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RESUMO GERAL

Os Begomovirus (familia Geminiviridae) sao caracterizados por infectarem plantas
dicotiledoneas, apresentarem particulas icosaédricas geminadas, com genoma composto por
um ou dois componentes de DNA circular de fita simples (DNA-A e DNA-B). Além de
plantas cultivadas, os begomovirus estdo também associados a uma ampla gama de plantas
daninhas. Esse estudo teve como objetivo caracterizar os begomovirus associados a plantas
daninhas das familias Malvaceae (Herissantia crispa, Waltheria indica, Sidastrum
paniculatum, Sida rhombifolia, Triumfetta semitriloba), Solanaceae Physalis sp.) e
Lamiaceae (Hyptis sp.) no nordeste brasileiro para avaliar sua diversidade e importancia como
fontes de novos virus para plantas cultivadas. As amostras de plantas daninhas com sintomas
tipicos de infecc@o por begomovirus foram coletadas nos estados de Alagoas, Pernambuco e
Bahia durante os anos de 2010 a 2012. Foram obtidos um total de 28 componentes gendmicos
(18 DNA-A e 10 DNA-B). Andlises das sequéncias indicaram a presenca de oito espécies de
begomovirus, sendo 6 novas espécies (HeYMV, TrYMV, PaYNV, PhYSV, HyRMV1 e
HyRMV2). Nas analises filogenéticas entre os virus obtidos das malvaceas daninhas. indicam
que todas as novas espécies se agruparam com begomovirus brasileiros. Evidéncias multiplas
de recombinacdo foram detectadas onde os begomovirus provenientes de Sida spp. e do
tomateiro foram identificados como parentais. Nas daninhas Hyptis sp. e Physalis sp. andlises
das sequéncias indicaram a presenca de trés novas espécies de begomovirus, duas encontradas
numa mesma amostra de Hyptis sp. (infeccdo mista) e a outra encontrada inicialmente em
Physalis sp. e posteriormente detectada em Hyptis sp. Nas andlises filogenéticas essas trés
novas espécies formaram um unico ramo monofilético. As andlises de recombinacdo
indicaram uma forte evidéncia de recombinacdo entre HyRMV1 e HyRMV2, tendo o
HyRMV1 como parental. O ToRMV foi identificado como possivel parental para as espécies
HyRMV1 e PhYSV. Portanto, esses resultados indicam que as plantas daninhas constituem
importantes reservatérios de begomovirus e que eventos de recombinagdo tem aparentemente

contribuido para o surgimento de novas espécies nessas hospedeiras.

Palavras-chave: geminivirus, recombinacdo, Physalis sp., Hyptis sp., malvaceas daninhas
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GENERAL ABSTRACT

The Begomovirus (family Geminiviridae) are characterized by infecting dicotyledonous
plants, present twinned icosahedral particles with genomes composed of one or two
components of circular single-stranded DNA (DNA-A and DNA-B). In addition to cultivated
plants, the begomoviruses are also associated with a wide range of weeds. This study aimed to
characterize the begomoviruses associated with weed families Malvaceae (Herissantia crispa,
Waltheria indica, Sidastrum paniculatum, Sida rhombifolia e Triumfetta semitriloba),
Solanaceae (Physalis sp.) and Lamiaceae (Hyptis sp.) In northeastern Brazil to assess their
diversity and importance as sources of new virus to cultivated plants. Samples of weeds with
symptoms typical of begomovirus infection were collected in the states of Alagoas,
Pernambuco and Bahia during the years 2010-2012. We obtained a total of 28 genomic
components (18 DNA-A and 10 DNA-B). Analysis of the sequences indicated the presence of
eight species of begomovirus, six new species (HeYMV, TrYMV, PaYNV, PhYSV,
HyRMV1 and HyRMV?2). In phylogenetic analyzes between viruses obtained malvaceous
weeds. indicate that all new species clustered with Brazilian begomoviruses. Evidence of
recombination were detected manifold where the begomoviruses from Sida spp. and tomato
were identified as parents. In weed Hyptis sp. and Physalis sp. Sequence analyzes indicated
the presence of three new species of begomoviruses, the two found in the same sample Hyptis
sp. (Mixed infection) and another found initially Physalis sp. and subsequently detected in
Hyptis sp. In phylogenetic analyzes of these three new species formed a single monophyletic
branch. The analyzes showed strong evidence of recombination between HyRMV1 and
HyRMV?2, and the like parental HyRMV1. The ToRMV was identified as a possible parental
species HyYRMV1 and PhYSV. Therefore, these results indicate that the weeds are important
reservoirs of begomoviruses and that recombination events have apparently contributed to the

emergence of new species in some hosts.

Palavras-chave: geminivirus, recombination, Physalis sp., Hyptis sp., malvaceous weed
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INTRODUCAO GERAL

1. Caracteristicas dos geminivirus

Os geminivirus sdo virus que infectam plantas e estdo classificados na familia
Geminiviridae. Essa familia, considerada a mais numerosa dentre os virus de planta, estd
representada por quatro géneros (Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus) de
acordo com a gama de hospedeiros, o tipo de vetor, a organizacio do genoma e o
relacionamento filogenético (FAUQUET; STANLEY, 2005; FAUQUET et al., 2008; VAN
REGENMORTEL, 2000). Os membros dessa familia sdo caracterizados por apresentarem
DNA de fita simples encapsidados em particulas geminadas de morfologia icosaédrica
(INOUE-NAGATA et al.,, 2006; STANLEY et al., 2005). A familia Geminiviridae &
constituida por um grande nimero de virus de plantas que causam significativas perdas em
importantes culturas em campos cultivados no mundo inteiro (ROJAS et al., 1993).

Estes virus sdo encontrados basicamente no floema das plantas infectadas e,
entretanto, alguns virus podem atingir outros tipos de tecidos mais externos, como as células
do meséfilo. Esta capacidade de colonizar o tecido epidérmico pode ser derivada de
caracteristicas genéticas adquiridas por algumas espécies, como por exemplo o Tomato
golden mosaic virus (TGMV) e também o Bean golden mosaic virus (BGMV), quando
associado ao TGMV (MORRA; PETTY, 2000). A partir do momento em que a infecc¢ao foi
estabelecida no ponto de inoculagio, esta se torna sist€mica, ou seja, atinge toda planta.

Os membros do género Mastrevirus (espécie-tipo Maize streak virus) sdo transmitidos
por cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) de uma forma ndo-propagativa, persistente e
circulativa e ttm um genoma monopartido de 2,7 kb. Esses virus foram encontrados apenas
no velho mundo (Hemisfério Oriental, Europa, Africa, Asia e Austrélia) onde geralmente
infectam monocotiledoneas, como milho e cana-de-agicar, embora haja alguns membros que
também infectam dicotiledoneas (STANLEY et al., 2005).

O género Topocuvirus (espécie-tipo Tomato pseudo curly top virus) contém uma tnica
espécie (monotipico), genoma monopartido de aproximadamente 3kb e sao transmitidos pela
Micrutalis malleifera (Homoptera: Auchenorrhyncha) a plantas dicotiledoneas. Os
Topocuvirus foram encontrados apenas no novo mundo e parece resultar de uma

recombinacdo entre Mastrevirus e Begomovirus (ROJAS et al., 2005).



50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

O género Curtovirus (espécie-tipo Beat curly top virus) sdo geminivirus monopartidos
e sdo transmitidos por cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae). Os membros do Curtovirus t€ém
genoma de aproximadamente 3kb e infectam principalmente plantas dicotiledoneas
(STANLEY et al., 2005).

Dentre os geminivirus o género Begomovirus (espécie tipo Bean golden yellow mosaic
virus - BGYMYV) € aquele que conta com o maior nimero de espécies e apresenta maior gama
de hospedeiros (FAUQUET et al., 2008). O género inclui os mais importantes virus de
regides tropicais e subtropicais, como o Bean golden mosaic virus (BGMV), o African
cassava mosaic virus (ACMV) e o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV). Os begomovirus
apresentam um ou dois componentes gendmicos de DNA circular de fita simples (ssDNA),
sdo transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) e infectam
apenas dicotiledoneas (STANLEY et al., 2005; FARIAS et al., 2000).

Baseado na organizacdo gendmica, diversidade genética e distribui¢do geografica, os
begomovirus foram divididos em dois grupos: begomovirus do “Velho Mundo” (Europa,
Africa, Asia e Austrdlia) e do “Novo Mundo” (Américas). Os do "Velho Mundo" apresentam
um ou dois componentes gendmicos e frequentemente estdo associados a moléculas de
ssDNA satélites denominados DNA-1 (alfassatélites) e DNA [ (betassatélites). Por outro
lado, os encontrados no "Novo Mundo" apresentam dois componentes genOmicos
(denominados DNA-A e DNA-B), e acreditava-se que ndo estavam associados a DNAs
satélites (MANSOOR et al., 2003). Recentemente, alfassatélites foram identificados no Brasil
e na Venezuela, associados aos begomovirus bissegmentados Cleome leaf crumple virus
(CILCrV), Euphorbia mosaic virus (EuMV) e Melon chlorotic mosaic virus (MeCMV), sendo
esses os primeiros relatos de alfassatélites associados a begomovirus ocorrendo naturalmente
no “Novo Mundo” (PAPROTKA; METZLER; JESKE, 2010; ROMAY et al., 2010).

O primeiro begomovirus associado a DNA-B foi o Ageratum yellow vein virus
(AYVYV). Desde entdo, varios outros t€ém sido reportados e devido ao nimero crescente de
relatos de DNA-B, um sistema de classificacdo e nomenclatura foi proposto para estes
componentes, onde ja se observam listadas 51 espécies (BRIDDON et al., 2008).

Dois métodos sdo usados comumente para clonar o genoma destes virus. O primeiro
método baseia-se em PCR utilizando iniciadores universais ou especificos, através da
amplificacdo parcial ou completamente o genoma (PATEL et al., 1993). Um segundo método
baseia-se na extracdo do DNA total ou DNA semi-purificado enriquecido com a forma
replicativa do genoma viral, seguido de digestdo com enzimas de restricdo, hibridacdo por

3
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Southern blot e clonagem apds digestdo com uma enzima de corte tnico (GILBERTSON et
al.,, 1991; SRIVASTAVA et al, 1995). Este procedimento geralmente tem baixa eficiéncia
devido a baixa concentraciao de genoma viral para a preparacao.

O método mais seguro para identificacdo de uma espécie de begomovirus tem sido a
determinacdo da sequéncia completa de nucleotideos do DNA-A. Devido a dificuldade
inerente na identificacdo de espécies, o Grupo de Estudos de Geminiviridae do Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) propds um critério para demarcacdo de espécie,
sendo o valor minimo de 89% de identidade de nucleotideos entre sequéncias completas do
DNA-A para espécies de Begomovirus (FAUQUET et al., 2008). Contudo a clonagem e
sequenciamento do genoma completo sdo complexos devido as dificuldades no isolamento da
forma replicativa dos begomovirus bipartidos. Em 2004, Inoue-Nagata e colaboradores
desenvolveram um método simples de clonagem utilizando amplificagdao por circulo rolante
(RCA - rolling-circle amplification) seguido por digestdo com enzima de restricdo e ligacao
ao vetor. Este método tem facilitado os procedimentos de clonagem e rdpida realizacdo de
sequenciamento de um grande nimero de isolados. A utilizacdo dessas técnicas tem permitido
a realizacdo de estudos de variabilidade genética, epidemiologia, além de fornecer suporte a
programas de melhoramento genético de espécies cultivadas. Apesar dos inimeros relatos de
begomovirus infectando plantas invasoras no Brasil a caracterizacdo molecular desses

isolados tem recebido pequena atencao.

2. Organizacdo genémica e papel desempenhado pelas proteinas dos Begomovirus do

‘“novo mundo”’

O genoma da grande maioria dos Begomovirus do novo mundo apresenta dois
componentes gendomicos denominados DNA-A e DNA-B. Cada componente é encapsidado
separadamente em particulas geminadas sendo necessarias as duas moléculas de DNA para
que a infeccdo ocorra. Ambos apresentam um comprimento semelhante de aproximadamente
2,6 Kb, exceto por uma regido com cerca de 200 pb, a regido comum (RC) ou regido
intergénica, ndo apresenta homologia de sequéncia. A RC ¢ altamente conservada dentro de
cada espécie viral, apresentando normalmente acima de 90 % de homologia. Na RC estao
localizadas a origem de replicacdo e os promotores da sintese dos mRNAs virais

(LAZAROWITZ, 1992; LAZAROWITZ et al., 1992; FONTES et al., 1994b).
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Dentro da regido comum localiza-se uma sequéncia de nove nucleotideos (5’-
TAATATTAC-3’) conservada entre todos os geminivirus, onde se localiza o dominio
funcional da origem de replicacio (OROZCO; HANLEY-BOWDOIN, 1996). Este
nonanucleotideo é clivado durante o inicio da replicacdo viral e se localiza num contexto de
30 nucleotideos capazes de formar uma estrutura em forma de grampo. Embora a sequéncia
de 30 nucleotideos varie entre espécies de geminivirus, a estrutura em forma de grampo esta
sempre presente, sendo assim considerado um elemento conservado estruturalmente (FARIA;
ZERBINI, 2000). A partir desta regido intergénica divergem os genes virais, no sentido viral e
complementar (HOWARTH et al., 1985). (Figura 1).

