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RESUMO GERAL

A cultura do inhame (Dioscorea spp.) apresenta grande importancia socioeconémica para a
regido Nordeste do Brasil, devido a excelente qualidade nutritiva e energetica de suas tuberas,
apresentando potencial de expansdo via exportacdo de tdberas, especialmente para a Europa.
Patdgenos virais estdo entre os principais fatores que ameacam a producao e produtividade de
inhame e circulacdo segura de germoplasma, contudo informagfes sobre a ocorréncia e
distribuicdo de virus de inhame sdo limitadas no Brasil. Neste estudo, as pesquisas foram
conduzidas para detectar a ocorréncia de viroses nas zonas produtoras do Nordeste do Brasil.
A andlise de um total de 425 amostras de folhas de inhame obtidas em &reas de cultivo,
localizadas nos estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba foram avaliadas através das
técnicas moleculares de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e amplificagdo em circulo
rolante (RCA) que revelaram a ocorréncia de badnavirus e geminivirus. Analisando a
sequéncia parcial de nucleotideos da regido codificante RT/RNaseH observou-se que 0s
isolados de badnavirus correspondem a espécie Dioscorea alata baciliforme virus (DaBV) e
apresentam identidade de sequiéncias de nucleotideos de 50 isolados de DaBV variando entre
78-97%. Constatou-se ainda um grupo de quatro isolados que ndo se relacionaram com
nenhuma espécie do género Badnavirus, podendo constituir um novo género de fitovirus ou
corresponder a sequéncias enddgenas integradas. Em algumas amostras foi constatada a
presenca de um novo begomovirus estreitamente relacionado com espécies que infectam
tomate e plantas daninhas. Um curtovirus também foi detectado nas amostras de inhame e
relacionado com uma espécie ja descrita Beet mild curly top virus, ainda ndo relatada no
Brasil em nenhum hospedeiro. Estes resultados sugerem a ampla disseminagéo do DaBV no
Nordeste brasileiro e a possivel presenca de sequéncias enddgenas em plantas de inhame e
registra o primeiro relato de geminivirus na cultura do inhame e em monocotiledéneas em

geral no Brasil.

Palavras-chave: Dioscorea alata bacilliforme virus, diversidade, geminivirus, RCA
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GENERAL ABSTRACT

The yam crop (Dioscorea spp.) has a great socioeconomic importance for the Northeast
region of Brazil, due to the excellent nutritional quality and energy of its tubers, with potential
for export, especially for Europe. However information about the occurrence and distribution
of yam viruses are limited in Brazil, the major constraints to yam production, are the viral
pathogens. In this study, surveys were conducted to detect the occurrence of viruses yam in
produtive areas in northeastern Brazil. The analysis of sequences of virus in yam leaf samples
from Alagoas, Pernambuco and Paraiba states were evaluated using the molecular techniques
polymerase chain reaction (PCR) and rolling circle amplification (RCA) which revealed the
occurrence of badnavirus and geminivirus. Analyzing the partial nucleotide sequence in the
RT/RNaseH encoding region, was observed that the isolates of badnavirus correspond to the
species Dioscorea alata bacilliform virus (DaBV) and presented nucleotide sequences
identity with 50 isolates of DaBV varying between 78-97%. It was also observed that a group
with four isolates unrelated to any species of Badnavirus genus, indicating the possibility of
being a new phytovirus genus or corresponding to endogenous sequence. Some samples
showed the presence of a new begomovirus closely related to species that infect tomato and
weeds. A curtovirus was also detected in yam samples and it was related to the described
specie Beet mild curly top virus, not reported in Brazil in any host. These results suggest that
DaBV is a widespread virus found in northeastern Brazil, the possible presence of
endogenous sequences in yam and records the first report of geminivirus in yam and

monocotyledonous in Brazil.

keywords: Dioscorea alata bacilliforme virus, diversity, geminivirus, RCA



Introducdo geral



CARACTERIZACAO MOLECULAR DE VIRUS QUE INFECTAM O INHAME
(Dioscorea spp.) NO NORDESTE DO BRASIL

INTRODUCAO GERAL

A cultura do Inhame: classificagéo, origem e importancia econémica

O inhame ¢é uma angiosperma monocotiledénea pertencente a ordem Liliflorae, familia
Dioscoreaceae, género Dioscorea. E considerada a mais primitiva das angiospermas e contém
cerca de 600 espécies, das quais somente dez sdo consideradas como comestiveis (O'HAIR,
1990). As espécies cultivadas incluem Dioscorea alata L., D. cayenensis Lam., D. rotundata
Poir., D. esculenta Lour Burk, D. bulbifera L., D. nummularia Lam., D. pentaphylla L., D.
hispida Dennst. , D.trifida L. e D. dumetorum Pax. O inhame consiste de um complexo de
espécies originado principalmente da Africa e Asia antes da dispersdo para as outras regides
do mundo (HAHN et al., 1987).

Evidéncias indicam que diferentes espécies de Dioscorea originaram-se em trés areas
independentes dos tropicos: Asia, Africa Ocidental e América tropical. D. alata e D. esculenta
originaram-se da Asia e foram introduzidas na Africa Ocidental, D. rotundata, D. cayenensis
e D. dumetorum sdo oriundas da Africa Ocidental e estdo entre as poucas plantas
domesticadas verdadeiramente do Oeste Africano e D. trifida originou-se na América tropical
(COURSEY, 1967; AYENSU; COURSEY, 1972; HAHN et al., 1987). Em geral, houve um
movimento para o leste de espécies de inhame durante o processo de domesticacdo da cultura
(HAHN et al., 1987).

A Africa Ocidental é a zona dominante de producdo do inhame, onde cerca de 48
milhOes de toneladas (93% da produgdo mundial) sdo produzidas em quatro milhGes de
hectares anualmente, principalmente, em Benin, Costa do Marfim, Gana, Nigéria e Togo
(ASIEDU, 2010). O Brasil é o maior produtor dessa cultura na América do Sul, com uma area
colhida de 27 mil ha e producdo de 250 mil toneladas (FAO, 2011). De acordo com 0 censo
agropecudrio, a regido Nordeste foi responsavel pela producdo de 38.256 toneladas de
inhame, tendo os Estados de Pernambuco, Paraiba e Alagoas contribuido respectivamente
com 16.574, 8.441 e 2.872 toneladas (IBGE, 2006). A cultura do inhame apresenta grande
importancia socioeconémica para a regido Nordeste do Brasil, sobretudo para os Estados da
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Maranh&o, por constituir negocio agricola promissor.

As tlberas sdo altamente energéticas e ricas em vitaminas do complexo B (tiamina,



riboflavina, niacina e piridoxina), carboidratos, amido e minerais, apresentam baixo teor de
gorduras, sendo ainda estimulante do apetite. Algumas espécies vém sendo utilizadas para
extracdo de sapogeninas esteroidais e de material de partida para a sintese de cortisona
(SANTOS, 2002). Grande parte da producdo de inhame é destinada ao mercado interno e a
outra parte é exportada, principalmente para a Europa (SANTQOS, 2002).

O inhame constitui opcdo agricola de grande potencial para ampliar 0 consumo no
mercado interno e atender a demanda do mercado externo. Associado a isso, esta o
crescimento das exportagdes do produto, o que aumenta as expectativas e o interesse dos
agricultores no cultivo dessa hortalica, principalmente em funcdo dos melhores precos
oferecidos pelos exportadores. No entanto, para que haja retorno econémico da atividade, faz-
se necessario estruturar a cadeia produtiva, promover melhoria dos sistemas de producéo, da
qualidade do produto, oferta constante e precos competidores, fatores estes que estdo
associados aos conhecimentos técnicos e tecnologias disponiveis para a conducdo adequada
da cultura (SANTOS, 2002).

O inhame é propagado por tuberas-semente ou secOes da tlubera, pois 0 uso de
sementes verdadeiras como propagulos é restrita a estacfes de pesquisa, principalmente em
programas de melhoramento da cultura (ASIEDU, 2010). Os agricultores obtém as tuberas-
semente pela selecdo de tdberas pequenas (300 a 500 g) de cada colheita (muitas vezes estas
sdo aquelas produzidas por plantas doentes), usando tuberas da segunda colheita de maturacéo
precoce, que produzem multiplas taberas, ou pelo corte da tibera em pedacos (AIGHEWI et
al., 2003).

No mercado brasileiro tém destaque duas cultivares de inhame: Da Costa
(D.cayennensis), Unica exportada, e S8o Tomé (D. alata), menos cultivada na regido
Nordeste, onde a cultivar Da Costa € a mais plantada, produzindo tiberas com elevado valor
econbmico (MOURA, 2005). Apesar da importancia sécio-econdmica que essa cultura
representa para a regido Nordeste do Brasil, sua produtividade ainda continua baixa,
decorrente do manejo inadequado da cultura, do uso de tuberas-semente de inferior qualidade
agronémica, em funcdo da indisponibilidade de material de melhor qualidade (O'HAIR,
1990).

O inhame é afetado por uma variedade de pragas e doencas nas fases de pré e pos-
colheita. Doencas e pragas de inhame foram relatadas na maioria das areas de plantio e
constituem um dos principais entraves para a produgdo, armazenamento e exportacdo
(MANTELL, 1993).



As viroses sdo de particular importancia porque como a floracdo e emissdo de
sementes sdo raras, comercialmente o inhame é propagado vegetativamente por meio de
pequenas tuberas ou pedacos de tuberas, resultando no acimulo e perpetuacdo dos virus
(KENYON et al., 2001; SEAL; MULLER, 2007). Como consequéncia do acumulo de virus
no material propagativo, as plantas perdem o vigor e produzem taberas de qualidade reduzida
(AMUSA et al., 2003). A propagagdo vegetativa, através de tuberas-sementes, facilita a

sobrevivéncia, disseminacdo e o acimulo de agentes virais em cultivos sucessivos.

Virus em Dioscorea spp.

Doencas virais de inhame foram inicialmente identificadas em Serra Leoa e em Porto
Rico em 1936 (COOK, 1978). DescricBes subsequentes de infeccdo por virus de inhame
foram em 1957 (MIEGE, 1957) e em 1961 (ROBERTSON, 1961). Sintomas de mosaico
moderado a grave foram posteriormente relatados em D. rotundata na Nigéria (TERRY,
1976). Virus tém sido relatados infectando diferentes espécies de inhame em todas as regides
em que a cultura foi estabelecida (THOUVENEL; FAUQUET, 1979; GOUDOU-URBINO et
al., 1996; HUGHES, 1997; ALEMAN-VERDAGUER et al., 1997; PHILLIPS et al., 1999;
ODU et al., 2004; SEAL; MULLER, 2007). Tais virus até entdo estdo distribuidos nos
géneros: Potyvirus, Badnavirus, Potexvirus, Maculavirus, Comovirus e Cucumovirus
(LEBOT, 2009).

Os sintomas associados a doengas causadas por virus variam dependendo do agente
envolvido, mas em geral incluem: clorose foliar severa, mosaico, corddo-de-sapato, clorose
internerval, nanismo, distorcdo foliar, dentre outros. Estes sintomas, que afetam
principalmente a folhagem, levam a uma reducdo na capacidade fotossintética da planta
infectada com efeitos deletérios sobre a producdo, qualidade das tuberas e em algumas
situacOes causam a morte das plantas (THOUVENEL; DUMONT, 1988). Além de um virus
isolado, podem ocorrer também infec¢Bes mistas de virus, o que complica a identificacdo da
espécie viral e acentua os sintomas da doenca e as perdas na producéo.

InfeccOes mistas de diferentes isolados de uma mesma espécie viral ou de virus
pertencentes a especies distintas foram relatadas em véarias espécies de Dioscorea. Por
exemplo, Yam mosaic virus (YMV, género Potyvirus) e Yam mild mosaic virus (YMMV,
género Potyvirus) em D. dumetorum e em D. alata na Nigéria (HUGHES, 1997). No Caribe,

um potyvirus foi observado em combinacdo com o Dioscorea baciliforme virus (DBV, género



Badnavirus) em D. alata e D. cayenensis (MOHAMED; MANTELL, 1976). Também s&o
relatados que ocorrem frequentemente infeccdes mistas envolvendo Cucumber mosaic virus
(CMV, género Cucumovirus) com badnavirus e potyvirus (MIGLIORI; CADILHAC, 1976).

