Caodigo Coordenadas Geograficas Especie/Acrdnino Isolado Hospedeiro Local Data

GO-32 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV BR:Sag7:12 Euphorbia heterophylla  Sto. Ant6nio de Goias — GO  Dez, 2012
GO-33 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV BR:Sag8:12 Euphorbia heterophylla  Sto. Ant6nio de Goias — GO  Dez, 2012
GO-34 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV BR:Sag9:12 Euphorbia heterophylla  Sto. Antbnio de Goias — GO  Dez, 2012
GO-35 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag10:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
GO-41 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sagl1:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
GO-42 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag12:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
GO-43 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV  BR:Sag13:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goids— GO  Dez, 2012
GO-44 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV  BR:Sag14:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Antnio de Goids— GO  Dez, 2012
GO-50 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuYMV  BR:Sag15:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goids — GO  Dez, 2012
GO-51 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sagl6:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
GO-52 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sagl7:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
GO-53 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag18:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
GO-54 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EuUYMV  BR:Sag19:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goids— GO  Dez, 2012
GO-56 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag20:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goids — GO  Dez, 2012
GO-57 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag21:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Antdnio de Goids — GO  Dez, 2012



Tabela 2. Isolados de begomovirus provenientes do estado de Goias. (conclusao)
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Codigo Coordenadas Geograficas Especie/Acrdnino Isolado Hospedeiro Local Data
GO-58 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag22:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Antonio de Goids — GO  Dez, 2012
GO-59 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag23:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
GO-59 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag23.1:12 Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
GO-61 -16°30°22.5”S -49°17°06.8”W  Euphorbia Yellow Mosaic Virus /EUYMV  BR:Sag24:12  Euphorbia heterophylla  Sto. Anténio de Goias — GO Dez, 2012
Fonte: dados da pesquisa 2015
Tabela 3. Sequéncias de begomovirus obtidas a partir do banco de dados ndo-redundante de nucleotideos Genbank.

Espécie/Acrénimo/lsolado N® dGizf)isr?ﬁ no Hospedeiro Local Data
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:GO:LEA:08 FJ619507 Euphorbia heterophylla Santo Antbnio de Goias — GO 2008
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMYV / Brazil:GO:Luziania 8675:2009 JF756676 Euphorbia heterophylla Luziania— GO 2009
iléahoodfr:bzigoyzellow mosaic virus EuYMV / Brazil:GO:Sao Miguel do Passa Quatro JE756675 Euphorbia heterophylla Séio Miguel do Passa Quatro - GO 2002
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMYV / Brazil:GO:Morrinhos 9027:2009 JF756674 Euphorbia heterophylla Morrinhos — GO 2009
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / Brazil:DF:Taquara 8880:2009 JF756673 Euphorbia heterophylla Taquara — DF 2009



Tabela 3. - Sequéncias de begomovirus obtidas a partir do banco de dados ndo-redundante de nucleotideos Genbank. (conclusao)
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N° de acesso no

Espécie/Acrénimo/lsolado Genbank Hospedeiro Local Data
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMYV / Brazil:GO:Itaberai:5082A:2007 JF756671 Euphorbia heterophylla Itaberai — GO 2007
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / Brazil:DF:Taquara:ABA3:2002 JF756670 Euphorbia heterophylla Taquara — DF 2002
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / Brazil:DF:Planaltina:AB5818:2007 JF756669 Euphorbia heterophylla Planaltina — DF 2007
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / Brazil:Mato Grosso do sul:2:2007 FN435997 Euphorbia sp. Mato Grosso do Sul 2007
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / Brazil:Mato Grosso do sul:1:2007 FN435995 Euphorbia sp. Mato Grosso do Sul 2007
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:3539AB1:09 JX415200 Euphorbia heterophylla Acreuna — GO 2009
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:768Tom8a:08 JX415192 Solanum lycopersicum Luziania— GO 2008
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:768Cro3b:08 JX415191 Crotalaria juncea Luziania— GO 2008
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:GO:Luz768c:03 JX415186 Crotalaria sp. Luziania— GO 2003
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:GO:Luz768b:03 JX415185 Crotalaria sp. Luziania— GO 2003
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:GO:Luz768a:03 JX415184 Crotalaria sp. Luziania— GO 2003
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:Fl0166:08 KC706530 Euphorbia sp. Florestal -MG 2008
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:Vic9:10 JX871379 Sida santaremensis Vigosa — MG 2010
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV / BR:Car2:09 JN419000 ali/ll'igijorgﬂlri:l?:n Caruaru —PE 2009