O DNA-A contém genes relacionados com replicac@o viral e sintese da capa proteica,
enquanto o DNA-B possui genes associados ao movimento e expressio de sintomas
(TIMMERMANS; DAS; MESSING, 1994; BROWN, 1997).

A transcri¢do € bidirecional tanto no componente A, que codifica genes envolvidos na
replicacdo e encapsidac¢do, quanto no componente B, que codifica genes envolvidos na

movimentacdo do virus da planta (FARIA et al., 2000).
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Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV),
espécie-tipo do género Begomovirus. Os circulos representam o genoma viral, com dois componentes
(DNA-A e DNA-B) de aproximadamente 2.600 nucleotideos cada. Uma sequéncia de
aproximadamente 200 nucleotideos, denominada regido comum (CR), contém a origem de replicagdo
viral, com uma estrutura em forma de grampo e uma sequéncia invaridvel de nove nucleotideos
(TAATATT|AC), conservada em todos os membros da familia Geminiviridae. A seta (|) indica o
sitio de inicio da replicacdo do DNA viral por circulo rolante. As setas azuis e vermelhas indicam os
genes virais e a direcdo em que ocorre a transcricdo (viral e complementar, respectivamente).

(Reproduzido de GUTIERREZ et al., 2004).

No componente A, um gene € transcrito no sentido viral denominado cp que codifica
para a proteina da capa proteica (CP), e trés, no sentido complementar rep, trap e ren, as quais
codificam, respectivamente para a proteina associada a replicacdo (REP), a proteina da
transcricdo (TRAP) e uma proteina que aumenta a replicacdo do genoma viral (REN)

(FARIA; ZERBINI, 2000).

O produto do gene rep (proteina associada a replicacdo, “replication associated
protein” — REP) € uma enzima com propriedades de ligacdo a 4cidos nucléicos e de
endonucleases. A fun¢do da proteina REP € de se ligar ao sitio de inicia¢do da replicagdo viral
e cortar uma das fitas de DNA, iniciando o processo (FONTES; LUCKOW; HANLEY-
BOWDOIN, 1992).
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A funcdo da capa proteica (CP) estd relacionada com a protecdo do genoma contra
degradacdo, aquisicdo do virus e transmissdo por insetos vetores, infectividade e movimento
sist€émico. A proteina CP € determinante da especificidade da transmissdo do virus e na
interacdo entre o virus e a planta hospedeira, parece estd associada com o desenvolvimento de
sintomas (GARDINER et al., 1998).

A proteina TRAP, codificada pelo gene frap, € um fator de transcricdo, que atua nos
promotores de genes de sentido viral (cp e ns). Portanto os transcritos correspondentes a estes
genes s6 sdo observados na célula apds a expressdo de trap. A proteina ativadora da
transcri¢do (REN) codificada pelo gene ren € um fator de amplificagdo da replicagdo viral.
Embora ndo seja essencial para que a replicagdo ocorra, o acimulo de DNA viral é muito
maior quando esta proteina estd presente (ZERBINI; CARVALHO; MACIEL-ZAMBOLIN,
2002).

AC4 € um importante fator na determinacdo dos sintomas, estando comprometida no
controle do ciclo celular, além disso, ela pode combater uma resposta do hospedeiro a
expressao da Rep (STANLEY et al, 2005).

No componente B, no sentido viral o gene ns codifica uma proteina que realiza o
transporte do DNA através do envelope nuclear e no sentido complementar o gene mp
(“moviment protein” — MP) codifica a proteina (MP) com fungdes de movimento célula-a-

célula (FARIA; ZERBINI, 2000; ZERBINI; CARVALHO; MACIEL-ZAMBOLIN, 2002).

3. Replicacao viral

No processo de infeccdo dos geminivirus, o inseto vetor deposita as particulas virais
(ssDNA) nas células floeméticas do hospedeiro (LAZAROWITZ, 1992). O genoma viral se
dissocia da CP de forma espontanea e ¢ transportado até o nicleo das células hospedeiras com
o auxilio da proteina de trafego (NS). Uma vez dentro do nicleo, ocorre a replicacdo do
genoma viral (LAZAROWITZ, 1992; STANLEY et al., 1995).

A replicacdo se inicia com a sintese de uma fita complementar de DNA, gerando um
intermedidrio de fita dupla, denominado ‘“forma replicativa” (FR). A maneira como esta
conversao ocorre ndo € conhecida, no entanto evidéncias indiretas, como a necessidade de
desestabilizacdo local do dsDNA para o iniciagdo da replicacdo por circulo rolante em

procariotos por ‘“strand-nicking enzimes” indicam que é realizada por fatores do hospedeiro
7
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(STENGER et al., 1991; STANLEY et al.,, 1995; ZERBINI; CARVALHO; MACIEL-
ZAMBOLIN, 2002). Essa forma replicativa acumula-se em grandes concentracdes na célula
infectada e atua como molde para a sintese de novos componentes gendomicos e também para
transcricao de genes virais (LAUFS et al., 1995; HEYRAUD-NITSCHKE et al., 1995;
STANLEY, 1995).

A RF serve como molde para sintese dos novos componentes gendmicos que ocorre
por meio do mecanismo de “Circulo rolante”, semelhante ao utilizado pelos bacteri6fagos

¢ X174 e M13(ZERBINI; CARVALHO; MACIEL-ZAMBOLIN, 2002)

A origem de replicacdo viral (ori) estd localizado na regidio comum (RC), onde
encontra-se a sequéncia conserva em forma de grampo (“structurally-conserved element”,
SCE) denominada nonanucleotideo (5’-TAATATTAC-3’), no qual ocorre a clivagem
(TAATATTJAC) realizada pela proteina REP que atua como uma endonuclease, iniciando
assim o processo de replicacdo por circulo rolante. A replica¢ido ocorre da mesma forma para
o DNA-B (LAUEFS et al., 1995; FARIA; ZERBINI, 2000; STANLEY et al., 2005).

Na regido comum encontram-se as sequéncias especificas para liga¢do da proteina Rep
( FONTES; LUCKOW; HANLEY-BOWDOIN, 1992; FONTES et al., 1994a) e regides
promotoras da RNA polimerase tipo II de plantas, responsdvel pela transcricdo dos genes
virais (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999).

Ap6s a ligacdo da Rep ao DNA viral e estabilizacdo do complexo formado por Rep,
Ren e fatores do hospedeiro, a proteina Rep cliva o nonanucleotideo localizado na SCE,
dando inicio a replicacdo por circulo rolante (GUTIERREZ, 1999). O reconhecimento pela
proteina Rep € considerado virus-especifico (HARRISON; ROBINSON, 1999; RAMOS et
al., 2003). Apds o estdgio inicial, os fatores necessdrios para completar a fase de circulo
rolante sdo de origem celular (GUTIERREZ et al., 2004). O ultimo estdgio é a producdo e a
encapsidacdo do ssDNA gendmico circular maduro em particulas virais (GUTIERREZ,
1999).

Normalmente os virus infectam células vegetais ja diferenciadas, ou seja, que ndo
estdo em processo de sintese de DNA, sendo assim capazes de ativar a transcricdo dos genes
da hospedeira que estdo envolvidos na sintese das proteinas que necessitam. Esse processo
resulta em nos sintomas severos causados por esses virus. Outro fator relacionado a expressao
de sintomas € a movimentacao célula a célula do virus, que leva a um desarranjo do transporte

intercelular, levando ao surgimento de sintomas da infeccao (FARIA; ZERBINI, 2000).
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4. Movimento do virus na planta

Com a liberacdo das novas particulas virais para o exterior da célula, ocorre o inicio do
processo de infeccao sist€émica. Os virions produzidos devem ser capazes de infectar a planta
sistemicamente, via movimento lento célula a célula e de forma mais 4gil a longa distancia,
via sistema vascular, geralmente através do floema. O movimento célula a célula ocorre
simultaneamente a replicacdo do virus, sendo que os virus de plantas desenvolveram
mecanismos adaptdveis as conexdes existentes entre as células vegetais, denominadas
plasmodesmas (BLUM; CARES; UESUGTI, 2006).

Como os Begomovirus se multiplicam no nicleo da célula e ndo no citoplasma, esses
virus necessitam de uma etapa adicional de transporte, para efetivar a sua entrada e saida do
ntcleo celular (PALMER; RYBICKI, 1998). Para esse fim, o componente B dos begomovirus
bissegmentados codificam duas proteinas relacionadas ao movimento viral, NSP e MP. O
transporte através do envelope nuclear € um processo mediado pela proteina NSP, a qual leva
DNA viral do citoplasma para o nticleo e vice-versa. Provavelmente essa passagem se da
através dos poros da membrana nuclear, utilizando as vias normais de importagdo /exportacdo
de proteinas celulares, RNAs e ribonucleoproteinas (CARRINGTON et al., 1996).

Ja a proteina MP associa-se a membrana celular e altera o limite de exclusdao dos
plasmodesmas, viabilizando o transporte do genoma viral (NOUEIRY; LUCAS;
GILBERTSON, 1994). Estas duas proteinas atuam de forma cooperativa para mediar o
trafego intra- e intercelular do DNA viral (SANDERFOOT; LAZAROWITZ, 1995),
permitindo ao virus infectar sistemicamente o hospedeiro.

Uma vez que novas particulas virais sdo formadas na célula inicialmente infectada, o
virus necessita atingir outras células localizadas nas proximidades do sitio inicial da infecc¢do,
bem como células localizadas em tecidos mais distantes (PIC(); DIEZ; NUEZ, 1996).
Seguindo o movimento célula-a-célula, o virus atinge os plasmodesmas associados ao tecido
vascular e entdo inicia-se 0 movimento a longa distdncia. O movimento viral a longa distancia
€ passivo, acompanhando o fluxo de fotoassimilados dos tecidos fonte para os tecidos dreno
através do sistema vascular. A grande maioria dos virus € transportada via floema na forma de
particula completa, atingindo, a partir do ponto de penetracdo, primeiramente as raizes, em
seguida as folhas jovens e posteriormente a planta toda, estabelecendo uma infecc¢ao sistémica

(JEFFREY; POOMA; PETTY, 1996). A velocidade de transporte do virus neste caso é
9
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rapida, sendo de 10 a 100 vezes superior quando comparada com o movimento célula a célula

(FARIA; ZERBINI, 2000).

5. Transmissao natural dos Geminivirus

Os geminivirus ndo sdo transmitidos via semente ou por contato manual. A tunica
forma de dispersdo desses virus na natureza ocorre via vetor (DHAR; SINGH, 1995). Os
vetores de geminivirus sdo insetos sugadores classificados na ordem Hemiptera, subordem
Homoptera, incluindo as moscas-brancas (Aleyrodidae) e as cigarrinhas (Cicadellidae e
Auchenorrhynca) (VILLAS-BOAS et al., 1997). No caso do Begomovirus, a transmissao é
realizada por B. tabaci (BROWN; BIRD, 1992). A mosca-branca é encontrada geralmente nos
tropicos e subtropicos e em todos os continentes (FRANCA et al., 2000). Sua distribuicio esta
estreitamente relacionada a expansdo da monocultura da maioria das espécies cultivadas, as
condi¢cdes dos sistemas agricolas moderno, ao aumento da utilizacdo de agrotoxicos e,
principalmente, a grande facilidade em se adaptar aos diversos hospedeiros (BROWN; BIRD;
FLETCHER, 1993).

Moscas-brancas sao insetos diminutos, medindo de 1 a 2mm, sendo as fémeas maiores
(NATESHAN et al., 1996). Os adultos da mosca-branca tém o dorso de cor amarelo pélido e
asas brancas. Como suas asas cobrem quase todo o corpo, a cor predominante € o branco, dai
ser erroneamente denominada de mosca-branca (FRANCA et al., 2000). Seu ciclo de vida
compreende quatro fases (ovo, ninfa, pupa e adulto) e sofre influéncia das condi¢des
climdticas e ambientais, principalmente pela temperatura, umidade relativa do ar e planta
hospedeira (NAVA-CAMBEROS et al., 2001).

Na década de 1990 foi introduzida uma nova espécie de Bemisia, a B. argentifolii,
capaz de transmitir begomovirus mais eficientemente que a B. tabaci. Posteriormente, a
andlise de sequéncias de aloenzimas e DNA, complementados por avaliacdes morfoldgicas e
ensaios de cruzamento e comportamento de acasalamento intra e interespecifico
demonstraram que as diferencas ndo eram suficientes para uma distin¢@o precisa entre as duas
espécies (BELLOWS et al., 1994; FRANCA; VILLAS BOAS; BRANCO, 1996).