Existem ainda relatos de virus ndo classificados infectando varias espécies de inhame.
Devido ao fato de as investigagdes ndo serem conclusivas, seus status permanecem definidos
como espécies separadas ou estirpes. Alguns destes virus incluem o virus da mancha marrom
do inhame, um possivel membro do género Badnavirus que foi detectado pela primeira vez
em D. alata em Barbados por Coursey (1967), o qual provoca manchas marrons nos
tubérculos de plantas infectadas. Dioscorea mottle virus (DMoV), um possivel membro do
género Comovirus, e Dioscorea dumetorum virus (DDV) que pode ser um membro do género
Potyvirus, foram relatados na Nigéria por Hughes (1997).

Outros incluem Dioscorea latent virus (DLV), um provavel potexvirus relatado em D.
composita e D. floribunda em Porto Rico (WATERWORTH et al., 1974; PHILLIPS et al.,
1999). O Chinese yam necrotic mosaic virus (ChYNMYV), uma particula filamentosa de
aproximadamente de 12-13 x 660 nm, observada em D. batatas (inhame japonés) no Japéo,
onde encontrava-se amplamente disseminado (FUKUMOTO; TOCHIHARA, 1978) e
Dioscorea trifida virus (DTV) relatado pela primeira vez em D. trifida com sintomas de
mosaico e deformacdo foliar em Gaudalupe (MIGLIORI; CADILHAC, 1976). Ainda de
acordo com esses autores o virus € transmitido de forma ndo persistente, por pulgdo- Aphis
gossypii Glover, 1877 (Hemiptera: Aphididae) e também por inoculacdo mecanica.

Em D. alata o Dioscorea alata bacilliform virus (DaBV) causa distorcéao foliar severa e
é descrito como sendo amplamente distribuido nas areas produtoras (PHILLIPS et al., 1999;
BRIDDON, 1999).

As sequéncias completas de nucleotideos de um isolado nigeriano de DaBV e um
isolado de um virus baciliforme de D. sansibarensis do Benin (Dioscorea sansibarensis
Baciliform virus — DsBV), foram analisadas inicialmente por Briddon et al. (1999) e
posteriormente por Seal e Muller (2007). O tamanho dos genomas desses virus mostraram ser
de aproximadamente 7.4 kb and 7.26 kb, respectivamente, com 61.9 % de identidade.

Adicionalmente, estudos revelaram que sequéncias virais podem ocorrer dispersas no
genoma de plantas, origindrias de uma infeccdo viral anterior que se fixou na linhagem
germinativa (GAYRAL,; ISKRA-CARUANA, 2009). O mecanismo desta integracdo ainda é
desconhecido, visto que nenhum fitovirus descrito até agora exige um passo de integracao
como parte de sua replicacio (STAGINNUS; RICHERT-POGGELER, 2006). Tais

sequéncias sdo conhecidas como sequencias endogenas de pararetrovirus (Endogenous



Pararetroviral Sequences - EPRVs) e sdo a classe mais abundante de sequéncias virais
endogenas em diferentes espécies de plantas (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009). Estas
foram encontradas no genoma nuclear de espécies de familias distantes, como Rutaceae,
Solanaceae (batata, pettnia, tabaco), Poaceae (arroz), Musaceae (banana) (STAGINNUS;
RICHERT-POGGELER, 2006), e mais recentemente nas familias Agavaceae (Drascena
sanderiana) (SU et al., 2007), Asteraceae (Dahlia variabilis) (PAHALAVATTA,; PAPPU,
2008) e Dioscoreacea (Dioscorea spp.) (BOUSALEM et al., 2009).

Todas as EPRVs descritas até 0 momento possuem um padréo de arranjo similar com
repeticdes em tandem, duplicacOes internas, fragmentagdes e inversdo do genoma viral. A
maioria das EPRVs resulta em genomas virais parciais e ndao funcionais, porém vérias
integracOes contém toda extensdo do genoma viral, com sequéncias de leitura aberta (ORFs)
funcionais. Tais sequéncias podem entdo ser ativadas resultando na liberacdo do genoma viral
funcional que infectard o hospedeiro (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009). EPRVs que
podem causar infeccdo ja foram descritas para o Petunia vein clearing virus (PVCV) em
petania (Petunia hybrida) (RICHERT-POGGELER; SHEPERD, 1997), para o Tobacco vein
clearing virus (TVCV) em Nicotiana edwardsonii (LOCKHART et al., 2000) e para o
Banana streak virus (BSV) em banana (DALLOT et al., 2001; NDOWORA et al., 1999).

Familia Potyviridae

Os virus de inhame mais completamente caracterizados sdo 0s potyvirus, sdo também
relatados como sendo os mais amplamente distribuidos (HUGHES et al., 1997; BRUNT et al.,
1996; KENYON et al., 2001).

A familia Potyviridae contém os géneros Potyvirus, Bymovirus, Rymovirus,
Macluravirus, Ipomovirus e Tritimovirus (THOUVENEL; FAUQUET, 1979). A transmissao
do virus ocorre geralmente por afideos de uma forma nao-persistente, apesar de alguns virus
serem transmitidos também &caros ou moscas brancas (SHUKLA et al, 1989, THOUVENEL,;
FAUQUET, 1979; ODU et al., 2004). A familia pode ser dividida em subgrupos de acordo
com o tipo de corpos de inclusdo que induzem e do tipo de vetor especifico. Um estudo
recente sobre a genética da variabilidade de isolados de Yam mosaic virus (YMV) tem
mostrado a presenca de uma mutacdo levando a perda de sua transmissibilidade, este achado
sugere fortemente que este isolado pode espalhar-se apenas por propagacdo vegetativa
(BOUSALEM et al., 2000).



O género Potyvirus, 0 nomeado a partir de seu membro tipo, Potato virus Y (PVY), €
de longe o maior dos 34 diferentes grupos ou familias de virus de plantas. Os potivirus
infectam uma ampla gama de hospedeiras na maioria das regides climaticas (THOUVENEL;
FAUQUET, 1979).

As particulas virai de potyvirus sdo ndo-envelopadas, flexuosas e de forma cilindrica,
relatado com 680-900 nm de comprimento e 11-15 nm de largura. O genoma é de uma unico
fita de RNA (+ ss) sentido positivo de cerca de 10.000 nucleotidos e tem uma Unica ORF. A
extremidade 3' contém uma regido poliadenilada (poli A) de comprimento variavel. O RNA
genébmico codifica uma uUnica poliproteina. Esta, em seguida, é submetida a um co-
processamento proteolitico e pds-translacional por trés proteinas virais codificadas de
produtos génicos individuais, para se obter dez produtos protéicos. As funcbes das proteinas
dos potyvirus tém sido extensivamente estudadas (ALEMAN-VERDAGUER et al., 1997) e
séo:

P1: De todas as proteinas potyvirid, P1 é a menos conservada em seqiiéncia e mais
varidvel em tamanho. Ela desempenha um papel significativo na replicacdo do virus,
provavelmente devido a estimulacdo do gene silenciando supressor de HC-Pro.

HC-Pro (Helper Componente Protease-): a proteina HC-Pro tem papéis em supressao
de gene silenciamento e na transmissdo vetorial. Um dominio de protease de cisteina para o
C-terminal cliva-lo do resto da poliproteina a jusante, tipicamente a Gly-Gly.

P3: Envolvido em replicacdo viral e parece ser significativo na gama de hospedeiros e
sintoma desenvolvimento.

6K1: A funcdo desta pequena proteina ndo é conhecida.

ClI (proteina de Incluséo cilindrica): Esta proteina tem atividade helicase e se acumula
como inclusdes no citoplasma de células de plantas infectadas.

6K2: uma proteina transmembranar pequena provavelmente ancorando o complexo de
replicacéo para o reticulo endoplasmatico.

VPG (proteina viral ligada ao genoma): Ligada ao terminal 5’ do genoma e pertence a
uma classe de proteinas intrinsecamente desordenados. Ela desempenha vérias fungdes no
ciclo de infeccdo viral. Ela é essencial para a replicacdo do virus e da traducdo, interagindo
com um ou varias isoformas do fator de iniciacdo da traducdo e esta envolvido ainda na
supressdo de silenciamento de RNA.

NIA-Pro: protease de cisteina responsavel pela clivagem da maioria dos sitios da
poliproteina, tipicamente a GIn/Glu- (Ser / Gly / Ala).

NIB: A RNA polimerase dependente de RNA.



CP: capa protéica viral que também tem papéis no movimento do virus, amplificacdo
do genoma e transmissao pelo vetor (ALEMAN-VERDAGUER et al., 1997).

Familia Caulimoviridae

A familia Caulimoviridae engloba os virus os quais as particulas ndo séo envelopadas
e podem ser de morfologia isométrica ou baciliforme. Possuem aproximadamente 35-50 nm
de didametro e 900nm de comprimento (para os baciliformes) ou 45-50 nm de diametro e
simetria icosaédrica (para os isométricos). O genoma dos caulimovirus € uma molécula de
DNA semicircular de fita dupla com cerca de 6-8 kb (FAUQUET et al., 2005). O genoma de
caulimovirus possui uma regido intergénica poli (A) a qual pode também estar ausente, e
descontinuidades de fita simples ou gaps em sitios especificos de ambas as fitas (HARPER et
al., 2002).

Os hospedeiros naturais de espécies da familia Caulimoviridae sdo Angiospermas das
classes Dicotyledonae e Monocotyledonae. Dependendo do género, a transmissdo natural do
virus pode ocorrer via inseto vetor (insetos das familias Aleyrodidae, Aphididae, Cicadellidae
e Pseudococcidae: ordem Hemiptera) ou por contato entre plantas hospedeiras, bem como por
sementes ou pelo pdlen. A transmissdo pode ser também realizada por técnicas como a
inoculacdo mecanica e enxertia (FAUQUET et al., 2005). Os sintomas caracteristicos na
planta associados aos caulimovirus compreendem: clareamento de nervuras, estrias, mosaico,
manchas necrdticas, linhas e manchas clordticas, nanismo, enrrolamento da folha, ma
formacao foliar e enrolamento de foliolos.

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) (KING et al.,
2011), a familia Caulimoviridae pode ser taxonomicamente dividida em seis géneros:
Caulimovirus, Soymovirus, Cavemovirus, Tungrovirus, Badnavirus e Petuvirus.

A replicagdo dos caulimovirus, em geral, envolve duas fases: transcricdo de RNA a
partir do DNA viral no nucleo e transcricdo reversa deste RNA para gerar dsDNA no
citoplasma. O genoma desses virus também contém uma sequéncia complementar ao
tRNAMet da planta que corresponde ao sitio de iniciacdo da replicagdo do DNA. Geralmente
este sitio esta localizado dentro ou adjacente a regido intergénica (regido nao-codificante) e é
geralmente designada como nucleotideo 1 (DE KOCHKO et al.,1998). Em contraste com 0s
retrovirus, os pararetrovirus vegetais ndo necessitam de integragdo ao genoma hospedeiro
para sua replicagdo, portanto seu genoma ndo codifica a proteina integrase. Contudo certas

especies de caulimovirus sdo denominados Pararetrovirus Endégenos (STAGINNUS et al.



2006) mostram um dominio integrase putativo semelhante aos encontrados em retrovirus e
retrotransposons da familia Ty3/Gypsy (RICHERT-POGGELER; SHEPERD, 1997). Trés
virus em particular, Banana streack virus (BSV), PVCV e Tobacco vein clearing virus
(TVCV) tem demonstrado infeccbes epissomais associadas com sequéncias integradas
(HARPER, 2002).

Os membros da familia Caulimoviridae sdo classificados como "Pararetrovirus",
termo introduzido por Temin (1985) para definir virus de plantas que diferem dos retrovirus
com base no seu genoma de DNA e na sua integracdo irregular dentro do genoma hospedeiro
para a replicacdo. Sabe-se até entdo que as sequéncias gendmicas de alguns pararetrovirus
vegetais, como PVCV (RICHERT-POGGELER; SHEPERD, 1997) e Banana Streak virus
(BSV) (NDOWORA et al.,, 1999; HARPER et al.,, 2005), sdo integradas no genoma
hospedeiro, e que podem dar origem a virus epissomais (NDOWORA et al., 1999). Assume-
se geralmente que as sequéncias integradas sdo provenientes de eventos de infecgdes antigas
(HARPER et al, 2005) ou sequéncias representativas intermediarias entre caulimovirus e
retrotransposons LTR (BOUSALEM et al., 2008; LLORENS et al., 2009).