Fonte: dados da pesquisa 2015



Tabela 4. Diversidade genética em populacdes do Euphorbia yellow mosaic virus infectando hospedeiras ndo-cultivadas no Brasil.

Populacao N° de sequéncias DNA-A n CP=n Rep ©
EuYMV (Total) 49 0,0189 (+ 0,0009) 0,0198 (+ 0,0014) 0,0173 (+ 0,0008)
EuYMV (Nordeste) 12 0,0059 (+ 0,0024) 0,0074 (+ 0,0023) 0,0045 (+ 0,0021)
EuYMV/(Centro-oeste) 36 0,0137 (+ 0,0012) 0,0123 (+ 0,0013) 0,0143 (+ 0,0012)

Fonte: dados da pesquisa 2015
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Tabela 5 — Eventos de recombinacéo detectados entre os isolados de Euphorbia yellow mosaic virus.

Breakpoint na
sequéncia Parentais Métodos de deteccdo?
recombinante

Ndmero de _everltos Comeco Fim Seque.nma Menor parental Maior R G B M C S P L 3s
de recombinagdo recombinante Parental
1 2591 1241 EuYMV_FJ619507 EUYMV_JX415200 Desconhecido NS NS NS 3,95x10% 1,19x10'2 2,097x108 NS NS NS

NS = N&o significante
(&) =R, RDP; G, GENECONYV; B, Bootscan; M, Maxchi; C, Chimaera; S, SiSscan; P, PhylPro; L, LARD; 3s, 3Seq.

Fonte: dados da pesquisa 2015
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Tabela 6 — Sitios sob pressdo de sele¢do positiva e negativa nas ORF’s CP e Rep dos isolados de Euphorbia
yellow mosaic virus.

Conjunto de dados Sitio sob selecdo Positiva  Sitios sob selecdo Negativa

12. 15 66, 70, 81, 99, 126,
EUYMV -CP - 130, 159, 176, 194, 208, 223

4,103, 119, 162, 173, 181,
EuYMV —Rep 39 216, 238, 248, 255, 256, 271,
297, 311, 319, 323

Fonte: dados da pesquisa 2015
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Figura 2. Matriz bidimensional representando a porcentagem de identidade de comparagdes pareadas de
sequéncias nucleotidicas do DNA-A dos isolados da Paraiba e Goias com isolados de begomovirus
disponiveis no GenBank.
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Figura 3. Andlise filogenética de méaxima verossimilhanca baseada no DNA-A, mostrando a formacéo de

dois grupos distintos de acordo com a origem geografica. Grupo 1 = isolados obtidos no Centro-Oeste, grupo

2 = isolados obtidos no Nordeste.
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Figura 4. Anélise filogenética de méxima verossimilhanca baseada na ORF CP, mostrando a formacéo de

dois grupos distintos de acordo com a origem geografica. Grupo 1 = isolados obtidos no Centro-Oeste, grupo

2 = isolados obtidos no Nordeste.
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Figura 5. Analise filogenética de maxima verossimilhanca baseada na ORF Rep, mostrando a formagdo de

dois grupos distintos de acordo com a origem geogréafica. Grupo 1 = isolados obtidos no Centro-Oeste, grupo
2 =isolados obtidos no Nordeste.
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Figura 6 — Analise reticulada baseada no DNA-A. Isolados obtidos no estado da Paraiba (linha vermelha).
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Figura 7 — Analise reticulada baseada na ORF CP. Isolados obtidos no estado da Paraiba (linha vermelha).
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Figura 8 — Analise reticulada baseada na ORF Rep. Isolados obtidos no estado da Paraiba (linha vermelha).
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