O aumento da incidéncia de doengas causadas por begomovirus em espécies
cultivadas no Brasil estd associado a introdu¢do do biétipo B de B. tabaci, pois o bidtipo A

normalmente niao coloniza algumas dessas hospedeiras (RIBEIRO et al., 1998; FARIAS;
10
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ZERBINI, 2000). A B. tabaci biétipo B tem contribuido significativamente para severidade
dos begomovirus e também para o aumento na diversidade de espécies e ndmero de
recombinantes entre eles (RIBEIRO et al., 2003; INOUE-NAGATA et al., 20006).

A modalidade de transmissao de begomovirus por moscas brancas € do tipo circulativa
nao propagativa (BROWN, 1997; GHANIM et al., 1998). Nesta o virus circula na hemolinfa,
mas ndo replica no vetor, envolvendo a passagem de particulas virais do intestino para a
hemolinfa do inseto, da hemolinfa para as glandulas salivares e destas para outras plantas.
Apenas para o caso do TYLCV existem evidéncias de replicacdo viral no inseto (GHANIM et
al., 1998).

A B. tabaci apresenta habito alimentar polifago com pelo menos 600 espécies de
plantas hospedeiras em 74 familias botanicas, incluindo espécies de brassicas, euforbidceas,
cucurbitidceas, leguminosas, solandceas, plantas ornamentais e daninhas (BROWN;
FROHLICH; ROSELL, 1995), sendo que plantas daninhas ocupam papel importante na
manuten¢do de populacdes de mosca-branca, bem como reservatério de espécies virais. De
acordo com Villas-Boas et al. (2003), varias espécies de plantas daninhas contribuem para
manutencao de populacdes desse vetor.

O periodo de retengdo ou persisténcia do virus no vetor € relativamente longo,
algumas semanas ou por toda vida do inseto, j4 que este permanece virulifero depois das
ecdises. Os virus sdo adquiridos pelos insetos em periodos curtos, aproximadamente 10
minutos, mas a probabilidade de transmissdo aumenta com o aumento dos tempos de
alimentacao na fonte de virus (LIU et al., 1997; COSTA, 1998).

No Brasil, a incidéncia e os danos causados por B. tabaci aumentaram
exponencialmente a partir da década de 70, em associacdo ao grande aumento da drea
plantada com soja. A nao adoc@o de medidas de controle permite que as populacdes de insetos
atinjam niveis altissimos, com a posterior migracdo para outras plantas apds a colheita da
soja. Esse fato levou a disseminacdo do BGMYV, agente causal do mosaico dourado do

feijoeiro, em plantios de feijoeiro préximos a cultivos de soja (COSTA, 1975).

Variabilidade e estrutura genética de populacoes de begomovirus

A andlise da diversidade e estrutura genética de populacdes € crucial para uma melhor

compreensdo da evolucdo e interagdo do virus com as plantas hospedeiras. As principais

11
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fontes que determinam a variacdo e modifica a estrutura genética das populacdes dos virus em
plantas sdo: mutagdo, recombinacdo e pseudorecombinacdo (GARCIA-ARENAL; FRAILE,;
MALPICA, 2003). A geracao de diversidade genética entre virus de plantas fornecem novas
oportunidades para adaptacdo a novos hospedeiros e a mudancas nas condi¢des ambientais
(ROOSSINCK, 1997). A ocorréncia de eventos de recombinagdo, a ocorréncia de pseudo-
recombinacdo entre begomovirus bissegmentados, e a alta taxa de mutacdo contribuem para
esse elevado grau de diversidade (PADIDAM; SAWYER; FAUQUET, 1999b; ANDRADE et
al., 2006; DUFFY; HOLMES, 2009).

Mutacao

Assim como para todos os virus, a evolu¢do dos geminivirus depende primariamente
de mutacdes. H4 evidéncias de que a rpida evolucdo dos geminivirus €, ao menos em parte,
dirigida por processos mutacionais que agem especificamente sobre ssSDNA (HARKINS et al.,
2009). O impacto das mutagdes pontuais tem sido estudado nesse grupo de virus. Sob
diferentes condicdes de selecdo, como presenca de um efeito gargalo (populacdo inicial
pequena do virus, periodo curto de aquisicdo pelo vetor), transferéncias sucessivas entre
hospedeiros sem emprego do vetor, e inoculagdio em plantas resistentes (ISNARD et al.,
1998).

Duffy; Holmes (2009) realizaram andlises estruturadas no tempo de isolados de
TYLCV e East African cassava mosaic virus (EACMYV), para estimar a taxa de evolugdo
dessas espécies de begomovirus na natureza. Taxas de mutacdo para o TYLCV foram
estimadas em 2,88x10™ subs/sitio/ano para o genoma completo. A regido que codifica a
proteina CP apresentou uma taxa maior (4,63x10™ subs/sitio/ano) e a regido intergénica (ndo
codificadora) apresentou uma taxa ainda maior (1,56)(10'4 subs/sitio/ano). Entretanto, as
mutagdes observadas refletem mais uma rdpida dinamica mutacional do que uma frequéncia
de evolucao adaptativa. Para o EACMYV as taxas foram estimadas em 1,6)(10'3 e 1,33)(10'4
subs/sitio/ano para o DNA-A e DNA-B, respectivamente. A regiao que codifica a proteina CP
apresentou 1,37x107 subs/sitio/ano e a regido que codifica a proteina associada a replicacdo
mostrou 1,24x107 subs/sitio/ano. As regides codificadoras presentes no DNA-B, ORFs BV1 e
BCl1, apresentaram 2,77)(10'4 e 3,45x10'4, respectivamente (DUFFY; HOLMES, 2009).

12
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A regido que codifica a proteina CP apresentou 1,37x107 subs/sitio/ano e a regido que
codifica a proteina associada a replicagcdo mostrou 1,24x107 subs/sitio/ano. As regioes
codificadoras presentes no DNA-B, ORFs BV1 e BC1, apresentaram 2,77)(10"4 e 3,45x10'4,
respectivamente. Contudo, os autores validaram esses altos niveis de heterogeneidade apenas
para o DNA-A e a ORF AV1. Foi observado entdo que as taxas de evolucdo indicadas para
essas duas espécies de begomovirus, entre 102 e 10'5, corroboram em geral aquelas
determinadas experimentalmente para MSV (HARKINS et al., 2009) e TYLCCNYV (GE et al.,
2007).

Mutantes para a proteina Rep do TGMYV e do CaLCuV que ndo permitem a intera¢ao
com a proteina pRB, inoculados em protoplastos de fumo (Nicotiana tabacum) e em plantas
N. benthamiana, apresentaram até 100% de frequéncia de reversao de mutacdes, evidenciando

a capacidade de popula¢des de geminivirus de evoluir rapidamente para alterar mudangas

deletérias em seu genoma (ARGUELLO-ASTORGA et al., 2007).

Recombinaciao

A recombinac¢do pode ocorrer em genomas de DNA e RNA e desempenham um papel
importante na evolucdo dos virus de plantas (GARCIA-ARENAL et al., 2001). Por
recombinacdo, os virus podem adquirir novas informagdes genéticas a partir de outros virus
ou ainda a partir do hospedeiro (PADIDAM; BEACHY; FAUQUET, 1999a).

Os virus também através da recombinacdo, conseguem resgatar mutagoes deletérias
pelas trocas genéticas com genomas do tipo selvagem (MAKINO et al, 1986).

A recombinacdo é um evento bastante comum em geminivirus (PADIDAM;
BEACHY; FAUQUET, 1999a), e parece contribuir grandemente para a diversificacdo
genética dos begomovirus, aumentando seu potencial evolutivo e adaptacao local (MONCI et
al., 2002).

Eventos de recombinacdo tém sido diretamente implicados na emergéncia de novas
doencas e epidemias em plantas cultivadas. Essas incluem a epidemia devastadora do mosaico
da mandioca (Manihot esculenta), causada pelo recombinante EACMYV na Uganda e paises
vizinhos (PITA et al., 2001); as epidemias do complexo TYLCV na Bacia Ocidental do
Mediterraneo, com o surgimento dos recombinantes Tomato yellow leaf curl Mdlaga virus

(TYLCMalV) e Tomato yellow leaf curl Axarquia virus (TYLCAxXxV) nos campos de tomate
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na Espanha e as epidemias de Cotton leaf curl virus (CLCuV) no Paquistdao causadas por um
complexo de espécies incluindo diversos begomovirus recombinantes (IDRIS; BROWN,
2002; MONClI et al., 2002).

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

Os mecanismos precisos que controlam a recombina¢do em begomovirus permanecem
desconhecidos (PADIDAM; BEACHY; FAUQUET, 1999a). No entanto, € conhecido que
sitios recombinantes ndo sdo uniformemente distribuidos ao longo do genoma, com a
existéncia de sitios frequentes (“hot spots”) e nado-frequentes (“cold spots”) (STANLEY,
1995; FAUQUET et al., 2005; GARCIA-ANDRES et al., 2007; LEFEUVRE et al., 2007).
Andlises bioinformaéticas para detectar virus recombinantes ocorrendo naturalmente revelaram
que a origem de replicacdo viral € um sitio frequente de recombinacio (HANLEY-
BOWDOIN et al, 1999). A comparacdo de sequéncia de begomovirus mono e
bissegmentados depositadas no GenBank até maio de 2006 (123 e 116 sequéncias,
respectivamente) indicou que a regido do gene Rep que codifica a por¢do N-terminal da
proteina Rep, assim como a regido intergénica adjacente (RC), sdo frequentemente
intercambiadas durante a replicacdo. Também foram identificados sitios frequentes de
recombinacdo localizados na regido intergé€nica entre os genes CP e Ren (LEFEUVRE et al.,
2007).

Diversos tipos de recombinantes podem surgir, o que reforca a importancia da
recombinacdo como fonte de diversidade genética em begomovirus. O potencial observado
por esses virus para gerar novos variantes genéticos através da recombinacdo poderia explicar

em parte a sua capacidade de adaptacdo e surgimento na natureza (FARGETTE et al, 2006).

Pseudo-recombinaciao

A existéncia de dois componentes gendOmicos na maioria dos begomovirus promove

um mecanismo alternativo, conhecido como pseudo-recombinagdo, pelo qual a troca de

14
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material genético pode ocorrer sem necessidade de recombinac¢do intermolecular, ocorrendo
apenas a troca de componentes gendmicos entre dois virus distintos (SUNG; COUTTS, 1995;
ANDRADE et al., 2006).

Experimentos com pseudo-recombinagdo sao ferramentas uteis no estudo de fungdes
de genes e podem revelar relagdes filogenéticas, como € o caso da mistura de componentes
gendmicos do BGYMYV e do Bean golden mosaic virus (BGMV), que possuem identidade
inferior a 75% em suas sequéncias de nucleotideos e ndo formam pseudo-recombinantes
infecciosos (GILBERTSON et al., 1993a). Por outro lado, pseudo-recombinantes formados a
partir da mistura de componentes gendmicos de dois isolados de BGYMV mostraram-se
infecciosos. Quando inoculada, a mistura formada a partir de DNA-A do isolado da
Guatemala (BGYMV-GA) e DNA-B do isolado da Reptblica Dominicana (BGYMV-DR) foi
capaz de induzir os mesmos sintomas apresentados pelos parentais, enquanto o pseudo-
recombinante reciproco induziu sintomas atenuados e tardios. Esses resultados demonstram
que geminivirus com regides comuns suficientemente similares podem formar pseudo-
recombinantes infecciosos, mas ressaltam que frequentemente os pseudo-recombinantes
reciprocos apresentam diferencas na eficiéncia de replicacdo e infecc¢do sistémica (FARIA et
al., 1994). Esse fato foi também observado para o African cassava mosaic virus (ACMV) e
TGMYV (STANLEY et al., 2005; VON ARNIM; STANLEY, 1992).

Embora a pseudo-recombinacio seja comum entre estirpes de uma mesma espécie de
begomovirus, a formacdo de pseudo-recombinantes vidveis entre espécies distintas € mais
dificil. Um pseudo-recombinante foi obtido entre o DNA-A do Abutilon mosaic virus
(AbMV) e o DNA-B do Sida golden mosaic Costa Rica virus (SiGMCRYV), porém o pseudo-
recombinante reciproco nao foi infeccioso (HOFER et al., 1997b). Similarmente, um pseudo-
recombinante vidvel foi formado pelo DNA-A de um isolado de Sida golden mosaic virus
(SiGMV) de Honduras (SiGMV-[Hoy,]) ¢ o DNA-B do SiGMCRYV. Entretanto, dentre os
pseudo-recombinantes reciprocos formados pelo DNA-A do SIGMCRYV combinado ao DNA-
B de trés isolados de SiGMV-[Hoy,] que possuiam pequenas diferengas na composicdo de
nucleotideos, apenas um mostrou-se vidvel, porém pouco eficiente, e nao foi capaz de infectar
a planta a partir da qual foi originalmente isolado (UNSELD et al., 2000).