Género Badnavirus

O mais numeroso género da familia Caulimoviridae é Badnavirus, cujos membros se
apresentam como virions baciliformes com 95-130 nm de comprimento e 24-35 nm de largura
(FAUQUET et al., 2005). O genoma de badnavirus geralmente contém uma Unica molécula
de dsDNA de cerca de 7200-7600 pb que forma um circulo aberto interrompido por
descontinuidades sitio-especificas e que podem conter uma regido intergénica poli A
(MEDBERRY et al., 1990). Os badnavirus sdo o segundo maior género de viroses de plantas
conhecido que possui um genoma de DNA (BOUHIDA et al., 1993; HAGEN et al., 1993),
com 18 especies descritas e uma tentativa.

O genoma viral geralmente codifica para trés ORFs (Figura 1A), mas em alguns casos
podem estar presentes uma ou quatro ORFs adicionais, cujas funcOes ainda estdo sendo
estudadas. Todos 0s badnavirus contém as trés ORFs principais, e contém geralmente trés
descontinuidades (gaps) em sitios especificos (BOUHIDA et al., 1993; HAGEN et al., 1993;
HARPER; HULL, 1998).

As funcbes dos produtos das ORFs | e Il permanecem desconhecidas. Contudo, a
proteina da ORF | de Comellina yellow motle virus (CoYMV) esta associada com virions

imaturos enquanto a ORF Il é encontrada associada com ambos, imaturos e maduros



(CHENG et al., 1996). Os dominios funcionais da ORF 1ll sdo o dominio rico em cisteina
(CYS), motivo de ligagdo ao RNA (RB), aspartato protease (PR), e replicase viral
(transcriptase reversa, RT e ribonuclease, RNase H-RH) (Figura 1B), os quais possuem
dominios idénticos para o0s membros da familia Caulimoviridae (MEDBERRY, 1990;
LACO; BEACHY, 1994; HARPER; HULL, 1998).

ORF1
A ORF2
CoYMV ORF3
7.48 kbp
B M BR CYS PR RT RH
I I | I [ I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Figura 1. A: Esquema da Organizacdo gendmica do Commelina yellow mottle virus
(CoYMV) membro tipo do género Badnavirus. O circulo completo representa 0 genoma de
DNA de fita dupla. As setas largas indicam a posi¢do das ORFs 1, 2 e 3. B: Representacdo
linear do mapa genémico de badnavirus mostrando a identificagdo dos dominios: dominios de
movimento (M), motivo de ligacdo ao RNA (BR), regido conservada de cisteina (CYS),
aspartato protease (PR), transcriptase reversa (RT), Ribonuclease H (RH) (BRIDDON et al.,
1999).
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O membro tipo do género Badnavirus € o CoYMV, primeiramente relatado em
Commelina diffusa Burm. f., em Guadalupe (MIGLIORI, 1978), onde suas propriedades
foram descritas (LOCKHART, 1990, MEDBERRY et al., 1990).

Os badnavirus também tem sido relatados em varias espécies de plantas
economicamente importantes, incluindo cacau (Theobroma cacao L.) (BRUNT, 1996), arroz
(Oryza sativa L.) (OMURA et al., 1983), banana (Musa spp.) (LOCKHART; OLSZEWSKI,
1993; GAUHL et al., 1997; GEERING et al., 2000), cana-de-acUcar (Saccharum officinarum
L.) (LOCKHART et al.,, 1988), Kalanchoe Adans. (HEARON; LOCKE, 1984), taro
(Colocasia esculenta (L.) Schott) (JAMES et al.,, 1973; YANG et al., 2003), inhame
(Dioscorea spp. L.) (HARRISON; ROBERTS, 1973; PHILLIPS et al., 1999), citros (Citrus
spp. L) (AHLAWAT et al., 1996), espécies de pimenta (LOCKART et al., 1997) e
recentemente uma espécie de groselha (JONES; McGAVIN, 2002), e pimenta-de-macaco.
Membros do género Badnavirus sdo transmitidos principalmente pela cochonilha
Planococcus citri (Riss0,1813) (Hemiptera: Pseudococcidae). Nem sempre sdo detectados em
plantas sintomaticas e podem ser também detectados em plantas assintomaticas (GAUHL et
al., 1997).

Os genomas de badnavirus tém sido relatados como sendo altamente variaveis,
portanto, a maioria dos pares de primers para PCR utilizados para sua deteccdo foram
desenhados a partir de trés regides conservadas que ocorrem na ORF |1l (MEDBERRY et al.,
1990), representando o dominio tRNAMet e as regides da RNase H e RT (LOCKHART;
OLSZEWSKI, 1993; GEERING et al., 2000). Adicionalmente, para a alta variabilidade
genética de badnavirus, a recente descoberta da integracdo de BSV no genoma da planta,
acarreta em dificuldades de testes confiaveis de diagndstico além de dificultar o intercambio
internacional de germoplasma. A integragcdo de partes do genoma de BSV em espécies de
Musa, foi primeiramente apontado por (LAFLEUR et al., 1996) através de hibridizacéo, e
demonstrado adicionalmente por técnicas moleculares e citogenéticas por (HARPER et al.,
1999). Geering et al. (2000) sugerem que sequéncias integradas de BSV podem estar ligadas
ao genoma A ou B de Musa e que a distribui¢do dos integrantes de BSV podem estar restritos
a determinadas espécies do hospedeiro, pois uma infeccdo em banana pode ser originada a
partir de sequéncias integradas de badnavirus (NDOWORA et al., 1999). Cultura de tecidos e
outros fatores de estresse podem também ativar algumas dessas sequéncias (DAHAL et al.,
2000); (DALLOT et al., 2001).
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Isolados de BSV da Nigéria e da Austrélia demonstram uma significante divergéncia
de sequéncias, baseado na anélise de hibridizacdo do DNA (LOCKHART; OLSZEWSKI,
1993) e sequenciamento de nucleotideos (GEERING et al., 2000). A expressao de sintomas
de BSV em plantios de banana naturalmente infectados depende muito das mudancas de
temperatura, variando portanto, de estacdo para estacdo (DAHAL et al., 1998). O nimero de
plantas infectadas com BSV depende também dos gendtipos de Musa sp. (DAHAL et al.,
2000).

Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae se caracteriza por apresentar virus de particulas icosaédricas
geminadas e genoma constituido por uma ou duas moléculas de DNA de fita simples
(ssDNA), sendo constituida de quatro géneros: Curtovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e
Begomovirus (FAUQUET et al., 2008). Esses géneros podem ser distinguidos com base na
estrutura do genoma, tipo de inseto vetor e gama de hospedeiras (FAUQUET et al., 2008).
Curtovirus sdo transmitidos por cigarrinha para dicotileddneas e apresentam genoma
bipartido, sendo o Beet curly top virus (BCTV) a espécie-tipo. Mastrevirus também sédo
transmitidos por cigarrinha, mas infectam predominantemente monocotiledoneas, apresentam
genoma monopartido e tem como espécie-tipo 0 Maize streak virus (MSV). Topocuvirus, 0
género mais novo da familia, inclui um s6 membro, o Tomato pseudo-curly top virus
(TPCTV), que tem genoma monopartido e € transmitido por cigarrinhas para plantas
dicotiledéneas Os begomovirus, consistem num dos géneros de fitovirus mais numerosos,
sendo transmitidos por mosca-branca para dicotileddneas, podendo apresenta genoma
bipartido ou monopartido, sendo o Bean golden yellow mosaic virus (BGYMYV) a espécie-tipo
(PRINGLE, 1999).

Os begomovirus podem ser divididos em dois grandes grupos com base em sua origem
e distribuicdo geografica. Os begomovirus do “Velho Mundo” (Europa, Africa e Asia)
geralmente apresentam um Gnico componente gendmico, enquanto os begomovirus do “Novo
Mundo” possuem dois componentes gendmicos denominados DNA-A e DNA-B (BRIDON et
al., 2003) (Figura 2).

O DNA-A e DNA-B dos begomovirus bipartidos ndo apresentam similaridades na
sequéncia, exceto por uma regido quase idéntica denominada regido comum. O DNA-A
codifica proteinas responsédveis pela encapsidacdo (capa protéica) da progénie viral e

proteinas envolvidas na replicacdo, enquanto o DNA-B codifica dois genes necessarios para a
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movimentacao viral sistémica no hospedeiro. A regido comum é altamente conservada entre o
DNA-A e DNA-B de cada espécie, divergindo entre os diferentes begomovirus. Esta regido
contém sinais para reconhecimento de processos comuns a ambos 0s genomas (replicacéo,
iniciacdo de transcricdo e encapsidacdo) (PADIDAM et al., 1996).

Nas Ultimas duas décadas, os begomovirus se tornaram virus emergentes, em
consequencia do répido e amplo aumento de sua incidéncia, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais. Provavelmente as constantes epidemias de begomovirus estejam
relacionadas com a expansao da Bemisia tabaci (Genn.) (Hemiptera: Aleyrodidae) biotipo B,
um biotipo especialmente polifago, agressivo e de alta adaptabilidade (FRANCA, 1996). No
Brasil, o impacto das geminiviroses pode ser constatado em diversas culturas, sobretudo o
tomateiro, para o qual sdo relatadas cerca de 15 espécies, dentre as reconhecidas e as
tentativas (FERNANDES et al. 2008).

Os Begomovirus encontrados no tomateiro no Brasil formam um agrupamento distante
de qualquer begomovirus relatado nos demais paises, indicando para o fato de que
provavelmente estes virus evoluiram de maneira independe e isolada no Brasil. A hipotese
mais aceita é a de que o bi6tipo B de B. tabaci funcionou como ponte para a transmissao e
adaptacdo de begomovirus de plantas silvestres ou daninhas para o tomateiro. Registros de
begomovirus em diversas plantas daninhas tém se acumulado (JOVEL et al., 2004;
ASSUNCAO et al., 2006; ARNAUD et al., 2007; SILVA et al., 2011), porém a real
importancia das plantas daninhas como fonte dos begomovirus hoje presentes nas culturas

economicamente importantes ainda carece de investigagoes.
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Figura 2. Representacdo esquematica do genoma do Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMYV), 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 replicag&o 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 os genes virais e a direcdo em que ocorre
a transcricédo (viral e complementar, respectivamente). Reproduzido de (GUTIERREZ et al.,
2004).

A sintomatologia ndo é suficiente para identificar e diferenciar os begomovirus, em
decorréncia da variagdo de sintomas atribuida principalmente a época de infecgéo da planta
(idade), da cultivar considerada, de fatores ambientais e da ocorréncia de infecgdes mistas
(INOUE-NAGATA et al., 2004). Dessa forma, técnicas moleculares tém permitido o
desenvolvimento de métodos de deteccdo universal e/ou especificos de forma eficiente,
rapida, acurada e de forma otimizada para cada espécie de virus.

A deteccdo dos begomovirus é feita principalmente por hibridizacdo ou PCR. Os
oligonucleotideos desenvolvidos por Rojas et al. (1993) sdo amplamente utilizados com
comprovada eficiéncia de amplificacdo dos isolados de begomovirus brasileiros (RIBEIRO et
al., 2003; FERNANDES et al., 2008; SILVA et al. 2011). A determinacdo da sequéncia de

nucleotideos diretamente do fragmento amplificado por PCR é uma das ferramentas mais
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utilizadas para se indicar a provavel espécie presente na planta infectada. A identificacdo
precisa da espécie é complexa e somente pode ser realizada a partir da determinacdo da
sequéncia do DNA-A completo do begomovirus.

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) estabeleceu que 89% de
identidade de nucleotideos do DNA-A seria a percentagem de identidade limite para dois
virus serem considerados da mesma espécie (FAUQUET et al., 2008). Isto &, isolados com
identidade de nucleotideos inferior a 89% seriam considerados espécies distintas.