A viabilidade de pseudo-recombinantes indica que fatores envolvidos na replicacdo e
movimento sdo intercambidveis entre espécies altamente relacionadas, ou entre estirpes de

uma mesma espécie. A assimetria entre pseudo-recombinantes reciprocos indica que a
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pseudo-recombinacio entre begomovirus € um fendmeno complexo que envolve interacdes

entre fatores do virus e do hospedeiro (HILL et al., 1998).

6. Diversidade de begomovirus infectando plantas cultivadas e plantas daninhas no

Brasil

As begomoviroses t€ém prejudicado a producdo de importantes culturas nas regides
tropicais e subtropicais, como feijao (Phaseolus vulgaris), mandioca (Manihot esculenta),
algodao (Gossypium sp.), tabaco (Nicotiana tabacum) e tomate (Solanum lycopersicum),
resultando em perdas significativas (GRAHAM et al., 2010).

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

Costa (1965) foi o primeiro a descrever o Bean golden mosaic virus (BGMV) no
estado de Sao Paulo, um dos agentes etioldgicos do mosaico dourado do feijoeiro. Na época,
era considerada uma doenga de importincia econdmica secunddria, mas logo se espalhou
tornando-se a doenga mais importante em feijoeiros no Brasil, afetando principalmente os
estados de Minas Gerais e Parana.

Begomovirus que infectam feijoeiro (Phaseolus spp.) sao distribuidos através das
Américas, sendo sua incidéncia um fator limitante para a produtividade dessa cultura. A
diversidade genética de begomovirus que infectam feijoeiro € baixa, com apenas quatro
espécies descritas: Bean calico mosaic virus (BcaMV), Bean dwarf mosaic virus (BDMV),
Bean golden mosaic virus (BGMV) e Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV)
(FAUQUET et al., 2008).

Foi demonstrado também que isolados brasileiros de BGMV apresentam um baixo
grau de variabilidade genética, o que é incomum para begomovirus (FARIA; MAXWELL,

1999). No entanto, estudos realizados em populagdes de BGMV infectando fava (Phaseolus
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lunatus L.) demonstraram que a variabilidade genética dentro dessa espécie € alta (SILVA,
2006; RAMOS-SOBRINHO et al., 2010).

Através de estudos moleculares ficou evidente que virus distintos causavam o mosaico
dourado do feijoeiro no Brasil, na América Central e Caribe (FARIA et al., 1994). A
denominacdo atual para a espécie viral encontrada no Brasil € o BGMYV, enquanto a espécie
encontrada na América Central e Caribe manteve o BGYMV.

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

A incidéncia da infeccdo por begomovirus em tomateiro tem aumentado
significativamente devido a introducao do Biétipo B da Bemisia tabaci no inicio da década de
1990. Desde entdo, cinco definidas espécies de begomovirus foram descritas: Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV), Tomato severe
rugose virus (TOSRV), Tomato yellow spot virus (ToYSV) e Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV) (CALEGARIO et al., 2007; ZERBINI et al., 1996; FERNANDES et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2007).

Segundo Castillo-Urquiza et al., (2008) amostras de tomateiro e plantas daninhas
coletadas nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais indicou a prevaléncia do ToYVSV e
de uma nova espécie denominada Tomato common mosaic virus (ToCmMV). Além disso,
mais cinco novas espécies foram identificadas, duas infectando tomateiro (Tomato mild
mosaic virus, TOMIMV e Tomato leaf distortion virus, ToOLDV e trés provenientes das
invasoras Blainvillea rhomboidea (Blainvillea yellow spot virus, BIYSV), Sida rhombifolia
(Sida yellow mosaic virus, SiYMV) e Sida micrantha (Sida common mosaic virus,
SiCmMYV).

Albuquerque et al. (2012) relataram sequéncia completa do DNA-A de trés
begomovirus no Brasil, um potencialmente novo infectando tomateiro, Tomato interveinal
chlorosis virus (ToICV) e dois ja propostos anteriormente, no qual apenas a sequéncia parcial
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do DNA-A estio disponiveis no banco de dados: Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV)
and Tomato golden vein virus (TGVV).

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

Bezerra-Agazie et al. (2006) observaram em Petrolina de Goids (Goids) sintomas de
mosaico amarelo e distor¢ao de folha em pimenta dedo-de-moga, tendo sido verificada a
espécie ToSRV (AY029750). No Estado de Sdo Paulo foi verificada a mesma espécie
ocorrendo em pimentao, no ano de 2005 (NOZAKI et al., 2006).

Paprotka et al. (2010a) estudaram a diversidade genética de begomovirus presentes em
acessos de batata-doce naturalmente infectados no Banco de Germoplasma brasileiro. Duas
novas espécies forma identificadas, Sweet potato golden vein-associated virus (SPGVaV) e
Sweet potato mosaic-associated virus (SPMaV), além de trés novos isolados e varios
variantes do Sweet potato leaf curl virus (SPLCV). A comparacdo de sequéncias dos
begomovirus encontrados nesses acessos revelou a presenga de “footprints” de recombinagao
em seus genomas, ressaltando o risco do surgimento de novos begomovirus no material
propagado vegetativamente no Banco de Germoplasma.

Além de plantas cultivadas, muitas espécies de plantas invasoras t€ém sido relatadas
como hospedeiras de Begomovirus em varios paises, inclusive no Brasil. As espécies relatadas
geralmente pertencem a Malvaceae, Euphorbiaceae e Fabaceae (MORALES; ANDERSON,
2001). Dados convincentes indicam que plantas invasoras podem funcionar como fontes de
in6culo de Begomovirus para plantas cultivadas e que a erradicacdo dessas plantas das dreas
de cultivo deve ser uma medida adotada visando a reduc¢do da incidéncia dessas viroses
(ASSUNCAO et al., 2006).

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

No Brasil, ja se realizaram estudos com o objetivo de caracterizar molecularmente
isoalados de begomovirus que infectam plantas silvestres e daninhas, sobretudo em
associacdo as culturas do feijoeiro e do tomateiro (RIBEIRO et al., 1998; FARIA;
MAXWELL, 1999; CASTILLO-URQUIZA et al.,, 2008). Os resultados desses estudos
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revelaram que, a exemplo do que ocorre com plantas cultivadas, a diversidade genética € alta
entre os isolados de begomovirus que infectam plantas invasoras (AMBROZEVICIUS et al.,
2002; CALEGARIO, 2004; CASTILLO-URQUIZA, 2008).

Ambrozevicius et al. (2002) analisando geneticamente a variabilidade de geminivirus
infectando tomateiros e algumas plantas daninhas associadas na regido Sudeste do Brasil,
observaram que os isolados de begomovirus extraidos das plantas de tomate e das plantas
daninhas associadas aproximavam-se filogeneticamente, sugerindo que os hospedeiros
naturais tétm um importante papel como reservatério de espécies de begomovirus e que os
virus de tomate estdo evoluindo a partir de plantas daninhas, devido principalmente a
recombinacdes e pseudorecombinagdes.

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

Assuncdo et al. (2006) analisaram dez espécies de plantas daninhas na regido Nordeste
apresentando sintomas de mosaico amarelo, deformacdo do limbo foliar e reducdo do
crescimento, a infeccdo por begomovirus foi confirmada através de PCR. Da familia
Capparaceae foi encontrada mussambé (Cleome affinis); Euphorbiaceae, cansan¢dao
(Cnidoscolus urens); Fabaceae e feijao-de-rolinha (Macroptillium lathyroides); Malvaceae
foram encontradas malva-guanxuma (Sida rhombifolia), mela-bode (Herissantia crispa),
mela-veludo (Sidastrum micranthum) e malva (Sida spinosa); e, da familia Sterculiaceae,
carrapicho (Triumfetta semitriloba) e malva-sedosa (Waltheria indica). Algumas ainda ndo
tinham sido relatadas como hospedeiras desses virus no Brasil e no mundo, até o momento.
Padrdes distintos de clivagem obtidos em anélise de PCR-RFLP sugeriram a existéncia de um
alto grau de variabilidade genética. Entretanto, as espécies de begomovirus infectando estas
plantas nao foram identificadas.

A partir de material foliar de plantas sintomdticas pertencentes as familias Malvaceae,
Euphorbiaceae e Capparaceae, coletadas no municipio de Miranda (Mato Grosso do Sul)
foram identificadas duas novas espécies de begomovirus, Cleome leaf crumple virus
(CILCrV), obtido de Cleome affinis, e Sida mosaic Brazil virus (SIMBV). Além disso, foram
encontrados dois alfassatélites associados ao Euphorbia mosaic virus (Euphorbia mosaic virus
Mato Grosso do Sul-associated DNAT) e ao CILCrV (Cleome leaf crumple virus-associated
DNAJ1). Este foi o primeiro relato de alfassatélites ocorrendo naturalmente no Novo Mundo
(PAPROTKA; METZLER; JESKE, 2010c).
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Silva; Santos; Nascimento (2010) realizaram ensaios de inoculagdo por mosca-branca
e enxertia com o objetivo de observar a transmissdo de begomovirus a partir de tomateiros
infectados para quatro espécies de plantas invasoras (Amaranthus spinosus, A. viridis,
Ageratum conizoydes e B. pilosa) e verificacdo de seu retorno para o tomateiro. Os resultados
indicaram que o vetor transmitiu eficientemente o virus para as quatro espécies. Por enxertia,
apenas B. pilosa foi infectada. Esses resultados demonstram que as espécies invasoras sao
hospedeiras alternativas dos begomovirus de tomateiro presentes na regido da Serra de
Ibiapaba e, em condi¢des de campo, na presenca do vetor, podem constituir importantes
fontes de indculo para essa cultura. No entanto, as espécies de begomovirus infectando estas
plantas ndo foram identificadas.

Um novo begomovirus, Abutilon mosaic Brazil virus (AbMBV), foi identificado
infectando Abutilon sp. no estado da Bahia. Anélises filogenéticas demonstraram que ambos
os componentes gendmicos sao distintos da espécie classica, Abutilon mosaic virus (ABMV)
origindria do oeste da India. Além disso, inoculagdo via biobalistica comprovou sua
transmissdo para Malva parviflora, a qual desenvolveu sintomas caracteristicos de
clareamento de nervuras e mosaico (PAPROTKA; METZLER; JESKE, 2010b).

Silva et al. (2011; 2012) observaram uma alta diversidade de espécies em
begomovirus ervas daninhas leguminosas tais como Macroptilium spp., enquanto uma tnica
espécies virais foi detectado na erva daninha Cleome affinis (embora com um grau elevado de
variabilidade genética intra espécies).

Almeida (2012) identificou a presenca de infec¢do por begomovirus bipartidos em trés
espécies de Malvaceas: Sidastrum micranthum, algodao (Gossypium hirsutum) e Malvaviscus
arboreus. Amostra de S. micranthum apresentando 69% de identidade de nucleotideos com
Sida micrantha mosaic virus (SIMMYV), sugerindo assim uma nova espécie de begomovirus.
Ja amostras de algodao apresentaram 78% de identidade (DNA-A) com Tomato mosaic
comum virus (ToCMV) e 64% (DNA-B) com Cabbage leaf curl virus (CabLCV) e
Rhyncosia rugose golden mosaic virus (RhRGMYV). Na planta ornamental Malvaviscus
arboreus, a sequéncia nucleotidica do DNA-A e do DNA-B apresentaram identidade de 78%
e 74%, respectivamente, com Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV). Com este resultado
fica claro que novas espécies de begomovirus estdo ocorrendo em plantas daninhas, cultivadas
e ornamentais pertencente a familia Malvaceae no Brasil.

Tavares et al., (2012) com o objetivo de caracterizar a diversidade de begomovirus
infectando plantas daninhas no Brasil, tiveram DNA total extraido de plantas de Blainvillea
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rhomboidea e Sida spp. coletadas em Vicosa (Minas Gerais) e alguns municipios do estado de
Alagoas. Através da andlise de sequéncia constataram que todos os isolados origindrios de B.
rhomboidea pertenciam a uma tunica espécie viral, Blainvillea yellow spot virus (BIYSV),
sugerindo que BIYSV pode ser o tnico begomovirus presente nesta espécie de planta
invasora. Quatro virus caracterizados em espécies de Sida representaram espécies novas, para
as quais os seguintes nomes foram propostos: Sida yellow net virus (S1YNV) obtido de Sida
micrantha, Sida mottle Alagoas virus (SiMoAV) obtido de S. urens e Sida sp., Sida yellow
blotch virus (SiYBV) e Sida yellow mosaic Alagoas virus (SiYMAYV) obtidos de S. urens.