Até recentemente a clonagem e sequenciamento de genomas completos de
begomovirus era complexa devido as dificuldades no isolamento da forma replicativa, pois
esta encotra-se em baixa concentragdo. Entretanto, Inoue-Nagata et al. (2004) desenvolveram
um método simples de clonagem utilizando a amplificacdo por circulo rolante (RCA =
“rolling circle amplification”) seguido de digestdo com enzima de restricdo e ligacdo em
vetor. Este método facilitou os procedimentos de clonagem e sequenciamento de um grande
namero de isolados. Recentemente Wyant et al. (2012) desenvolveram uma técnica que deve
contribuir com estudos de caracterizacdo e diversidade de begomovirus. Essa técnica,
denominada Circomics, também se baseia em RCA, mas dispensa a etapa de clonagem.

Os geminivirus apresentam uma alta taxa de recombinacéo e este é considerado como
o principal fator para o surgimento de novas espécies mais adaptadas e agressivas
(PADIDAM et al., 1996). Mutacéo, pseudo-recombinacdo e principalmente recombinacéo, de
ocorréncia natural, contribuem fortemente para a geracdo de uma alta diversidade de espécies
e estirpes dentro do género. A recombinacdo de DNA nos begomovirus pode ocorrer nao
somente entre isolados de um mesmo virus, mas também entre espécies de géneros distintos,

0 que resulta no rapido surgimento de novas formas virais (SEAL et al., 2006).

Género Curtovirus

O genoma dos curtovirus consiste de um componente Unico ssDNA circular, com 2,9-
3,0 kb. As seqliéncias gendmicas de Beet curly top virus (BCTV), Beet mild curly top virus
(BMCTYV), Beet severe curly top virus (BSCTV) e Horseradish curly top virus (HrCTV) ja
foram determinadas (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999; HARRISON, 1985; ROJAS et al.,
2005; TIMMERMANS et al., 1994). Seus genomas codificam de seis a sete proteinas (Figura
3). Trés sdo codificadas na fita senso, que sdo a CP, capa protéica (ORF V1), envolvida no
encapsideamento do genoma, no movimento do virus e na transmissdo pelo inseto vetor,

proteina V2 que estd envolvida na regulagdo dos niveis relativos de sSDNA e dsDNA, e a MP,
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ou proteina de movimento (ORF V3). No sentido complementar sdo codificadas a proteina
associada a replicacdo Rep (ORF C1), necesséria para o inicio da replicacdo do DNA viral, a
proteina C2, que atua como um fator de patogenicidade em alguns hospedeiros, uma proteina
potencializadora da replicacdo (REN, ORF C3), e a proteina C4, uma determinante importante
de sintomas que esta envolvida no controle do ciclo celular (HANLEY-BOWDOIN et al.,
1999). Comparacdes de sequéncia de nucleotideos sugerem que curtovirus e begomovirus
divergiram depois de um evento de recombinacéo que alterou a especificidade no inseto vetor.

Beet curly top virus, a espécie tipo do género Curtovirus, € conhecida por ter causado
sérios problemas na beterraba (Beta vulgaris L.) por quase um século e continua a ser um
problema sério, ndo s6 de beterraba, mas também em outras culturas, como pimentdo
(Capsicum annum L.), meldo (Cucumis melo L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), tomate
(Lycopersicon esculentum L.), espinafre e uma variedade de plantas ornamentais e plantas
daninhas (AGRIOS, 2005). As folhas de plantas afetadas desenvolvem clareamento de
nervuras, enrolamento, malformacGes gerais e tornam-se coriaceas e quebradicas. As plantas
atrofiam-se, desenvolvem necrose do floema, sendo que a infeccdo precoce geralmente resulta
em morte prematura (BRUNT et al., 1996).

No final dos anos 1990 o BCTV surgiu como um sério problema de cultivo de pimenta
(Capsicum spp.) no sul do Novo México e destruiu quase 80% da safra. Pimenteiras sdo
suscetiveis a infeccdo em todas as fases de crescimento, mas a doenca é mais grave quando as
plantas sdo infectadas precocemente. Diversas plantas daninhas também sdo relatadas como
hospedeiras do BCTV e em alguns casos constituem uma importante fonte de indculo
(BENNETT, 1969; CREAMER et al., 1996).

As infecgdes por curtovirus sdo consideradas como limitadas ao floema e a replicacdo
viral, expressdo de genes e a formacdo do virus ocorre no nucleo (ESAU et al., 1967;
LATHAM et al., 1997).

Os curtovirus podem ter evoluido atravées de alguns eventos de recombinacao entre 0s
géneros Mastrevirus e Begomovirus. A Rep do BCTV é filogeneticamente mais relacionada
com begomovirus enquanto a CP é mais estreitamente relacionada aos mastrevirus, embora
uma parte da CP de BCTV seja muito mais proxima ao ACMV (begomovirus) do que aos
mastrevirus (HARRISON, 1999). Recombinantes também tém surgido entre curtovirus e
begomovirus; a sequéncia de nucleotideo de um clone infeccioso de HrCTV sugere que é um
recombinante entre curtovirus e antepassados de begomovirus. A ORF V3 do HrCTV tem
identidade 72-74% de aminoacidos com a ORF V3 do BCTV e a proteinas Rep e C4 sdo mais
relacionadas filogeneticamente com Squash leaf curl virus (SLCV) (KLUTE et al., 1996).
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Assim, a recombinacdo do genoma deve ter desempenhado um papel importante na evolugéo

e surgimento de novas geminiviroses.

Curtovirus

Figura 3. Organizagdo gendmica tipica de curtovirus. As ORFs sdo demonstradas no sentido
viral (V) e complementar (C) da fita. A designagdo dos genes é mostrada quando estes sdo
conhecidos. A ORF C3 ndo estd presente no Horseradish curly top virus (HrCTV). Esta
representada a posicdo do stem-loop contendo a sequéncia conservada TAATATTAC na
regido intergénica (IR). CP; proteina da capa, MP; proteina de movimento, Rep; proteina
associada a replicacdo, REn; enhancer ou proteina que promove o aumento da replicacdo
(VARMA; MALATHI, 2003).
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Diversidade de sequéncias entre isolados de badnavirus infectando inhame (Dioscorea

spp.) no Nordeste brasileiro
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Resumo

Viroses causadas por virus do género Badnavirus sdo responsaveis por grandes prejuizos a
cultura do inhame, no Nordeste brasileiro. O conhecimento da diversidade da populacao
deste patdgeno pode fornecer importantes informacdes sobre o potencial evolutivo do virus
e as melhores estratégias de manejo da doenca. A analise de sequéncias obtidas de virus de
inhame no ano de 2010 em trés estados produtores do Nordeste brasileiro, revelaram uma
alta incidéncia (93,3%) de badnavirus. Para avaliar a diversidade desse virus infectando
inhame, uma regido codificante RT/RNaseH dos isolados amostrados foi amplificada por
PCR e sequenciada. A analise filogenética das sequéncias de nucleotideos revelou que os
isolados dividiram-se em dois grupos distintos. Um altamente relacionado com o
Dioscorea alata bacilliform virus (DaBV), ja descrito anteriormente, enquanto outro grupo
de sequéncias formou um clado altamente divergente do género Badnavirus. Os isolados
dentro do grupo do DaBV apresentaram 70-98% de identidade nucleotidica entre si. O
DaBV foi detectado em todas as areas avaliadas e nas duas espécies de inhame mais
cultivadas no Nordeste (D. alata e D. cayanensis). No entanto, o outro grupo compartilhou
47-58% de identidade de sequéncias com isolados do DaBV e de 78-95% entre eles e foi
encontrado apenas em D. alata na Paraiba. O sequenciamento completo do genoma dos
isolados identificados esta sendo realizado para a melhor elucidacdo do status taxonémico

real.

Palavras-chave: Dioscorea bacilliform virus, RT/RNaseH, sequéncias endogenas.

Diseases caused by virus of Badnavirus genus are responsible for large losses in the yam
crop in Northeastern Brazil. Knowledge of pathogen population diversity can provide
important information about the evolutionary potential of the virus and the best strategies
for disease management. The analysis of 425 leaf samples of yam obtained in 2010 in three
producing states of Northeast Brazil, revealed a high incidence (93.3%) of badnaviruses.
To evaluate the diversity of badnaviruses infecting yams, an encoding region RT/RNaseH
of the sampled isolates were amplified by PCR and sequenced. Phylogenetic analysis of
nucleotide sequences revealed that the isolates were divided into two distinct groups. The
first group was highly correlated with Dioscorea alata virus bacilliformis (DaBV),

previously described, while the other set of sequences formed a highly divergent clade of
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Badnavirus genus. The isolates within DaBV group had 70-98% of nucleotide identity with
each other. DaBV was detected in all areas assessed and in the two most cultivated species
of yam in the Northeast (D. alata and D. cayanensis). However, the other group shared 47-
58% of sequence identity with DaBV isolates and 78-95% between them and was found
only in D. alata at Paraiba. The complete genome sequencing of the identified isolates is
being conducted to better elucidate the real taxonomic status.

Keyword: Dioscorea bacilliform virus, RT/RNaseH, endogenous sequences

Introducéo

O inhame (Dioscorea spp.) € uma cultura de importancia econémica e social nas
regides tropicais, principalmente no Nordeste do Brasil que é responsavel pela producéo de
38.256 toneladas (IBGE, 2006). No Nordeste brasileiro tem crescido bastante a area
plantada com inhame e tem havido uma importante demanda para o mercado de
exportacdo, contudo, os produtores ndo tém conseguido atingir as metas das empresas de
comércio exterior, principalmente pela baixa qualidade do produto devido a problemas de
ordem fitossanitaria (Moura, 2005; Santos, 2002).

Dioscorea cayenensis Lam. e D. alata L. sdo as espécies predominantes nas regides
produtoras do Nordeste brasileiro. Uma vez que a floracdo e a producdo de sementes sdo
raras, o inhame é propagado por tuberas semente ou se¢des da tubera. O uso de sementes
verdadeiras como propagulos é restrita a estagdes de pesquisa, principalmente programas
de melhoramento da cultura (Asiedu, 2010). A propagacéo assexuada do inhame, aumenta
as chances de acumulo e perpetuacdo de doencas, em especial das virais. Os sintomas de
viroses em inhame, principalmente mosaico foliar, resultam da perda parcial da atividade
fotossintética e frequentemente aumentam as taxas de senescéncia dos cloroplastos,
levando a reducdo na producdo de agUcar e armazenamento de amido, causando assim
significante reducdo no rendimento e qualidade das tuberas (Thouvenel, 1990).

Alguns badnavirus, familia Caulimoviridae, sdo descritos infectando uma ampla
gama de culturas tropicais de importancia econémica como cacau (Theobrome cacao L.)
(Muller; Sackey, 2005), banana (Musa sp. L.) (Harper; Hull 1998), inhame (Dioscorea
spp.) (Briddon et al., 1999) cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) (Bouhida et al.,
1993) e arroz (Oryza sativa L.) (Bouhida et al., 1993). Eles sdo virus de DNA que replicam

por meio de um intermediario de RNA utilizando a transcriptase reversa (pararetrovirus),
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caracterizados por particulas baciliformes ndo envelopadas contendo um genoma circular
de dsDNA com 7.0-7.6 kb (Fauquet et al., 2005). Os badnavirus que infectam inhame em
varios paises foram parcialmente caracterizadas por (Phillips et al., 1999), e duas espécies
foram tentativamente denominadas como Dioscorea alata bacilliform virus (DaBV) e
Dioscorea bulbifera bacilliform virus (DbBV).

Badnaviroses sdo amplamente distribuidas em todas as regides onde ha o cultivo de
inhame, principalmente no oeste da Africa (Eni et al., 2008). No Brasil, embora
encontrem-se plantas sintomaticas em grande parte das regides produtoras, Sdo escassos 0S
estudos envolvendo a caracterizagdo molecular dos virus associados. A familia
Caulimoviridae tem recebido maior atencdo desde a década passada devido a descoberta de
sequéncias enddgenas pararetrovirais (EPRVS). Acredita-se que EPRVs integram-se por
recombinacéo ilegitima no genoma do hospedeiro, e sua presenca ndo esta necessariamente
associada com a infecgdo (Geering et al., 2005; Harper et al., 1999; Ndowora et al., 1999).
No entanto, em alguns casos, essas cOpias cromossémicas podem dar origem ao virus na
forma epissomal e gerar infeccdo sistémica (Ndowora et al., 1999; Lockhart et al., 2000;
Geering et al., 2005).