O objetivo desse estudo foi determinar a diversidade de begomovirus que infectam
plantas daninhas (familias Malvaceae, Lamiaceae, Solanaceae) no Nordeste do Brasil, como
etapa inicial para demostrar sua importancia como reservatorios naturais e fontes de indculo

desses virus.
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Novos begomovirus associados a malvaceas daninhas no Nordeste do Brasil

New begomovirus associated with malvaceous weed in Brazil’s Northeast

RESUMO

Os begomovirus causam sérios problemas na produgdo de culturas de muitas areas
tropicais e subtropicais em todo o mundo, incluindo o Brasil. Os begomovirus sio
transmitidos por mosca-branca, possuem DNA circular de fita simples e estdo
frequentemente associados com plantas daninhas, no qual podem servir de reservatdrios
naturais de virus podendo causar epidemias em plantas cultivadas. Portanto, esse estudo
teve como objetivo caracterizar os begomovirus associados a plantas daninhas da
familia Malvaceae no nordeste brasileiro para avaliar sua diversidade e importancia
como fontes de novos virus para plantas cultivadas. Plantas daninhas (Familia
Malvaceae) com sintomas tipicos de infec¢do por begomovirus foram coletadas nos
estados de Alagoas, Pernambuco e Bahia durante os anos de 2010 a 2012. Um total de
22 componentes gendmicos (13 DNA-A e 9 DNA-B) foram amplificados por RCA,
clonados e sequenciados. Andlises das sequéncias indicaram a presenca de cinco
espécies de begomovirus, sendo trés novas espécies. Nas anélises filogenéticas indicam
que todas as novas espécies se agruparam com begomovirus brasileiros. Evidéncias
multiplas de recombinacdo foram detectadas. Nenhuma evidéncia para eventos de
recombinacao intraespecificos foi observada. Os begomovirus provenientes de Sida spp.
e do tomateiro foram identificados como parentais. Esses resultados indicam que as
malviceas daninhas constituem importantes reservatorios de begomovirus e que eventos
de recombinagdo tem aparentemente contribuido para o surgimento de novas espécies

nessas hospedeiras.

Palavras-chave: geminivirus, recombinac¢do, hospedeiros alternativos.
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ABSTRACT

The begomovirus cause serious problems on crops production of many tropical and
subtropical areas around the world, including Brazil. The begomovirus are transmitted
by whiteflies, they have circular single-stranded DNA and are frequently associated
with weeds, which can serve as natural reservoirs of virus being able to cause epidemics
on crops plants. Therefore, this study aimed to characterize the begomovirus associated
with weeds from Malvaceae family in Brazil’s Northeast and to evaluate their diversity
and importance as source of new virus for crops plants. Weeds (Malvaceae Family) with
typical symptoms of begomovirus infection were collected in Alagoas, Pernambuco and
Babhia state during the years 2010 to 2012. A total of 22 genomic components (13 DNA-
A and 9 DNA-B) were amplified by RCA, after they were cloned and sequenced.
Analysis of the sequences indicated the presence of 5 begomovirus species, from which
3 were new. The phylogenetic analysis indicated that the new species were grouped
with Brazilian begomovirus. Multiple evidences of recombination were detected. No
evidence for intra specific recombination events were observed. The begomovirus from
Sida spp. and tomato were identified as parents. These results indicate that malvaceaes’
weeds are major reservoirs of begomovirus and that events of recombination apparently

have contribute to the emergence of new species on these hosts.

Keywords: geminivirus, recombination, alternative hosts
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INTRODUCAO

A familia Geminiviridae sdo importantes patégenos de plantas e englobam virus
cujo genoma € constituido por DNA circular de fita simples, encapsidado por uma tnica
proteina estrutural que confere a particula uma estrutura icosaédrica geminada. A
familia € composta pelos géneros Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus € Begomovirus,
definidos com base no inseto vetor, gama de hospedeiros e organizacdo gendmica
(Fauquet e Stanley, 2005).

Os begomovirus (género Begomovirus) possuem um ou dois componentes
genOmicos, sdo transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci e infectam
dicotileddneas. No Brasil prevalecem os representantes com dois componentes, que sao
capazes de infectar individuos de variadas familias botanicas (Paprotka et al, 2010a).

Os begomovirus encontrados na América do Sul s@o altamente diversos, sendo
considerados fatores limitantes para a producdo de vdrias culturas economicamente
importantes (Morales, 2006). No Brasil, esses virus tém causado sérios danos as
culturas do tomateiro e do feijoeiro (Faria et al., 2000; Morales, 2006; Graham et al.,
2010).

O aumento da incidéncia de doencas causadas por begomovirus em espécies
cultivadas no Brasil estd associado a introducdo do biétipo B de B. tabaci, uma vez que
o bidtipo A normalmente ndo coloniza algumas dessas hospedeiras (Ribeiro et al.,
1998). A B. tabaci biétipo B tem contribuido significativamente para severidade dos
begomovirus bem como para o aumento na diversidade de espécies e nimero de
recombinantes entre eles (Inoue-Nagata et al., 2006).

Alguns begomovirus economicamente importantes em plantas cultivadas estdo
intimamente relacionados com begomovirus encontrados em plantas daninhas (Ilyas et
al., 2010). Plantas daninhas sdo consideradas reservatorios de begomovirus que infectam
plantas cultivadas e fontes para novos virus recombinantes devido a infec¢des mistas
(Castillo-Urquiza, 2008; Graham et al., 2010; Ilyas et al., 2010).

Durante muito tempo o interesse pela caracterizacdo de begomovirus se
concentrou em plantas cultivadas, sendo as infec¢des de plantas daninhas ignorado.
Contudo nos tltimos anos, com a demonstracio de que begomovirus de plantas
daninhas podem infectar plantas cultivadas a caracterizacao desses virus se intensificou,

37



1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109
1110
1111

1112
1113
1114
1115

1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125

levando ao relato de dezenas de novas espécies, tanto no Brasil, quanto no exterior
(Castillo-Urquiza et al., 2008; Paprotka et al., 2010b; Silva et al., 2011; Silva et al.,
2012; Tavares et al., 2012).

Espécies pertencentes a familia Malvaceae sao comumente relatadas como
hospedeiras de begomovirus, destacando-se o algoddo, quiabo e Abutilon e vérias
espécies Sida spp. Até o momento ndo foram encontrados relatos de doengas causadas
por begomovirus em algodoeiro no Brasil (Jovel et al., 2004;Castillo-Urquiza, et al.,
2008; Aranha et al., 2011).

Semelhante ao observado em plantas cultivadas, a diversidade de espécies de
begomovirus infectando plantas daninhas € bastante alta, sendo esta explicada em parte
pela ocorréncia de multiplos eventos de recombinagdo (Castillo-Urquiza et al., 2008;
Silva et al., 2011; Silva et al., 2012; Tavares et al., 2012). No Brasil, Sida spp. tem sido
frequentemente descrita como hospedeira de varias espécies de begomovirus. Sida spp.
desempenham um importante papel epidemiolégico como fonte de begomovirus para
espécies solandceas, especialmente tomateiro (Castillo-Urquiza et al., 2008; Tavares et
al., 2012). Esse estudo teve como objetivo caracterizar os begomovirus associados a
plantas daninhas da familia Malvaceae no nordeste brasileiro para avaliar sua

diversidade e importancia como fontes de novos virus para plantas cultivadas.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal, identificacao botanica

Foram coletadas trinta amostras de plantas daninhas pertencentes aos géneros
Herissantia, Pavonia, Sida, Sidastrum, Triumfetta e Waltheria (todos da familia
Malvaceae), apresentando sintomas de mosaico, amarelecimento e reducdo de
crescimento (Figura 1). As coletas foram realizadas nos estados de Alagoas, Bahia e
Pernambuco, no periodo de 2010 a 2012. As amostras foliares de cada planta foram

herborizadas e estocadas a temperatura ambiente.

Amplificacao do DNA e clonagem
O DNA total foi extraido a partir de tecidos foliares jovens de acordo com o

método Doyle e Doyle (1987). Para a confirmacdo da presenca da infeccdo por
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begomovirus, foi realizada PCR utilizando primers universais para os membros do
género (Rojas et al., 1993). A partir das amostras positivas para PCR, os genomas virais
completos foram amplificados utilizando o método de circulo rolante (RCA) (Inoue-
Nagata et al., 2004), clonados no vetor pBluescript KS+ (Stratagene) previamente
linearizado com as enzimas de restricao Bam HI, Cla 1, Apa 1 e Hind 11l e sequenciados

na Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul) primer walking.

Comparacoes de sequéncias e analise filogenética

As sequéncias foram inicialmente analisadas com o algoritmo BLAST para
identificacdo das espécies virais com maior porcentagem de identidade, baseado no
valor limitante de 89% estabelecido pelo grupo de estudos de Geminiviridae (ICTV)
(King et al., 2012). Comparagdes par a par de nucleotideos (pairwise) foram realizadas
com DNAMan v. 6.0 (Lynnon Co.) utilizando a op¢do alinhamento 6timo seguindo
parametros: Ktuple = 2, Gap penalty = 7,Gap open = 10, Gap extension = 5.

Sequéncias de nucleotideos dos begomovirus utilizados nas andlises
filogenéticas e recombinagdo (isolados obtidos neste estudo e outros begomovirus da
América do Sul anteriormente descritos, Tabela 1) foram alinhadas utilizando o médulo
Muscle no programa MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011). A 4rvore filogenética, baseada
no alinhamento do DNA-A, foi construida utilizando-se 0 método neighbour-Joining

incluindo anélise bootstrap com 10.000 repeticdes.

Analises de Recombinacio

Para evidenciar ocorréncia de recombinacdo foi realizada uma andlise de
filogenia reticulada (Phylogenetic network) utilizando o método neighbour-net
implementado no SplitsTree4 (Huson e Bryant, 2006). Andlises adicionais de potenciais
eventos de recombinacdo e identificacdo de provaveis sequéncias parentais foram
realizadas utilizando o programa de detec¢cdo de recombinacdo (RDP) versao 3.0
(Martin et al., 2010) usando parametros padrdes. Eventos de recombinagdo detectados
por pelo menos quatro métodos de andlises disponiveis no programa foram
considerados confidveis. As andlises de recombinacdo incluiram os virus obtidos neste

estudo e os descritos anteriormente no Brasil.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparacoes das sequéncias e analise filogenética

Um total de 22 clones foram obtidos a partir de apenas dez das trinta amostras
coletadas, sendo 13 correspondentes a0 DNA-A e 9 ao DNA-B (Tabela 2). Andlises
BLAST e comparagdes par a par de sequéncias nucleotidicas, indicaram a presenca de
cinco espécies de begomovirus (Figura 2).

O clone BR:Goi2:10A obtido de W. indica e os clones BR:Flel:10A,
BR:Fle2:10A, BR:Fle3:10A e BR:Fle4:10A obtidos de T. semitriloba corresponderam
ao isolado de Sida mottle Alagoas virus (SIMoAV JX871388), com 90% de identidade.
Os isolados BR:Jarl:10A, BR:Deg3:10A e BR:Deg4:10A obtidos de S. paniculatum
corresponderam ao Sida yellow mosaic Alagoas virus (S'YMAYV JX871383) com 89%.
O clone BR:Mac7:10A obtido de H. crispa (Figura 1C) representa uma nova espécie
que estd mais relacionada ao SIMoAV (JX871384) com 87% de identidade, para o qual
foi proposto o nome Herissantia yellow mosaic virus (HeYMV). Os clones
BR:Msjl:10A e BR:Msjl:10B obtidos de Triumfetta sp. (Figura 1B), também
correspondem a uma nova espécie, sendo esta mais relacionada (83% de identidade)
com dois begomovirus brasileiros de Sida spp., Sida mottle virus (SiMoV NC_004637),
Sida yellow net virus (SiYNV JX871376) e com um isolado obtido de tomateiro
Tomato yellow spot virus (ToYSV NC_007726), para o qual foi proposto o nome
Triumfetta yellow mosaic virus (TrYMV). A terceira nova espécie representada pelos
clones BR:Bsm1:12A, BR:Bsm1:12B, BR:Bsm2:12A e BR:Bsm2:12B obtidos a partir
de Pavonia sp. (Figura 1D), estd mais intimamente relacionada com o Abutilon Brazil
virus (AbBV), com 88% de identidade, para o qual foi proposto o nome Pavonia yellow
net virus (PaYNYV).

A organizagdo gendmica dos novos virus descritos neste trabalho apresentou
caracteristicas tipicas de begomovirus bissegmentados do “Novo Mundo”, com cinco ou
seis ORFs no DNA-A e duas no DNA-B (Tabela 3). A maioria dos clones apresentaram
na regiao comum (RC) o nonanucleotideo conservado (5’TAATATT/AC3’) que faz
parte do stem-loop que contém a origem de replicacdo da grande maioria dos
geminivirus, com excecdo de BR:Msjl:10A e BR:Msjl:10B que apresentaram um

nonanucleotideo distinto (5’-TAGTATTAC-3’). Esse nonanucleotideo € tipicamente
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predominante em membros do género Nanovirus (familia Nanoviridae), em DNAs
satélites associados a begomovirus do “Velho Mundo” e também em virus que infectam
vertebrados das familias Circoviridae e Anelloviridae (King et al., 2012). O
nonanucleotideo (5’-TAGTATTAC-3’) ja foi relatado no Brasil em uma nova espécie
de begomovirus, Malvaviscus yellow mosaic virus (MIYMV), obtido de uma malvicea
ornamental (Lima et al., 2010).