Recentemente, a andlise de sequéncias parciais da regido RT/RNaseH derivadas de
DNA de virus de inhame revelaram a presenca de 11 novos grupos de badnavirus nas ilhas
do Pacifico. Os resultados também sugerem que alguns dos grupos de badnavirus
diferenciam-se em sequéncias enddgenas e integradas (Kenyon et al., 2008). A utilizacdo
de abordagens baseadas em PCR para a deteccdo de badnavirus complica o diagndstico
preciso devido a falsos positivos decorrentes dessas sequéncias integradas (Harper et al.,
1999; Le Provost et al., 2006).

Estudos moleculares de badnavirus infectando inhame e outras culturas revelaram
alta variabilidade, no entanto o conhecimento sobre essa variabilidade ainda é escasso
(Geering et al., 2000; Kenyon et al., 2008; Lockhart; Olszewski, 1993). Portanto, é
importante determinar a variabilidade de sequéncias entre os badnavirus infectando inhame
no Nordeste brasileiro para assegurar diagndsticos mais robustos e confiaveis.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a variabilidade de sequéncias na regido da
transcriptase reversa (RT) e da ribonuclease H (RNaseH) de badnavirus infectando inhame
nos estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba.

Material e métodos
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Obtencéao dos isolados

Foram coletadas amostras foliares de 100 plantas de inhame, sendo 20 provenientes
de cada uma das cinco areas de cultivo nas principais regides produtoras da Zona da Mata
dos estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba (Figura 1). As amostras foram coletadas de
plantas apresentando sintomas caracteristicos de infec¢do causada por virus, como

mosaico, cordao-de-sapato e nanismo (Figura 2).

Amplificacdo da regido RT e RNase H de badnavirus

A extracdo do DNA total foi feita a partir de discos foliares de aproximadamente 1
cm de diametro, provenientes de folhas jovens de plantas de inhame, de acordo com
(Doyle & Doyle, 1987). O DNA total serviu de molde para as reacdes de amplificacdo por
PCR de fragmentos de aproximadamente 579 pb. O par de oligonucleotideos utilizados
neste trabalho, BadnaFP (5’-ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC-3") e BadnaRP (5°-
CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC-3’) (Yang et al.,, 2003), foi baseado no dominio
RT/RNaseH da ORF 3 do genoma de varios badnavirus ja descritos.

As reacgdes foram realizadas em volume total de 60 pL, contendo 6 uL de tampéao
10X (KCI 100 mM; Tris-HCI 100 mM pH 9,0; Triton-X 1%), 4,8 uL de dNTPs 2,5 mM,
1,8 uL de MgCl2 50 mM, 3 uL de cada oligonucleotideo 10 puM, 1U da Taq DNA
Polimerase, 1 pL de DNA (10 a 100 ng) e 40 pL de agua ultrapura. As condi¢des de
amplificacdo foram: desnaturacdo inicial de 94°C por 4 min, 94°C por 30 s, 50°C por 30 s,
72°C por 30 s. Os ciclos foram repetidos 35 vezes exceto 0 passo inicial e a extensao final
a 72°C por 10 min. Ap6s a amplificacdo, os produtos foram analisados em gel de agarose a
0,8%, em tampdo TBE (Tris-Borato, EDTA 0,5M pH 8,0), corados com brometo de etideo,

visualizados sobre luz ultravioleta.

Sequenciamento e analise filogenética

Todos os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare). O sequenciamento foi realizado pela
Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul) diretamente dos produtos de PCR purificados. As
sequéncias de nucleotideos foram inicialmente submetidas ao algoritmo BLASTnN para a
pesquisa da atribuicdo preliminar das espécies com base no nivel limite de 80%

estabelecido pelo ICTV (Fauquet et al., 2005). Comparag6es pareadas (Parwise sequence
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comparison-PASC) foram geradas utilizando-se o programa DNAMAN verséo 6 (Lynnon
Biosoft Corporation) e estimada a porcentagem de identidade das sequéncias de
nucleotideos entre os isolados. As sequéncias foram alinhadas com o programa MUSCLE
(Edgar, 2004) disponivel no pacote computacional MEGA 5 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (Tamura, 2007). As sequéncias alinhadas foram importadas para o
programa PAUP* 4 para anélise filogenética. Arvores iniciais foram construidas usando o
método Neighbour-Joining. Estas foram posteriormente comparadas com as arvores de
consenso, construida a partir de analise de maxima verossimilhan¢a com “bootstrapping”
de 1000 repeticdes. Sequéncias de outras espécies pertencentes a familia Caulimoviridae,
disponiveis no GenBank, foram incluidas nas anélises para comparacdo (Tabela 2). A
Inferéncia Bayesiana foi feita, utilizando o programa MrBayes v3.1.2 (Ronquist;
Huelsenbeck, 2003).

Resultados

Vaérios tipos de sintomas puderam ser observados nas areas coletadas, denotando
um forte indicio de infec¢bes mistas ou de mais de um virus existentes na mesma regido e
ndo houve correlacdo clara entre os fendtipos dos sintomas observados (figura 2) e o virus
especifico detectado ja que a maioria dos tipos de sintomas estdo associados a mais de um

tipos de virus.

Amplificacdo da regido RT / RNaseH de badnavirus

O par de primer degenerado especifico para o género Badnavirus (Badna-FP e
Badna-RP) gerou o produto esperado de aproximadamente 580pb, que foi amplificado em
109 das 116 amostras analisadas, ndo se verificando amplificagbes no controle negativo
(representado por agua ultrapura substituindo o DNA molde) (Figura 3). Um total de 100
amplicons foram sequenciados e 93 produtos do sequenciamento foram utilizados para as
analises. Com base nas identidades entre pares de sequéncia de nucleotideo, foram
escolhidas 50 sequéncias representantes com diferentes porcentagens de identidade entre
elas para comparacdo com a sequéncia do DaBV (Figura 4).

Sequenciamento e analise filogenética
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As 50 sequéncias nucleotidicas desse estudo foram alinhadas com outras sequéncias
de badnavirus depositadas no Genbank (Tabela 1) e submetidas a anélise filogenética com
a finalidade de identificacdo em nivel de espécies. Agrupamentos foram selecionados para
refletir as diferencas de nucleotideos de 20% na regido RT / RNaseH, sendo este um
critério para a demarcacdo de espécies do género Badnavirus (Hull et al., 2005). As
andlises de nucleotideos mostraram que as sequéncias virais provenientes de inhame, no
Nordeste do Brasil, podem ser divididos em dois grupos bem distintos, um agrupando com
DaBV, ja relatado como infectando inhame anteriormente, onde a PASC (Pairwise
sequence comparison) mostrou alta identidade de sequéncias (76 a 89%) e o outro
comportou-se como altamente divergente (47-59% de identidade) como mostra a Figura 4
e provavelmente representam um novo género da familia Caulimoviridae ou sequéncias
enddgenas desse pararetrovirus.

O Grupo I, mostrado na Figura 5 esta representado pela maioria dos isolados (46 do
total avaliado), e se relaciona com o DaBV, significativamente suportado pelos valores de
bootstrap e probabilidades posteriores, segundo as analises de maxima verossimilhanca e
inferéncia Bayesiana respectivamente. As analises filogenéticas (maxima verossimilhanca
e inferéncia bayesiana) resultaram em &rvores com topologias semelhantes. Ambas as
arvores apresentaram um ramo monofilético contendo os isolados avaliados nesse trabalho
e 0 ja descrito DaBV, os quais possuem um ancestral comum com o Dioscorea bacilliform
virus (DBV). O Grupo |, ndo esta agrupado por origem geografica ou espécies hospedeiras.
Essa espécie esteve presente nas cinco areas de cultivo nos trés estados causando infeccao
tanto em em D. cayennensis quanto em D. alata.

O Grupo Il, contendo apenas os isolados 9P, 11P, 12P e 18P provenientes de
Alhandra-PB, comportou-se como altamente divergente apresentando identidades de

sequéncias de apenas 47-59% entre as os demais isolados e 0 DaBV.

Discussao

Doencas causadas por virus do género Badnavirus tém sido descritas em Dioscorea
spp. em varios paises produtores destacando-se as espécies D. alata, D. cayenensis, D.
rotundata e D. sansibarensis na Africa (Hughes et al., 1997; Phillips et al., 1999; Olatunde,
1999; Eni et al., 2008) e D. bulbifera, D. dumetorum, D. nummularia e D. pentaphylla no
Sul do Pacifico (Phillips et al., 1999). As espécies mais amplamente cultivadas no

Nordeste brasileiro sdo D. alata e D. cayenensis, as quais foram utilizadas neste estudo
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sendo que em ambas se constatou a incidéncia de badnavirus. A presenca de apenas uma
espécie de Badnavirus detectada neste estudo deve-se, provavelmente a proximidade
geografica entre as areas analisadas e a constante troca de material vegetal entre elas, o que
acarreta a disseminacéo de tuberas infectadas com determinados virus.

Estes resultados corroboram com dados de analise de trés sequéncias
correspondentes a regido RT/RNase provenientes de Cruz das Almas (Bahia), Itapissuma e
Quipapa (Pernambuco), onde a unica espécie de badnavirus encontrada foi DaBV
(Andrade et al., 2007). A presenca de DaBV em Alagoas, Bahia, Paraiba e Pernambuco,
sugere uma ampla distribuicdo e prevaléncia dessa espécie na regido Nordeste do Brasil.

No entanto, estudos realizados com o patossistema (Dioscorea spp. X Badnavirus)
em paises da Africa e do Sul do Pacifico revelaram a ocorréncia de uma maior diversidade
de espécies de badnavirus, sendo principalmente encontradas duas ou mais espécies por
area. A maior incidéncia sdo de infeccBGes causadas pelas espécies DaBV, DbBV e/ou
Dioscorea sansibarensis bacilliform virus (DsBV) (Eni et al., 2008; Kenyon et al., 2008).

Também, foi constatada a presenca de sequéncias muito divergentes das demais,
indicando que provavelmente representam um novo género da Familia Caulimoviridae ou
tratam-se de sequéncias enddgenas de pararetrovirus (EPRVS) que se encontram integradas
ao genoma de inhame, a exemplo do que ocorre com EPRVs relacionados a badnavirus em
bananeira (Gayral et al., 2009).

A amplificacdo dessas sequéncias pode ter ocorrido em consequéncia da técnica de
PCR, utilizada para a deteccéo do virus nas plantas de inhame, ndo eliminar a possibilidade
de amplificacdo de sequéncias enddgenas, tornando dificil a distincdo de virus que
encontram na forma epissomal ou ainda devido a variabilidade observada entre as
sequéncias dos isolados, atribuida a replicacdo imprecisa por transcricao reversa e relatada
para os membros da familia Caulimoviridae (Medberry, 1990; Harper et al., 1999).

Resultados semelhantes foram descritos por (Kenyon et al., 2008), que encontraram
varios grupos divergentes de sequéncias de badnavirus referentes a regido RT/RNaseH em
amostras de inhame no Sul do Pacifico, utilizando os mesmos pares de oligonucleotideos
utilizados neste e em outros estudos. Fortes evidéncias, como a alta identidade entre
sequéncias do mesmo grupo, presenca de delecdes de aminacidos e ORFs ndo funcionais,
além da associacdo com uma Unica hospedeira, indicam que alguns desses grupos de
sequéncias podem ser pararetrovirus enddgenos ou provaveis sequéncias integradas.

A forma enddgena do virus € de extrema importancia na deteccdo de viroses e no

que diz a respeito ao controle de doencas, pois varios fatores tem sido descritos como



273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
204
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306

37

desencadeantes de doencas devido a geracdo de formas epissomais dos virus a partir das
formas enddgenas (Dahal et al., 2000; Harper et al., 1999), apesar desse processo ser ainda
pouco estudado, ja é sabido que ele de fato ocorre (Gayral e Iskra-Caruana, 2009).

A abordagem integrativa desenvolvida por (Bousalem et al., 2008) para a
classificacdo dos membros da familia Caulimoviridae com base na filogenia e andlise
utilizando PASC, as sequéncias RT parecem estar bem adaptadas a classificagdo de
badnavirus de inhame. No entanto, neste estudo, PCR-positivos devido a amplificacdo de
EPRVs, puderam ser obtidos a partir de DNAs total das plantas utilizadas. Portanto, é de
grande importancia o diagnostico para diferenciar entre sequéncias virais epissomal e
integrada. O dilema vem da dificuldade em aplicar um determinado método para a
deteccdo de EPRVs em um conjunto de sequiéncias extremamente heterogéneo. A falta de
anti-soros especificos para qualquer badnavirus de inhame (Kenyon et al., 2008), que séo
essenciais para IC-PCR de particulas epissomais, complica ainda mais este dilema.

James et al. (2011) desenvolveram uma metodologia de RCA para a deteccdo de
BSV utilizando amostras de banana conhecidas por conterem sequéncias epissomais ou
enddgenas ativaveis de Banana streak virus (eaBSVs) ja caracterizados, demonstraram
ainda que, ao contrario de PCR, o RCA amplifica especificamente o genoma circular
epissomal de BSV e ndo seqliéncias integradas do mesmo. A capacidade de diagnostico de
RCA para identificacdo de BSV foi inicialmente validada pela deteccdo de Banana streak
Mysore virus (BSMyV) em bananeira. Posteriormente, RCA foi usada para detectar a
presenca de Banana streak OL virus (BSOLV) na Australia e Uganda, bem como Banana
streak Uganda | virus (BSUgIV), Banana streak Uganda L virus (BSUgLV), Banana streak
Uganda M virus (BSUgMV) e Banana streak GF virus (BSGFV) em Uganda. Este foi o
primeiro relato confirmado de BSUglV, BSUgLV, e BSUgMV epissomais em Uganda,
apesar de sequéncias parciais destes trés virus terem sido previamente relatadas (Harper et
al., 2005).

Certas condicdes de estresse, como a cultura de tecidos, hibridacdo e eventos de
recombinacdo que ocorrem nas seqiiéncias integradas, podem levar a reconstituicdo do
genoma viral na forma ativado e, assim, resultando em infeccGes epissomais (Cote et al.,
2010; Dallot et al., 2001; Ndowora et al., 1999). Genomas integrados incompletos ja foram
relatados fazendo parte dos genomas A (Musa acuminata Colla) e B (M. balbisiana Colla)
de bananeiras derivadas de progenitores selvagens domesticados (Gayral et al., 2008;
Geering, 2001; Geering et al., 2005). Os resultados deste estudo tém varias implicaces

importantes para o diagnéstico de badnaviroses em inhame. Essas viroses podem ser
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consideradas de grande importancia como fator limitante no intercambio nacional e
internacional de material propagativo, devido a presenca de sequéncias integradas, as quais
podem ser ativadas e causar doenca.

Desde a Gltima década, as técnicas de PCR e IC-PCR tem sido utilizadas para o
diagndstico de badnaviroses em Vvérias culturas, no entanto, estes testes tem vérias
limitacOes, incluindo a incapacidade do anti-soro em captar todos os isolados virais; a
disponibilidade apenas de primers especificos que amplificam somente alguns grupos ou
espécies virais, ndo diferenciando estirpes (Geering et al., 2000; Geering et al., 2005;
Harper et al., 2005; Lheureux et al., 2007), e a ocorréncia de falsos positivos devido a
presenca de copias de sequéncias integradas. Com o aprimoramento e adaptacdo do RCA
para outras espécies de virus de genoma circular, a confirmacdo do status taxondmico de
espécies do género Badnavirus sera mais precisa, ja que possui a capacidade de amplificar
seletivamente o DNA circular e ndo o linear (integrado), superando as limitacdes da IC-
PCR. Devido a falta de testes robustos de diagnose com a capacidade de detectar a vasta
gama de variabilidade gendmica e soroldgica que se conhece dentro de espécies do género
Badnavirus, tanto a diagnose para controle de viroses, quanto a taxonomia ficam
comprometidas.

Este representa o estudo mais abrangente, a nivel molecular a respeito da
diversidade de sequéncias de badnavirus de inhame no Brasil e indica ainda uma ampla

distribuicdo do DaBV na regido Nordeste.
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ALHANDRA

Figura 1. Mapa indicando os locais de coleta em areas de cultivos de inhame (Dioscorea

spp.) nos Estados de Paraiba (em verde), Pernambuco (em vermelho) e Alagoas (em azul).
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Figura 2. Plantas de Dioscorea spp. apresentando sintomas de doencas causadas por virus;

A: corddo-de-sapato, B: nanismo e distor¢éo foliar, C: clorose intervenal e D: mosaico.
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494  Tabela 1. Virus da familia Caulimoviridae depositados no GenBank utilizados para

495  andlise filogenética com os isolados de badnavirus em inhame.

Virus (Acrénimo)

N° de acesso

Dioscorea bacilliform virus (DBV)
Kalanchoe top-spotting virus (KTSV)
Sugarcane bacilliform IM virus (SCBIMV)
Taro bacilliform viruso (TBV)

Rice tungro bacilliform virus (RTBV)
Banana streak GF virus (BSGFV)
Banana streak Mysore virus (BSMyV)
Banana streak OL virus (BSOLV)
Cacao swollen shoot virus (CSSV)
Commelina yellow mottle virus (ComYMYV)

Dioscorea alata bacilliform virus ((DaBV)

DQ822073
AY180137
AJ277091
AF357836
X57924
AY493509
AY805074
AJ002234
L14546
X52938

X94575
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M12 3 456 7 8 910111213 1415 16 17 18 19 2021 22 23

Figura 3: Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) de amplicons obtidos a partir de
amostras de DNA total. M, marcador (1 Kb plus DNA ladder); 1: controle negativo;

2:controle positivo; 3 a 23: Isolados de inhame do municipio de Alhandra-PB.
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527  Figura 5. Arvore de maxima verossimilhanca baseada nas sequéncias parciais da regiéo
528 RT/RNase H de Badnavirus e sequéncias referéncia depositadas no Genbank. Os nimeros
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530 probabilidades posteriores utilizando 0 método Bayesiana.
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Infeccdo de plantas de inhame (Dioscorea spp.) por geminivirus no Brasil
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Resumo

Os geminivirus (familia Geminiviridae) sdo um diversificado grupo de virus que
apresentam genoma composto de DNA fita simples (ssDNA) circular encapsidado em
um capsideo icosaédrico geminado. Esses virus sdo responsaveis por varias doencas
economicamente significantes em culturas de todas as regides tropicais e subtropicais
do mundo. Em um estudo de investigacao de viroses que afetam a cultura do inhame no
Nordeste brasileiro, foram coletadas amostras nos estados de Alagoas, Pernambuco e
Paraiba, importantes produtores nacionais. Dentre as amostras analisadas foram
encontradas duas possiveis novas espécies de geminivirus, uma pertencente ao género
begomovirus e outra pertencente ao género Curtovirus. O begomovirus caracterizado
apresentou identidade méaxima de 87% com um isolado do Tomato golden mosaic virus
(TGMV). O Curtovirus apresentou tamanho de aproximadamente 2,9 kb e alta
identidade (>90% ) com o Beet severe curly top virus (BSCTV) descrito na cultura da
beterraba. A incidéncia e a importancia econdmica dessas novas doengas precisam ser
determinadas nas condi¢cdes do Nordeste, assim como sua forma de transmissdo e
possiveis hospedeiras alternativas. O relacionamento dessas espécies condiz com 0s
eventos evolucionarios relacionados a familia Geminiviridae, onde o0s curtovirus
surgiram a partir da recombinacéo entre os géneros Mastrevirus e Begomovirus. Esse €
0 inicio de um estudo de grande importancia para a evolu¢do de geminiviroses no
Brasil, pois o sequenciamento de outros clones e confirmagdes bioldgicas ainda estdo
sendo realizadas.

Palavras-chave: Begomovirus, Curtovirus, andlise molecular

Abstract

The geminivirus (Geminiviridae family) are a diverse group of viruses that have
genome composed of single stranded DNA (ssDNA) encapsidated in a circular twin
icosahedral capsid. These virus are responsible for several economically significant
diseases in cultures of all tropical and subtropical regions of the world. In an
investigative research study of viruses that affect the cultivation of yams in northeastern
Brazil, samples were collected in the states of Alagoas, Pernambuco and Paraiba, major

domestic producers. Among the samples analyzed were found two possible new species
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of geminivirus, a genus belonging to the begomovirus and one belonging to the genus
Curtovirus. The begomovirus characterized showed identity of up to 87% with an
isolate of Tomato golden mosaic virus (TGMV). The curtovirus present size of
approximately 2.9 kb and high identity (> 90%) with Beet severe curly top virus
(BSCTV) described in the sugar beet crop. The incidence and economic importance of
these new diseases to be determined under the Northeast conditions as well as their
mode of transmission and possible alternative hosts. The relationship of these species is
consistent with the evolutionary events related to the family Geminiviridae, where
curtovirus arose from recombination between Mastrevirus and Begomovirus Genus.
This is the beginning of a study of great importance for the evolution of geminivirus in
Brazil, since the sequencing of other clones and biological confirmations are still being
held.

Keywords: Begomovirus, Curtovirus, molecular analysis

Introducéo

O inhame é cultivado principalmente na Asia, Africa, México, Caribe e na
Ameérica do Sul, onde o Brasil é o maior produtor, com 0s principais campos de cultivo
localizados na regido Nordeste, especialmente nos estados da Paraiba, Pernambuco e
Alagoas (IBGE, 2006).

Essa cultura é suscetivel a uma variedade de pragas e doencas durante o
crescimento, bem como pds-colheita e as viroses tém se destacado pela freqiiéncia com
que ocorrem nos plantios comerciais (Hughes et al., 1997). Dentre as viroses descritas
na cultura do inhame merecem destaque aquelas ocasionadas por Potyvirus (Familia
Potyviridae), particularmente Yam mosaic virus (YMV) e Yam mild mosaic virus
(YMMYV) (Thouvenel; Fauquet, 1979; Aleman-Verdaguer et al., 1997; Odu et al.,
2001). Outro grupo de virus importante para o inhame séo os do género Badnavirus,
Familia Caulimoviridae. Este género é caracterizado por espécies com virions
baciliformes ndo-envelopados com 95-130 nm de comprimento e 24-35 nm de largura
(Fauquet et al., 2005), contendo uma molécula de dsDNA com cerca de 7200-7600pb
que forma um circulo aberto interrompido por descontinuidades sitio-especificas

(Medberry et al., 1990). Dioscorea alata bacilliforme virus (DaBV) é o badnavirus
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considerado mais importante e de maior distribuicdo geografica (Phillips et al., 1999;
Eni et al., 2008; Kenyon et al., 2008).

O inhame é propagado vegetativamente por tuberas-semente ou segdo de
tuberas, o que resulta no acumulo e perpetuacdo de virus durante cultivos sucessivos
(Kenyon et al., 2008; Asiedu, 2010). A frequente presenca de infec¢des mistas aliada a
uma alta variabilidade genética dos virus presentes no material propagativo de inhame
tem dificultado o diagnostico seguro das doencas que incidem sobre essa cultura. A
diagnose de viroses de inhame tem se baseado principalmente em métodos de
imunodeteccdo e na amplificacdo de sequéncias genémicas por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) ou na combinacgdo destes métodos (Phillips et al., 1999; Yang et al.,
2003; Eni et al., 2008; Kenyon et al., 2008). No entanto, como estes métodos sdo
dependentes de sequéncia eles priorizam identificacdo de virus conhecidos previamente
por infectar esta cultura deixando escapar a deteccdo novas espécies e variantes
ocorrendo nos cultivos.

Inoue-Nagata et al. (2004) desenvolveram um método simples de clonagem que
se fundamenta na amplificacdo por circulo rolante (RCA- rolling-circle amplification)
pela polimerase do bacteriofago Phi29, seguida de digestdo com enzima de restricdo e
ligacdo ao vetor. A utilizacdo desta técnica tem permitido o estudo sobre a diversidade
de espécies, variabilidade genética e epidemiologia de virus com genoma de DNA
circular numa variedade de culturas como tomate, soja, batata-doce, algoddo e banana
(Castillo-Urquiza et al., 2008; Fernandes et al., 2010; Paprotka et al., 2010; Kumar et
al., 2010; James et al., 2011).