Esse resultado indica que a diversidade dos begomovirus de malviceas daninhas
obtidos nesse trabalho € alta. Varios estudos revelaram que a exemplo do que ocorre
com plantas cultivadas, a diversidade de espécies de begomovirus associadas a plantas
daninhas € elevada, sobretudo aquelas pertencentes as familias Malvaceae, Solanaceae e
Fabaceae (Castillo-Urquiza et al., 2008; Paprotka et al., 2010b; Silva et al., 2012;
Tavares et al., 2012). Dentre as malvaceas consideradas plantas daninhas, destacam-se
os representantes do género Sida, para o qual somente no Brasil, j4 foram relatados mais
de 10 espécies de begomovirus, muitas dos quais capazes de infectar plantas cultivadas
(Castillo-Urquiza et al., 2008 e 2010). As espécies SiMoAV e SiYMAV descritas
anteriormente apenas em Sida spp. nos estados de Alagoas e/ou Minas Gerais (Tavares
et al.,, 2012), foram encontradas nesse trabalho infectando naturalmente trés outras
malviceas daninhas (Tabela 2). As espécies W. indica, H. crispa, S. paniculatum, T.
semitriloba j4 foram anteriormente relatadas como hospedeiras de begomovirus
(Assuncdo et al., 2006), no entanto a identidade dos begomovirus associados a estas
espécies até o momento nao tinha sido determinada. Por outro lado, S. rhombifolia é
uma hospedeira bem conhecida de vérios begomovirus (Fernandes et al., 1999; Castillo-
Urquiza et al., 2008).

Para determinar o relacionamento filogenético dos begomovirus desse trabalho e
outros begomovirus da América do Sul, uma arvore baseada na sequéncia completa do
DNA-A foi construida utilizando o método Neighbor-joining. Os begomovirus que
infectam malvéceas daninhas em Alagoas, Bahia e Pernambuco foram distribuidos em
quatro grupos distintos (Figura 3).

No grupo I os clones BR:Fle1:10A, BR:Fle2:10A, BR:Fle3:10A e BR:Fle4:10A,
todos de T. semitriloba, foram mais relacionados a nova espécie HeYMV
(BR:Mac7:10A) obtida de H. crispa. Esses resultados discordam das andlises de

comparacdes par a par de nucleotideos, nas quais esses isolados corresponderam a
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espécie SIMoAV (Figura 2). O clone BR:Goi2:10A, como esperado, agrupou com 99%
de probabilidade com SiMoAV, corroborando os resultados da andlise par a par.

O clone BR:Msj:10A, obtido de Triumfetta sp., foi incluido no grupo III, sendo
mais proximo do Sida mosaic Brazil virus (SiMBV), Nicandra deforming necrosis virus
(NDNV) e Tomato leaf distortion virus (ToLDV). No entanto na andlise par a par, este
clone foi mais relacionado a outras trés espécies que infectam Sida spp. € o tomateiro
(Figura 2).

Inserida no grupo IV, a nova espécie, PAaYNV (BR:Bsm1:12A e BR:Bsm1:12A)
agrupou com 100% de bootstrap com as espécies Abutilon Brasil virus (AbBV) e
Abutilon mosaic Brasil virus (AbMBYV), espécies filogeneticamente mais relacionadas a
begomovirus da América Central (Paprotka et al., 2010b). Outros begomovirus
brasileiros, os quais também estdo incluidos no grupo IV, como Euphorbia yellow
mosaic virus (EuYMV), Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV) e Tomato common
mosaic virus (ToCmMYV), foram relatados ser mais relacionados aqueles begomovirus
que ocorrem nas Américas Central e do Norte (Castillo-Urquiza et al., 2008; Silva et al.,
2012; Tavares et al., 2012).

No grupo V, os clones BR:Jarl:10A, BR:Deg3:10A e BR:De4:10A agruparam
com SiYMAYV apresentando 99% de probabilidade, confirmando os resultados da
andlise par a par.

A andlise com base em Neighbor-joining revelou que o relacionamento
filogenético dos isolados de begomovirus desse trabalho, em alguns casos, nao
corrobora com o0s resultados encontrados na andlise de comparacdes par a par de
sequéncias (Figuras 2 e 3). No entanto, estas inconsisténcias indicam que estes virus
podem recombinantes. Uma caracteristica das malvéaceas € que muitas de suas espécies,
incluindo 7. semitriloba e W. indica, sdo subarbustos perenes, ou seja, plantas de ciclo
longo e que podem sobreviver por meio de rizomas (Lorenzi, 2008), o que favorece a
ocorréncia de infeccdes mistas, importante fator que contribui para o surgimento de
novas espécies de begomovirus via recombinacdo e pseudo-recombinacdo (Castillo-

Urquiza et al., 2008; Fernandes et al., 2009).
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Analises de Recombinacio

A andlise de filogenia reticulada inferida pelo método Neighbor-net para
investigar a presenca de recombinacdo entre os isolados provenientes das malviceas
daninhas desse trabalho e de todos os outros begomovirus brasileiros, revelou
evidéncias claras de multiplos eventos de recombinacgdo (Figura 4). Fortes evidéncias de
recombinacdo foram encontradas para o grupo I englobando as espécies SiMoAV
(BR:Flel:10A, BR:Fle:10A, BR:Fle3:10A, BR:Fle4:10A e BR:Go0i2:10A), HeYMV
(BR:Mac7:10A) e PaYNV (BR:Bsml:12A e BR:Bsm2:12A) (Figura 4). Estas
evidéncias foram, sobretudo, reforcadas pela inconsisténcia filogenética observada para
os cinco isolados da espécie SiIMoAV. Estes, mesmo pertencendo a mesma espécie,
sempre agrupam separadamente independente do tipo de andlise filogenética utilizada
(Figuras 3 e 4). Outra evidéncia de recombinacdo foi observada para os isolados de
SiYMAV (BR:Deg3:10A, BR:Deg4:10A e BR:Jarl:10A). Apenas fracas evidéncias
foram observadas para o grupo IV o qual inclui o isolado de TrYMV (BR:Msj1:10A).

O mesmo grupo de amostras foi submetido a andlise ao programa RDP3 (Martin
et al., 2010) para confirmar os provaveis eventos de recombinagdo identificados pela
andlise Neighbor-net. Para excluir sinais de recombina¢do ndo confidveis apenas
eventos suportados por ao menos quatro diferentes métodos foram selecionados.
Nenhuma evidéncia para eventos de recombinagdo intraespecificos foi observada para
as espécies de begomovirus descritas nesse trabalho. No entanto, esta andlise forneceu
fortes evidéncias para ocorréncia de ao menos sete eventos de recombinagdo
interespecificas, os quais identificaram begomovirus provenientes de Sida spp. e
tomateiro como provaveis parentais. (Tabela 4).

Um evento de recombinacdo foi detectado envolvendo a espécie HeYMV
(BR:Mac7:10A), com breakpoint nos genes CP e TrAp e identificando o SIMoAV como
possivel parental (Tabela 4). A proximidade entre HeYMV e SiMoAV foi confirmada
por ambas anélises filogenéticas, nas quais as duas espécies sempre ocuparam o mesmo
grupo (Figuras 3 e 4). Um evento de recombinacdo foi detectado para os clones
BR:Flel:10A, BR:Fle2:10A, BR:Fle3:10A e BR:Fle4:10A, os quais pertencem a
espécie SiMoAV, envolvendo o gene Rep e a regido comum (RC), tendo Tomato golden
mosaic virus (TGMV), como um dos provdveis parentais (Tabela 4). Dois eventos de

recombinacdo, um envolvendo o gene CP e outro, o gene Rep foram também
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encontrados para os trés isolados de SiYMAV (BR:Deg3:10A, BR:Deg4:10A e
BR:Jarl:10A), os quais apontaram para as espécies Sida common mosaic virus
(SiCmMV) e Tomato leaf distortion virus (ToLDV) como parentais mais provaveis,
respectivamente. As andlises filogenéticas revelaram que SiCmMYV, € proximamente
relacionada a SiYMAV (Figura 3 e 4). A espécie PaYNV (BR:Bmsl:12A e
BR:Bmsl1:12A), apresentou um unico evento de recombinagdo, ocorrendo no gene Rep
e RC, tendo a espécie Sida yellow blotch virus (SiYBV) como seu provavel parental
(Tabela 4). Por fim, o TrYMV (BR:Msjl:10A) também apresentou um evento de
recombinacdo que inclui o gene Rep e RC, identificando como espécie parental mais
provavel o SiYMAYV (Tabela 4).

Eventos de recombinacdo sdo de ocorréncia comum em geminivirus (Padidam,
et al.,, 1999; Lefreuve et al., 2007b), e parece contribuir grandemente para a
diversificacdo genética dos begomovirus, aumentando seu potencial evolutivo e
adaptacdo local (Berrie, et al., 2001; Monci et al., 2002). Os resultados das andlises
RDP3 revelaram que eventos de recombinacdo sdao amplamente disseminados entre as
espécies descritas nesse trabalho, assim como ocorre para outros begomovirus
brasileiros que infectam plantas cultivadas e daninhas (Inoue-Nagata et al., 2006;
Ribeiro et al., 2007; Albuquerque et al., 2012; Silva et al., 2012 e Tavares et al., 2012).

A maioria dos eventos de recombinagdo apresentaram breakpoints localizados
nos genes Rep, REn e RC, corroborando com estudos anteriores os quais identificaram
ambas as regides como hot-spots (Lefreuve et al, 2007a). Apesar da ocorréncia menos
frequente, breakpoints também foram detectados no gene CP. Embora as regides
codificadoras sejam menos suscetiveis a recombinacdo, a regido que codifica para o
gene CP tém sido demonstrada conter hot-spots (Lefreuve et al, 2007b; Garcia-Andrés
et al., 2007; Silva et al., 2011; Silva et al., 2012; Tavares et al., 2012).

Adicionalmente, foi observado que eventos de recombinacdo 1 e 4 (Tabela 4)
envolvendo as espécies SIMoAV e PaYNV, obtidas de T. semitriloba e Pavonia sp.,
desse trabalho, apresentaram virus que infectam tomateiro (TGMV e ToLDV) como
possiveis parentais. Esse resultado é interessante, ja que a grande maioria dos eventos
de recombinagdo que envolve virus que infectam hospedeiras daninhas e/ou silvestres
detectam como parentais outros virus obtidos de plantas daninhas e/ou silvestres (Silva

et al.,, 2011 e 2012; Tavares et al., 2012). Esses resultados fornecem evidéncias
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adicionais que indicam que os virus de tomateiro atualmente presente no campo tém
evoluido a partir de virus que infectam hospedeiras silvestres e/ou daninhas, a exemplo
de Sida spp. A deteccdo de Tomato mild mosaic virus (ToMIMV) e Sida micrantha
mosaic virus (SiIMMV) ocorrendo tanto em tomateiro como em Sida spp. suportam esta
hipétese (Castillo-Urquiza et al., 2010).