No presente trabalho, RCA foi utilizada para verificar a ocorréncia de outros
virus de DNA circular, além dos badnavirus, em cultivos comerciais de inhame no
Nordeste brasileiro. Duas espécies de geminivirus, uma pertencente ao género
Begomovirus e a outra ao género Curtovirus foram encontradas infectando o inhame. Os
geminivirus sdo membros da familia Geminiviridae a qual apresentam genoma
composto de DNA de fita simples (ssDNA) circular encapsidado em um capsideo
icosaédrico geminado. A familia é constituida pelos géneros Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus e Begomovirus, definidos com base no tipo de inseto vetor, gama de
hospedeiros e organizacdo gendmica (Stanley et al., 2005).

O género Begomovirus engloba espécies com um ou dois componentes
gendmicos, transmitidas pela mosca-branca Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) a
plantas dicotiledéneas (Stanley et al., 2005). Begomovirus constituem um dos mais
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economicamente importantes grupos de fitovirus devido a alta incidéncia e severidade
de doencas que causam em Varias culturas através das regides tropicais e subtropicais do
Mundo (Briddon et al., 2001). No Brasil, as culturas do feijdo e tomate sdo as mais
afetadas (Faria e Maxwell, 1999; Zerbini et al., 2005). Em feijoeiro (Phaseolus vulgaris
L. e P. lunatus L.), o Bean golden mosaic virus (BGMV) causa 0 mosaico dourado, que
tem sido uma importante doenca desde 1970, e sua disseminacdo tem sido atribuida ao
aumento das areas de cultivo de soja (Costa, 1976). J& em tomate, a emergéncia de
doencas causadas por begomovirus tem sido associada a introducgédo do bidtipo B de B.
tabaci em meados de 1990 (Ribeiro, 1998; Ribeiro et al., 2003). Dentre os begomovirus
de maior importancia econémica estdo o Bean golden mosaic virus (BGMV), o Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) e o African cassava mosaic virus (ACMV).

No género Curtovirus estdo 0s geminivirus com um Unico componente
genémico, transmitidos por diversas cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) a plantas
dicotiledbneas. (Stanley et al., 2005). Sete espécies constituem este género Beet curly
top virus (BCTV), Beet severe curly top virus (BSCTV), Beet mild curly top virus
(BCMV), Pepper yellow dwarf virus (PeYDV), Spinach curly top virus (SCTV), Beet
curly top Iran Virus (BCTIV) e Horsehadish curly top virus (HrCTV). Estas causam
doengas denominadas “curly top disease” que estdo amplamente disseminadas nos
Estados Unidos e México ocorrendo em beterraba, espinafre, feijao, pimenta, pimentao
e tomate (Chen et al., 2008).

Apesar dos inumeros relatos de geminivirus infectando plantas cultivadas e
invasoras no Brasil, este constitui o primeiro relato de infeccéo natural por begomovirus
e curtovirus em monocotileddneas. A caracterizagdo desses isolados podera trazer
importantes informacdes sobre aspectos ecologicos e evolutivos a respeito dos
geminivirus. Podera também contribuir para determinar a prevaléncia e a importancia

econdmica desses virus na cultura do inhame.

Material e métodos

Obtencéo do material vegetal

Para investigar a ocorréncia de viroses com genoma de DNA circular em inhame

no Nordeste brasileiro, foram coletadas 55 amostras de folhas com sintomas tipicos de
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viroses nos municipios de Vigosa, Arapiraca e Cha Preta-AL, Bonito-PE e Alhandra-PB
(Figura 1), no ano de 2010. As amostras foram armazenadas a -80°C até 0 momento das

analises.

Extracdo de DNA e clonagem

O DNA total de 55 amostras (11 de cada area amostrada escolhidas com base na
sintomatologia) foi extraido como descrito por (Doyle & Doyle, 1987). Os genomas
virais foram amplificados por circulo rolante utilizando a enzima Phi 29 (Inoue-Nagata,
2004). Apds amplificacdo, foi realizada a monomerizacdo do concatamero com as
enzimas de restricdo: Kpn I, Xho | e BamH I. As amostras que apresentaram padrdo de
restricdo com bandas acima de 2 kb foram selecionadas para a clonagem em
pBLUESCRIPT KS+ (Stratagene). Os plasmideos recombinantes foram identificados
por analise de restricdo, e os insertos virais foram sequenciados pela Macrogen, Inc.
(Seoul, Coréia do Sul).

Comparacdo de sequéncias e analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram inicialmente submetidas a uma
pesquisa BLAST para a atribuicdo preliminar das espécies com base nos critérios
estabelecidos pelo ICTV (Fauquet et al., 2008). Comparacdes dois a dois das seqiiéncias
de nucleotideos foram feitas com DNAMan versdao 4.0. utilizando a opcdo de
alinhamento ideal. As sequéncias de nucleotideos desse estudo foram alinhadas
utilizando o mdédulo Muscle no programa Mega 5.0 (Tamura, 2007) com outras
sequéncias depositadas no Genbank (Tabela 1). Anélises de maxima verossimilhanca
foram feitas usando estratégia heuristica de busca no PAUP* versdo 4.0b10. ModelTest
versdo 3.07 (Posada; Crandall, 1998) foi usado para determinar o melhor ajuste do
modelo de substituicdo de DNA para uso nas anélises de probabilidade para cada regiao,
selecionando um modelo baseado no Critério de Informacéo Akaike.

A analise filogenética para begomovirus foi realizada utilizando inferéncia
Bayesiana e cadeia de Markov Monte Carlo implementadas em MrBayes versédo 3.0. A
mesma inferéncia foi realizada sobre os dados alinhados definido depois que o modelo
de substituicdo de nucleotideos foi determinada por Mr. Modeltest v. 2.2 (Nylander,
2004). O programa ModelTest 3.7 foi usado para prever o modelo de melhor ajuste
GTR+1+G. A simulagdo MCMC para 20 milhdes de geragdes e amostrados a cada 1000
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passos. A convergéncia foi avaliada com base no tamanho de amostragem eficaz ap0s
0s 25% burn-in usando Tracer versdo 1.5. As arvores foram visualizados utilizando o

programa FigTree versdo 1.3.1 e editados usando o Corel Draw X3.

Resultados

Das 55 amostras avaliadas foram obtidos 16 clones como mostra a Tabela 2.
Destes, 9 corresponderam a virus do género Begomovirus, e as identidades variaram
entre 81-100% comparados com sequéncias depositadas no Genbank. O clone 7VK1
(DNA-A) apresentou <87% de identidade com todos 0s begomovirus mais relacionadas
ja descritas anteriormente depositadas no Genbank (Figura 2).

O isolado 7VK1 apresentou uma tipica organizacdo genémica dos begomovirus
bipartidos do Novo Mundo, com cinco ORFs. A comparacdo par a par de cada ORF do
DNA-A indica que a ORF da proteina capsidial (CP) é a mais conservada com 77-92%
de identidade, e a Rep como a menos conservada com <68% de identidade.

O DNA-A tem o nonanucleotideo conservado (5’TAATATTAC3’) como parte
de uma estrutura em forma de grampo na origem de replicacdo. A anélise filogenética
baseada no DNA-A e incluindo os begomovirus das Américas colocou 0 7VK1 em um
ramo com duas espécies de begomovirus que infectam tomateiro do Brasil Tomato
golden mosaic virus (TGMV) e Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) (Figura 3).

O clone 30VK1 foi identificado como pertencente ao género Curtovirus. Esse
clone possui aproximadamente 2,9 kb com 97% de identidade com um isolado de Beet
mild curly top virus depositado no Genbank (Acesso: AY134867). Esse dado foi

confirmado com a analise filogenética que agrupou o 30VK1 com o (BMCTV).

Discussao

Este é o primeiro relato de geminivirus infectando plantas de inhame no mundo.
A espécie viral representada pelo isolado 7VK1 poderia ser membro de uma linhagem
distinta de begomovirus do Novo Mundo, detectado em monocotileddneas.

Analises filogenéticas com base nas sequiéncias do DNA-A de begomovirus das
Américas mostrou que a espécie detectada neste trabalho agrupa com os virus
brasileiros. Pesquisas realizadas nos ultimos cinco anos (Castillo-Urquiza et al., 2010;

Cotrim et al., 2007; Fernandes et al., 2008) indicam que certas espécies tornaram-se
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predominantes em diferentes regides do pais. No entanto, Castillo-Urquiza et al. (2008)
relataram recentemente seis novas espécies de begomovirus de tomate e ervas daninhas,
indicando que novas espécies continuam a surgir.

Os begomovirus ja detectadas no Brasil sdo tipicas do novo mundo, com
genomas bipartidos os quais resultam de dois grupos monofiléticos, um contendo as
viroses encontradas em plantas invasoras, mas incluindo o ToYSV, e o outro contendo
os virus infectando plantas cultivadas (Andrade et al., 2006). ToYVSV e ToSRV tem
sido predominantes em cultivo de tomate ao longo dos anos, sendo detectados na
maioria das amostras coletadas em varias pesquisas (Fernandes et al., 2008; Ferreira et
al., 2005).

Diversos fatores, incluindo a evolugdo de novas variantes do virus, aparecimento
de vetores eficientes, mudancas climaticas, mudancas nos sistemas de cultivo, o
movimento de material de plantio infectado e introducdo de variedades de plantas
suscetiveis tém isoladamente, ou em conjunto, contribuido para o surgimento de
problemas de geminivirus em todo o mundo. Os geminivirus podem ocorrer ndo sO
entre as variantes do mesmo virus, mas também entre espécies e até mesmo entre
géneros, resultando em rapido desenvolvimento de novas formas. Consequentemente,
0s geminivirus podem, em breve, emergir como a familia mais numerosa de virus de
plantas (Varma; Malathi, 2003). Sabe-se que os curtovirus podem ter evoluido através
de algum evento de recombinacdo entre mastrevirus e begomovirus (Harrison &
Robinson, 1999) e que recombinantes tém surgido entre curtovirus e begomovirus
(Klute et al., 1996) por isso, a recombinacdo gendmica deve ter desempenhado um
papel importante na evolucao e surgimento de novos geminivirus.

A grande diversidade de espécies de begomovirus encontrada no Brasil esta
associada a introducéo, disseminacdo e alta polifagia do bi6tipo B de B. tabaci (Ribeiro
et al., 2007). Acredita-se que o surgimento de novas espécies de begomovirus, seja
resultado da transferéncia horizontal de virus nativos que infectam hospedeiras
selvagens ou plantas daninhas pelo bidtipo B. de B. tabaci. Uma vez presentes na nova
hospedeira, esses virus nativos evoluem rapidamente via recombinacdo e
pseudorecombinacdo, dando origem as novas especies detectadas atualmente no campo
(Castillo-Urquiza et al., 2008). Begomovirus recombinantes tém sido diretamente
implicados na emergéncia de novas doengas e epidemias em plantas cultivadas em
muitos paises (Pita et al, 2001; Monci et al, 2002; Garcia-Andres et al., 2006; Garcia-
Andres et al., 2007; Lefeuvre et al., 2010). Estudos sugerem que a recombinacéo € uma
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fonte comum e importante de geracdo de diversidade genética em begomovirus
brasileiros (Galvédo et al., 2003; Inoue-Nagata et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Ramos-
Sobrinho et al., 2010; Silva et al., 2011).

Em contraste ao cenario encontrado para o begomovirus, doencas relacionadas a
infeccdo por curtovirus em plantas cultivadas no pais até entdo ndo tinham sido
documentadas. Porém existe relato de infeccBes associadas a curtovirus em outros
paises da América do Sul, como Argentina, Bolivia e Uruguai. O curtovirus obtido a
partir do clone 30VK1 proveniente de Dioscorea alata no municipio de Vicosa-AL é
altamente relacionado com o isolado de BMCTV-Worland4 (NC_004753). Estudos
revelaram que BMCTYV encontra-se amplamente disseminada em beterraba e pimentao
nos Estados Unidos e México (Strausbaugh et al., 2008; Chen et al., 2008). Epidemias
de “curly top disease” em pimentdo ocorrendo no México estdo relacionadas com o
surgimento de um isolado altamente divergente dessa espécie, 0 BMXP24 (Chen et al.,
2011).

A infeccdo natural de plantas monocotiledéneas por virus pertencentes aos
géneros Begomovirus e Curtovirus ndo era conhecida até entdo. No entanto, acredita-se
que o evento tenha ocorrido no Brasil em consequéncia do tipo de reproducdo da planta
hospedeira. Como o inhame é propagado vegetativamente, esses virus teriam chegado
ao pais por meio de troca internacional de germoplasma infectado. Duas evidéncias
suportam esta hipotese. A primeira é a inexisténcia de registro sobre a ocorréncia de
cigarrinha Circullifer tenellus (Baker) (Homoptera: Cicadellidae), vetor de BMCTV no
Brasil. Esta evidéncia reforca o fato da auséncia de viroses associadas a curtovirus no
pais. A segunda, € que apesar do relato de altos niveis populacionais do Bi6tipo B de B.
tabaci sobre hortalicas, frutas e plantas daninhas, inhame ndo é hospedeira desse vetor
(Haji et al., 1999). De fato, ndo foi encontrada correlacdo entre plantas sintométicas de
inhame e presenca de mosca-branca durante a coleta das amostras.

Contudo, isso ndo exclui o fato de ter ocorrido falha em detectar infeccGes
ocasionadas por begomovirus e curtovirus no caso de co-infec¢cdo com outras viroses
nessa hospedeira, uma vez gque sintomas causados por diferentes grupos virus podem ser
indistinguiveis. Infecgcdes mistas entre diferentes grupos de virus sdo assumidas ocorrer
com freqiiéncia em inhame (Kenyon et al., 2008, Eni et al., 2008). Os padrdes de bandas
gerados a partir da digestdo dos produtos de RCA com algumas endonucleases de
restricdo utilizadas nesse estudo sugerem que infeccOes mistas entre o curtovirus e o

begomovirus obtidos de inhame também parece ser um evento comum (Dados ndo
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mostrados). No entanto, a co-infecdo entre as espécies desses dois diferentes géneros de
geminivirus em uma Unica planta ndo foi confirmada.

A recombinagdo intergenérica é um dos fatores que refletem a atual estrutura
taxonémica encontrada para familia Geminiviridae (Rybicki, 1994). O cenario evolutivo
proposto para esta familia sugere que 0s curtovirus surgiram a partir de eventos de
recombinagdo entre um geminivirus ancestral (monosegmentado) transmitido por
mosca-branca e um mastrevirus ancestral transmitido por cigarrinha. Um evento similar
teria dado origem a unica espécie do género Topocuvirus (Nawaz-Ul-Rehman et al.,
2009).

Recentemente foi comprovada a co-infecgdo por geminivirus pertencentes a dois
géneros distintos, Begomovirus e Mastrevirus na planta daninha Xanthium strumarium,
confirmando que de fato o pré-requito para ocorréncia de recombinacgdo intergenérica
existe. Além disso, esses resultados indicam que o evento de recombinacdo que ocorreu
entre este dois géneros milhdes de anos atrds pode ter de fato ocorrido. Tem sido
observado o surgimento de nimero crescente de espécies atipicas de virus que nao se
encaixa em quaisquer dos quatros géneros atualmente descridos da familia
Geminiviridae (Yazdi et al., 2008; Varsani et al., 2009; Briddon et al., 2010).

Evidéncias sugerem que a Horseradish curly top virus, surgiu de uma
recombinacdo intergenérica entre um curtovirus e uma linhagem de begomovirus apenas
conhecida ocorrer no Novo Mundo (Stanley; Latham, 1992). Eragrostis curvula streak
virus (ECSV) foi encontrado infectando uma monocotileddnea na Africa do Sul, esta
espécie representa uma linhagem altamente divergente de begomovirus que compartilha
caracteristicas entre outros trés géneros de Geminiviridae (Varsani et al., 2009).

O mais recente relato é da espécie Turnip curly top virus (TCVC) causando
infeccdo em nabo no Ird. Esta espécie apresenta genes no sentido viral correspondentes
aquelas encontradas nos begomovirus, porém o0s genes senso-complementar s&o
caracteristicos de curtovirus. Outro fato interessante € que Mastrevirus ocorrem no
Novo Mundo e a maioria de suas espécies infecta monocotiledéneas. Portanto, a
presenca de mastrevirus em plantas dicotiledéneas, tem sido descrita, estes incluem
Chickpea chlorotic dwarf Pakistan virus (CpCDPV) identificada no Paquistdo e Bean
yellow dwarf virus (BeYDV) a qual ocorre tanto na Pasquistdo como na Africa do Sul
(Halley-Stott et al., 2007).

Eventos de recombinacdo podem implicar na evolucdo e epidemiologia de virus

de planta, e isto pode afetar caracteristicas patogénicas e de adaptacdo aos novos
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hospedeiros (Pita et al., 2001; Monci et al., 2002). A presenca de espécies
recombinantes no campo tem sido relacionada ao surgimento de surtos epidémicos,
como por exemplo, a presenga do isolado de BMCTV-MXP24 estad associada a
epidemia de “curly top disease” no México (Chen et al., 2011). Adicionalmente foi
mostrado que essa mesma espécie é capaz de infectar naturalmente curcubitaceas (Chen
et al., 2009). Os eventos de recombinagdo que deram origem ao TPCV permitiram a
aquisicdo do mesmo por um novo vetor, Circulifer hematocepts (Heydarnejad et al.,
2007), em adicdo a C. tenellus.

A técnica de RCA tem sido empregada na diagnose e caracterizacdo molecular
de um grande nimero de espécies pertencentes as familias Geminiviridae, Nanoviridae
e Caulimoviridae, devido sua capacidade de detectar moléculas de DNA circular mesmo
sem qualquer informacdo prévia sobre a sequéncia do virus (Inoue-Nagata et al., 2004;
Haible et al., 2006; Gronenborn, 2004; Castillo-Urquiza et al., 2008; Paprotka et al.,
2010; Silva et al., 2011; Kumar et al., 2010). Nesse estudo, esta técnica foi utilizada
para investigar a ocorréncia de virus de DNA circular em cultivos comerciais de inhame
no nordeste do Brasil.

Assim, as pesquisas sobre ocorréncia de doencgas causadas por geminivirus em
culturas brasileiras pode trazer informac6es de grande importancia de ordem econémica
e da distribuicdo desse grupo de virus no Brasil. Analises adicionais, incluindo a
deteccdo de recombinacdo e genealogia de genes, bem como testes bioldgicos para
confirmacdo da replicacdo do virus em plantas de inhame serdo realizadas a fim de
determinar a estrutura genética destes novos isolados virais de begomovirus e curtovirus

nessa cultura.
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Figura 1. Mapa indicando os locais de coleta em é&reas de cultivos de inhame
(Dioscorea spp.) nos Estados de Paraiba (em verde), Pernambuco (em vermelho) e

Alagoas (em azul).



Tabela 1. Isolados de begomovirus utilizados para comparacdo filogenética com os

isolados obtidos de inhame.
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Virus

Acrénimo Accesso Genbank

Bean golden mosaic virus

Blainvillea yellow spot virus

Sida common mosaic virus

Sida mottle virus

Sida yellow leaf curl virus

Sida yellow mosaic virus

Tomato chlorotic mottle virus

Tomato common mosaic virus

Tomato golden mosaic virus

Tomato mild mosaic virus

Tomato rugose mosaic virus

Tomato severe rugose virus

Tomato yellow vein streak virus

Abutilon mosaic virus

Bean calico mosaic virus

BGMV

BIYSV

SiCmMV

SiMoV

SiYLCV

SiYMV

ToCMoV

ToCmMV

TGMV

ToMIMV

ToRMV

ToSRV

ToYVSV

AbMV

BCaMV

M88686

EU710756

EU710751

NC_004637

EU710750

NC_004639

AF490004

NC_010835

NC_001507

EU710752

NC_002555

NC_009607

NC_010949

NC_001928

NC_003504



Bean golden yellow mosaic virus

Macroptillium golden mosaic virus

Macroptillium mosaic Puerto Rico virus

Pepper golden mosaic virus

Pepper huasteco yellow vein virus

Potato yellow mosaic virus

Sida golden mosaic Honduras virus

Sida golden yellow vein virus

Sida yellow vein virus

Tomato mottle virus

Loofa yellow mosaic virus

Tomato severe leaf curl virus

Mungbean yellow mosaic virus

Tomato yellow leaf curl virus

Dicliptera yellow mottle virus

Tomato mild mosaic virus

Sida golden mosaic virus

Euphorbia mosaic virus

BGYMV

MaGMV

MaMPR

PepGMV

PHYVV

PYMV

SGMHV

SiIGYVV

SiYvwv

ToMoV

LYMV

ToSLCV

MY MV

TYLCV

DYMV

ToMIMV

SGMV

EuMV

NC_001439

NC_010952

NC_004097

NC_004101

NC_001359

NC_001934

NC_004659

NC_004635

NC_004661

NC_001938

AF509739

NC_004642

D14703

AJ489258

AF139168

EU710752

AF049336

DQ318937
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571

572

573

574

575

576

577

578

579

580

Tomato leaf distortion virus

Sida micrantha mosaic virus

Sweet potato leaf curl virus

Beet mild curly top virus
Beet severe curly top virus
Beet mil curly top virus
Beet mil curly top virus
Pepper yellow dwarf virus
Beet severe curly top virus
Horseradish curly top virus
Maize streak virus

Tomato pseudo curly top virus

ToLDV

SimMV

SPLCV

BMCTV

BSCTV

BMCTV

BMCTV

PYDV

BSCTV

HCTV

MSV

TPCTV

EU710749

AJ557451

AF104036

AY 134867

AY548948

EU193175

EU586261

EU921828

U02311

U49907

NC001346

NC003825
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Tabela 2. Total de clones obtidos mediante rolling circle amplification (RCA) de

amostras coletadas em diferentes municipios do Nordeste.

Area coletada Espécie de Begomovirus Curtovirus
inhame
Alhandra-PB D. alata 0 0
Arapiraca-AL D. cayenensis 5 0
Bonito-PE D. cayenensis 0 0
Cha Preta-AL D. cayenensis 0 0
Vigosa-AL D. cayenensis 4 1
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Figura 3. Porcentagem de identidade de sequéncia da CP, Rep, TrAP, e Ren do isolado

7VK1 e de isolados de begomovirus mais estreitamente relacionadas.
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Figura 4. Plantas de inhame apresentando sintomas de virose no municipio de Vigosa-

AL. A: mosaico e deformacao foliar; B: mosaico severo.
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Figura 5. Arvore de méaxima verossimilhanca obtida a partir do alinhamento do DNA-A
de sequéncias de begomovirus das Américas, incluindo o isolado 7VK1. Numeros

acima nos ramos indicam valores de bootstrap (1000 repeticGes) e abaixo as
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Figura 6. Arvore de méaxima verossimilhanca obtida a partir do alinhamento das

sequéncias dos isolados 7VK1 e 30VK1 com begomovirus do Brasil e espécies

representantes de todos os géneros da Familia Geminiviridae. Os nimeros nos ramos

indicam valores de bootstrap (1000 repeticdes).
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste estudo mostraram que Dioscorea alata bacilliform virus (DaBV)
€ a espécie de virus de maior prevaléncia da cultura do inhame no Nordeste

brasileiro;

Constataram-se evidéncias da presenca de sequéncias enddgenas integradas com

homologia a Badnavirus na cultura do inhame;

A técnica de RCA pode ser utilizada para detectar diversos virus de genoma circular

em plantas de inhame;

A cultura do inhame comporta-se como um centro de dispersdo e evolucéo de novos

virus como os da familia Geminiviridae, detectados pela primeira vez nesta cultura;

Estudos adicionais, incluindo testes bioldgicos e genealogia sdo necessarios para
elucidar gquestionamentos a respeito da origem e evolucdo dos virus que infectam

inhame no Nordeste brasileiro.