Nossos resultados indicam que as malvdceas daninhas H. crispa, Pavonia sp., S.
paniculatum, Triumfetta spp. e Waltheria, constituem importantes reservatérios de
begomovirus e que eventos de recombina¢do tem aparentemente contribuido para o
surgimento de novas espécies nessas hospedeiras. No entanto, estudos adicionais sdao
necessarios para determinar a importincia dessas espécies como fonte de begomovirus

para plantas cultivadas.
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Figura 1 - Plantas daninhas apresentando sintomas de mosaico amarelo e clorose de nervuras, tipicos de
infeccdo por begomovirus. (A) Amostra de Sida rhombifolia da qual foi obtido o clone BR:
BR:Rlal:11B; (B) Amostra de Triumfetta sp. da qual foram obtidos os clones BR:Msjl:10A e BR:
Msj2:10B (Triumfetta yellow mosaic virus); (C) Amostra de Herissantia crispa da qual foi obtido o
clone BR:Mac7:10A (Herissantia yellow mosaic virus) ; (D) Amostra de Pavonia sp. da qual foram
obtidos os clones BR:Bsm1:12A, BR:Bsm2:12A, BR:Bsm3:12B ¢ BR:Bsm4:12B (Pavonia yellow net
virus); (E) Amostra de Sidastrum paniculatum da qual foram obtidos os clones BR:Deg3:10A e
BR:Deg4:10A (Sida yellow mosaic Alagoas virus; (F) Amostra de Waltheria indica da qual foi obtido o
clone BR:Mac8:10B.
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Figura 3 — Arvore filogenética baseada no alinhamento da sequéncia completa do DNA-A das malvéceas
daninhas de Alagoas, Bahia e Pernambuco e outros begomovirus da América do Sul, incluindo o Brasil.
A 4rvore foi construida com o MEGA 5.05 utlizando o método Neighbor-joining, e a confiabilidade de
cada ramo verificada com bootstrap de 10,000 replicacdes. O Tomato leaf curl New Delhi virus
(ToLCNDYV), foi utilizado como outgroup. O marcador preto indicam os isolados desse trabalho; As
barras cinza e preta delimitam os begomovirus do Brasil e América do Sul, respectivamente.
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Neighbor-net foi realizada utilizando Splits Tree 4.
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Tabela 1 - Sequéncias dos begomovirus usados nas andlises de comparacdo par a par e filogenéticas

Virus Acronimo N° de acesso do GenBanK
Brasil
Abutilon Brazil virus AbBV NC_014138
Abutilon mosaic Brazil virus AbMBV NC_016574
Bean golden mosaic virus BGMV NC_004042
Blainvillea yellow spot virus BIYSV NC_010837
Centrosema yellow spot virus CenYSV NC_016998
Cleome golden mosaic virus CIGMV NC_015397
Cleome leaf crumple virus CILCrV NC_016578
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV NC_012553
Macroptilium yellow net virus MaYNV NC_017001
Macroptilium yellow spot virus MaYSV NC_016999
Macroptilium yellow vein virus MaYVV NC_017000
Nicandra deforming necrosis virus NDNV n.d*
Okra mottle virus OMoV NC_ 011181
Passionfruit severe leaf distortion virus PSLDV NC_012786
Sida common mosaic virus SiCmMV EU710751
Sida micrantha mosaic virus SiMMV NC_005330
Sida mosaic Alagoas virus SiMAV NC_016573
Sida mosaic Brazil virus SiMBV FN436001
Sida mottle Alagoas virus SiMoAV JX871384
Sida mottle virus SiMoV NC_004637
Sida yellow blotch virus SiYBV JX871382
Sida yellow mosaic Alagoas virus SiYMAV JX871383
Sida yellow mosaic virus SiYMV NC_004639
Sida yellow leaf curl virus SiYLCV EU710750
Sida yellow net virus SiYNV JX871376
Soybean chlorotic spot virus SoCISV NC_018457
Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV NC_003664
Tomato common mosaic virus ToCmMV NC_010835
Tomato golden mosaic virus TGMV NC_001507
Tomato leaf distortion virus ToLDV EU710749
Tomato mild mosaic virus ToMIMV NC_010833
Tomato mottle leaf curl virus ToMoLCV JF803250
Tomato rugose mosaic virus ToRMV NC_002555
Tomato severe rugose virus ToSRV NC_009607
Tomato yellow spot virus ToYSV NC_007726
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV NC_010949
América do Sul
Abutilon mosaic Bolivia virus AbMBoV NC_015045
Bean chlorosis virus BeCV NC_019569
Melon chlorotic mosaic virus MCIMV NC_014380
Potato yellow mosaic virus PYMV NC_001934
Sida mosaic Bolivia virus 1 SiMBolV1 NC_015046
Sida mosaic Bolivia virus 2 SiMBoV?2 NC_015043
Soybean blistering mosaic virus SoBIMV EF016486
Tomato chlorotic leaf distortion virus TCLDV NC_015962
Tomato dwarf leaf virus ToDLV NC_016580
Tomato leaf deformation virus ToLDeV NC_019032
Tomato mosaic leaf curl virus ToMLCV NC_005850
Tomato yellow margin leaf curl virus ToYMLCV NC_005852
QOutgroup
Tomato leaf curl New Delhi virus ToLCNDV NC_004611
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Tabela 2 — Clones completamente sequenciados correspondentes aos componentes DNA-A e DNA-B

1555 obtidos de plantas daninhas da familia Malvaceae coletadas nos estados de Alagoas (AL), Pernambuco
1556 (PE) e Bahia (BA)
1557
Hospedeira Local Ano Clone Espécies
DNA-B DNA-B (Acronimo)*
Herissantia crispa Maceié — AL 2010 BR:Mac7:10A HeYMV ™%
Waltheria indica Goiana — PE 2010 BR:Goi2: 10A SiMoAV
Waltheria indica Maceié — AL 2010 BR:Mac8:10B
Sidastrum paniculatum Jaramataia — AL 2010 BR:Jarl:10A SiYMAV
Sidastrum paniculatum Delmiro Gouveia — AL 2010 BR:Deg3:10A SiYMAV
BR:Deg4:10A
Triumfetta semitriloba Flexeiras — AL 2010 BR:Flel:10A SiMoAV
BR:Fle2:10A
BR:Fle3:10A
BR:Fle4:10A
Triumfetta sp. Mata de Sdo Jodo — BA 2010 BR:Msjl:10A  BR: Msjl:10B TrYMV %)
Sida rhombifolia Rio Largo — AL 2011 BR:Rlal:11B
Triumfetta semitriloba Caraibas — BA 2011 BR:Cbs1:11B
BR:Cbs2:11B
BR:Cbs3:11B
Pavonia sp. Barra de Sdo Miguel - AL 2012 BR:Bsml:12A  BR:Bsml:12B PaYNV %)
BR:Bsm2:12A BR:Bsm2:12B
1558
1559 *HeYMV — Herissantia yellow mosaic virus; SiMoAV — Sida mottle Alagoas virus; Si'YMAV — Sida

1560
1561
1562
1563

virus.

1564

1565

1566

1567

1568

1569

1570

1571

1572

1573

1574

1575

1576

yellow mosaic Alagoas virus; TrYMV — Triumfetta yellow mosaic virus; PAYNV — Pavonia yellow net
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1577 Tabela 3 - Open reading frames (ORFs), com seus respectivos niimeros de aminodcidos (aa), encontrados no
1578 DNA-A e DNA-B das espécies de begomovirus descritos neste trabalho.

1579
Clones cp rep ren trap ac4d acs nsp mp

BR:Flel:10A 25laa  368aa 132aa 129aa 87aa 96aa
BR:Fle2:10A 25laa  368aa 132aa 129aa 87aa 96aa
BR:Fle3:10A 25laa  368aa 132aa 129aa 87aa 96aa
BR:Fle4:10A 25laa  368aa 132aa 129aa 87aa 96aa
BR:Mac 7:10A  25laa  402aa 132aa 129aa 85aa -
BR: Goi 2:10A 25laa  36laa 132aa 129aa 85aa -
BR:Jarl:10A 25laa  358aa 132aa 129aa 85aa 105aa
BR:Deg 3:10A  25laa  358aa 132aa 129aa 85aa 105aa
BR:Deg 4:10A  25laa  358aa 132aa 129aa 85aa 105aa
BR:Msjl:10A 25laa  36laa 132aa 131aa 85aa 96aa
BR:Msj2:10B 256aa 293aa
BR:Bsml:12A  25laa  359aa 132aa 129aa 140aa 96aa
BR:Bsm2:12A  25laa  359aa 132aa 129aa 140aa 96aa
BR:Bsm3:12B 253aa 293aa
BR:Bsm4:12B 253aa 293aa
BR: Deg 4:10A 256aa 293aa
BR:Mac8:10B 256aa 293aa
BR:Cbsl1:11B 268aa 293aa
BR:Cbs2:11B 268aa 293aa
BR:Cbs3:11B 268aa 293aa
BR:Rlal:11B 256aa 293aa

1580

1581

1582

1583

1584

1585

1586

1587

1588

1589

1590

1591

1592

1593

1594

1595

1596

1597

1598

1599

1600

1601

1602

1603

1604

1605

1606

1607

1608

1609

1610

1611
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1612
1613 Tabela 4 — Eventos de recombinagdo detectados entre os begomovirus das malvaceas daninhas descritas
1614  nesse trabalho e outros begomovirus previamente descritos no Brasil

1615
Evento Recombinante Parental Breakpoints Programas’ p -Valor °
Maior Menor Inicio Fim

1 BR:Mac7:10A SiMoAV nit 327 1035 RGMCS3S  1,7x10™7

2 BR:Goi2:10A SiYBV n.i. 1993 49 RGMCS3S  1,0x107%®

4 BR:Flel:10A TGMV n.i. 2311 24 RBMCS3S 1,9x10™
BR:Fle2:10A
BR:Fle3:10A
BR:Fle4:10A

5 BR:Deg3:10A SiCmMV n.i. 30 718  RGMCS3S  5,6x10™
BR:Deg4:10A
BR:Jarl:10A

6 BR:Deg3:10A ToLDV n.i. 1099 1743 RGMCS3S  7,2x10™°
BR:Deg4:10A
BR:Jarl:10A

7 BR:Bsml:12A SiYBV n.i. 1485 142 RGBMCS3S  2,5x107
BR:Bsm2:12A

8 BR:Msj1:10A SiYMAV n.i. 2336 63 RGMCS3S  2,5x10™"

1616 & Parental ndo identificado. > Programas: R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C,
1617 CHIMAERA,; S, SisScan e 3S, 3SEQ. C. Maior p-valor detectado pelo programa indicado por um
1618 sublinhado. Numeros sublinhados indicam que os Breakpoints ndo foram precisamente identificados.

1619

1620
1621
1622
1623
1624
1625
1626
1627
1628

1629
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Caracterizaciao Molecular de begomovirus associados a Hyptis sp. e
Physalis sp.

Molecular characterization of begomovirus associated to Hyptis sp. and Physalis sp.

RESUMO

Plantas daninhas podem funcionar como reservatorios ou fontes de novas espécies de
begomovirus (Familia Geminiviridae) as quais surgem a partir de eventos de
recombinacdo ou pseudo-recombinacdo. Portanto, esse estudo teve como objetivo
caracterizar os begomovirus associados a plantas daninhas das familias Solanaceae
(Physalis sp.) e Lamiaceae (Hyptis sp.) € comprovar a ocorréncia de recombinacio entre
os isolados. Uma amostra de Physalis sp. e duas amostras de Hyptis sp. com sintomas
tipicos de infeccdo por begomovirus, foram coletadas em Rio Largo, AL, entre 2010 e
2012. Um total de seis clones foram obtidos (cinco DNA-A e um DNA-B) por meio da
amplificacdo por circulo rolante (RCA) e posteriormente sequenciados. Andlises das
sequéncias indicaram a presenca de trés novas espécies de begomovirus, duas
encontradas numa mesma amostra de Hyptis sp. € a outra encontrada inicialmente em
Physalis sp. e posteriormente detectada em Hyptis sp. Nas andlises filogenéticas as trés
novas espécies formaram um tnico ramo monofilético. As andlises de recombinagao
indicaram uma forte evidéncia de recombinacdo entre HyRMV1 e HyRMV2, tendo o
HyRMV1 como parental. O ToRMV foi identificado como possivel parental para as
espécies HyRMV1 e PhYSV. Esses resultados indicam que as plantas daninhas dos
géneros Physalis sp. e Hyptis sp. sdo importantes reservatorios de begomovirus e que
eventos de recombinacdo tem aparentemente contribuido para o surgimento de novas

espécies de virus nessas hospedeiras.

Palavras-chave: geminivirus, recombinacdo, Physalis sp., Hyptis sp.
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1712

1713

1714

ABSTRACT

Weeds can act as reservoirs or source of new species of begomovirus (Geminiviridae
Family), which arise from recombination or pseudo-recombination events. Therefore,
this study aimed to characterize the begomovirus associated with weeds from
Solanaceae (Physalis sp.) and Lamiaceae (Hyptis sp.) family and to prove the
occurrence of recombination among the isolates. A sample of Physalis sp. and two
samples of Hyptis sp. with typical symptoms of begomovirus infection were collected in
Rio Largo, AL, in 2010 and 2012. A total of six clones were obtained (5 DNA-A and 1
DNA-B) by rolling circle amplification (RCA) and after they were sequenced. Analysis
of the sequences indicated the presence of three new species of begomovirus, from
which two were found in the same sample of Hyptis sp., the other was initially found on
Physalis sp. and it was subsequently detected on Hyptis sp. In the phylogenetic analyzes
the three new species formed a single monophyletic branch. The recombination
analyzes indicated a strong evidence of recombination between HyRMVI1 and
HyRMV?2, having as parental HyRMV 1. The TORMV was identified as a likely parental
to the HyRMV1 and PhYSV species. These results indicate that weeds from the
Physalis sp. and Hyptis sp. genera are major reservoirs of begomovirus and that
recombination events have apparently contributed to the emergence of new species of

virus in these hosts.

Keywords: geminivirus, recombination, Physalis sp., Hyptis sp.
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INTRODUCAO

Os Begomovirus, transmitidos por mosca-branca (Bemisia tabaci), tem se
tornado um importante fator limitante para produgdo de diversas culturas nas regides
tropicais e subtropicais (Seal et al., 2006). Estes sdo membros da familia Geminiviridae
a qual engloba virus com genoma de ssDNA circular encapsidados em particulas
icosaédricas geminadas, podendo constituir de um ou dois componentes do genoma
(DNA-A e DNA-B), cada um com aproximadamente 2600 nucleotideos (Rojas et al.,
2005; Stanley et al., 2005).

Os dois componentes gendmicos de uma mesma espécie viral ndo possuem
identidade entre as suas sequéncias, exceto por uma regiao com aproximadamente 200
nucleotideos denominada regido comum (RC), que inclui a origem de replicacdao
(Hanley-Bowdoin et al., 1999). O componente DNA-A do genoma dos begomovirus
monosegmentados e bissegmentados codifica para as fungdes necessdrias para a
replicacdo do virus, no controle da expressdo génica e na transmissao por insetos,
enquanto que o componente DNA-B codifica para duas proteinas necessdrias para a
movimenta¢cdo do virus e o desenvolvimento dos sintomas nas plantas (Rojas et al.,
2005).

Desde 1980, a incidéncia e severidade de doencas causadas por begomovirus em
culturas economicamente importantes, como feijao, tomate e pimentdo t€ém aumentado
significativamente no Brasil e em outros paises das Américas devido ao aumento
populacional da B. tabaci (Morales, 2006).

Begomovirus também estao associados a uma ampla gama de plantas daninhas,
com destaque para as espécies que pertencem as familias Euphorbiaceae, Fabaceae,
Malvaceae e Solanaceae (Frishmuth et al., 1997, Morales e Anderson, 2001; Andrade et
al.,, 2006). Essas espécies podem funcionar como reservatérios ou fontes de novas
espécies de begomovirus as quais surgem a partir de eventos de recombinac¢do ou
pseudo-recombinacdo devido sua frequente co-infec¢do com mais de uma espécie viral
(Mubin et al., 2009).

Infec¢des por mais de um begomovirus sdo comuns no campo, favorecendo a

recombinacdo e a pseudo-recombinacido, o que pode levar ao surgimento de novas
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estirpes ou espécies mais adaptadas ao novo hospedeiro (Galvao et al., 2003; Castillo-
Urquiza et al., 2008; Chakraborty et al., 2008; Rocha et al., 2013).

A recombinacdo parece contribuir fortemente para a diversidade genética dos
begomovirus, aumentado o potencial evolutivo (Graham et al., 2010; Monci et al.,
2002). Estudos anteriores indicaram uma alta diversidade intra e interespecifica entre os
begomovirus, o que pode facilitar a adaptacdo a novos climas e novos hospedeiros
(Monci et al., 2002).

Existem atualmente varios relatos de begomovirus infectando plantas daninhas
no Brasil (Inoue-Nagata et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Castillo-Urquiza et al., 2008;
Graham et al., 2010; Tavares et al., 2012; Silva et al., 2011 e 2012; Paprotka et al.,
2010; Rocha et al., 2013). A caracterizacdo molecular desses begomovirus é importante
para elucidar seu comportamento ecoldgico e evolutivo (Assuncdo et al., 2006), sendo
que o desenvolvimento de novos métodos de amplificacdo e clonagem de genomas
completos de virus de DNA circular tem facilitado essa abordagem (Inoue-Nagata,
2004). Este trabalho teve como objetivos realizar a caracterizacdo de isolados obtidos

de Physalis sp. e Hyptis sp. e verificar a ocorréncia de recombinacao entre os isolados.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal, identificacao botianica

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas duas amostras de Hyptis sp.
(Lamiaceae) e uma amostra de Physalis sp. (Solanaceae), essas plantas daninhas foram
coletadas numa mesma darea experimental, localizada no municipio de Rio Largo, estado
de Alagoas, em 2010 e 2012 (Tabela 1) e apresentavam sintomas de mosaico amarelo e
deformacdo do limbo foliar (Figura 1). As amostras coletadas foram armazenadas em
sacos plasticos e transportadas até o laboratério, onde foram mantidas a -80°C até a

extracdo de DNA.

Amplificacao do DNA e clonagem
O DNA total foi extraido de acordo com o método Doyle e Doyle (1987). Para a

confirmacdo da presenca da infec¢do por begomovirus foi realizada PCR utilizando
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primers universais para os membros do género. Apds a confirmacdo, 0s genomas
completos virais foram amplificados utilizando o método de amplificacdo por circulo
rolante (RCA) (Inoue-Nagata et al., 2004) e clonados no vetor pBluescript KS+
(Stratagene) previamente linearizado com as enzimas de restricdo Bam HI, Cla 1, Apa 1
e Hind 111 e sequenciados na Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul). A primeira rodada de

sequenciamento foi realizada com os oligonucleotideos M13 Forward e Reverse.

Comparacoes de sequéncias e analise filogenética

As sequéncias foram inicialmente analisadas com o algoritmo BLAST para
identificacdo das espécies virais com maior porcentagem de identidade, baseado no
valor limitante de 89% estabelecido pelo grupo de estudos de Geminiviridae (ICTV)
(Brown et al.,, 2011). Comparagdes par a par de nucleotideos (pairwise) foram
realizadas com DNAMan versdo 6.0 (Lynnon Co.) utilizando a op¢do alinhamento
6timo seguindo parametros: Ktuple = 2, Gap penalty = 7,Gap open = 10, Gap extension
=5.

Sequéncias de nucleotideos dos begomovirus utilizados nas andlises
filogenéticas e recombinacdo (isolados obtidos neste estudo e outros begomovirus da
América do sul anteriormente descritos, incluindo o Brasil; Tabela 4) foram alinhadas
utilizando o médulo Muscle no MEGA 5 (Tamura et al., 2011). A arvore filogenética,
baseada no alinhamento do DNA-A, foi construida com MEGA 5.0 utilizando-se o

método neighbour-Joining incluindo andlise bootstrap com 100.000 repeti¢cdes.

Analise de Recombinacio

Para evidenciar recombinacdo foi realizada Phylogenetic network analysis
utilizando o método neighbour-net implementado no SplitsTree4 (Huson e Bryant,
2006). Andlises adicionais de potenciais eventos de recombinacdo e identificacdo de
provdveis sequéncias parentais foram realizadas utilizando o programa de deteccdo de
recombinacdo (RDP) versao 3.0 (Martin et al., 2010) usando parametros padrdes.
Eventos de recombinacdo detectados por pelo menos quatro métodos de anélises
disponiveis no programa foram considerados confidveis. As andlises de recombinagdo

incluiram os virus obtidos neste estudo e os descritos anteriormente no Brasil.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparacoes das sequéncias e analise filogenética

A partir das plantas daninhas Hyptis sp. e Physalis sp., foram obtidos seis clones,
cinco correspondendo ao DNA-A e um ao DNA-B. As andlises para atribuicdo
preliminares das espécies no BLAST e comparacdes par a par de sequéncias
nucleotidicas indicaram a presenca de trés novas espécies de begomovirus nessas
hospedeiras (Tabela 2, Figura 2).

Os clones BR:Rla5:10A e BR:RIa6:10A obtidos de uma mesma amostra de
Hyptis sp. (Figura 1B) representam duas novas espécies distintas, as quais apresentaram
88% de identidade entre si. O clone BR:Rla5:10A apresentou apenas 83% de identidade
com Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV JF803247), enquanto o clone
BR:Rla6:10A é mais relacionado ao Centrosema yellow spot virus (CenYSV
NC016998), com 80% de identidade (Figura 2). Os nomes propostos para as duas novas
espécies sao Hyptis rugose mosaic virus 1 (HyRMV1) e Hyptis rugose mosaic virus 2
(HyRMV2), respectivamente. A detec¢ao de dois virus em uma mesma amostra sugere
uma infec¢do mista, fenomeno relatado com certa frequéncia para begomovirus e
geralmente associado ao aumento da variabilidade genética, uma vez que possibilita
eventos de pseudo-recombinacio e de recombinacdo verdadeira (Andrade et al., 2006;
Graham et al., 2010; Ilyas, 2010).

Uma terceira nova espécie obtida inicialmente de Physalis sp. (BR:Rlal:12A e
BR:Rla2:12A) (Figura 1A) e posteriormente detectada em Hyptis sp. (BR:Rla3:12A)
(Figura 1C), mostrou-se mais relacionada com (ToMoLCV JF803250), com 79% de
identidade, para a qual foi proposto o nome Physalis yellow spot virus (PhYSV). J4 os
isolados de PhYSV obtidos de Hyptis e Physalis compartilharam 99%-100% de
identidade de nucleotideos (Figura 2).

A organizacdo gendomica do HyRMV1, HyRMV2 e PhYSV foi semelhante as
dos begomovirus tipicos do “Novo Mundo”, com ORFs: CP (“coat protein”) no sentido
viral e REP (“replication-associated protein”), REN (“replication enhance protein”),
TRAP (“trans-activating protein”), AC4 (codifica uma proteina supressora do
silenciamento génico) no sentido complementar (King et al, 2012). Uma ORF adicional,

ACS, foi encontrada inserida no gene CP em orientacdo inversa. A fun¢do da AC5 no
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processo de infeccdo viral ainda ndo foi elucidada, no entanto no Indian mung bean
yellow mosaic virus (IMBYMYV) € um importante fator envolvido na replicacio viral
(Raghavan et al., 2004). (Tabela 3).

Na andlise filogenética baseada na sequéncia completa do DNA-A dos isolados
desse trabalho e outros begomovirus da América do Sul, as trés novas espécies
formaram um ramo monofilético (Figura 3), o qual incluiu apenas o ToMoLCV e
PSLDV, os quais infectam tomateiro e maracujazeiro, respectivamente. O ToMoLCV, é
a espécie de begomovirus que prevalece na regiao nordeste do Brasil (Albuquerque et

al., 2012).

Anadlise de Recombinacio

A ocorréncia de infec¢do mista envolvendo as duas novas espécies (HyRMV1 e
HyRMV2) em Hyptis sp., aliada ao fato de PhYSV (obtida de Physalis sp.) ser
detectada em Hyptis sp., e das trés espécies serem coletadas em dreas muito proximas,
sugere que estas podem ser recombinantes. Infec¢des mistas com mais de um
begomovirus no campo sao comuns, favorecendo a ocorréncia de recombinacido e
pseudo-recombinacio, favorecendo o surgimento de novas variantes ou espécies melhor
adaptadas aos novos hospedeiros (Galvao et al., 2003; Castillo-Urquiza et al., 2008;
Chakraborty et al., 2008; Rocha et al., 2013).

A ocorréncia de recombinacdo intra e interespecificos entre as espécies
HyRMV1 (BR:Rla5:10A) e HyRMV2 (BR:Rla6:10A) e PhYSV (BR:Rlal:12A e
BR:Rla2:12A ) e todos os outros begomovirus brasileiros foi inicialmente testada por
andlise de filogenia reticulada (Figura 4), utilizando o método Neighbor-net. Os
resultados das andlises indicaram uma forte evidéncia de recombinacdo entre HyRMV 1
e HyRMV2. Entretanto, nenhuma evidéncia de recombinacdo foi encontrada para os
isolados pertencentes a espécie PhYSV, quando este método foi utilizado.

Para maiores investigacdes desse possivel sinal de recombinacdo, este mesmo
grupo de dados foi analisado utilizando o programa RDP3. Para excluir sinais de
recombinacdo nao confidveis. Dessa forma, apenas eventos suportados por ao menos
quatro diferentes métodos foram selecionados. As andlises de recombinac¢do utilizando
RDP3, indicaram que as espécies ocorrendo em infec¢do mista em Hyptis sp., HYRMV1

(BR:RIa5:10A) e HyYRMV2 (BR:Rla6:10A), sd@o de fato recombinantes (Tabela 4),
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sendo HyYRMV1 o maior parental, o qual doou um segmento que engloba o gene Rep e
inicio da regido comum (RC) para HyRMV2. Um segundo evento de recombinacio
com breakpoints localizados em Rep foi compartilhado pelas espécies HyRMV1
(BR:RIa5:10A) e PhYSV (BR:Rlal:12A, BR:Rla2:12A e BR:Rla3:12A), identificando
como maior parental o Tomato rugose mosaic virus (ToORMV), um begomovirus de
tomateiro (Tabela 4). Assim como identificado nesse estudo, as regides RC e gene Rep
tem sido frequentemente identificadas como hot-spots de recombinacdo para muitos
begomovirus (Garcia-Andrés et al., 2007; Lefeuvre et al., 2007; Silva et al., 2011 e
2012; Albuquerque et al., 2012; Tavares et al., 2012). Com base nesses resultados foi
proposto que a nova espécie HyRMV?2, surgiu de um evento de recombinagdo que
envolveu HyYRMV1 e um begomovirus desconhecido. Enquanto que a espécie PhYSV,
teria surgido inicialmente em Physalis sp., a partir de eventos de recombinacdo que
envolveram o ToRMV e um begomovirus parental desconhecido e posteriormente,
adquirido a capacidade de infectar Physalis sp. Uma evidéncia que suporta este hipotese
€ o fato de que o TORMYV infectar naturalmente Nicandra physaloides uma outra plantas
daninha pertencente a familia Solanaceae (Fernandes et al., 2006). No entanto, estudos
adicionais s@0 necessdrios para comprovar essa hipétese.

O fato de o ToORMV ser encontrado como possivel parental para as espécies
HyRMV1 e PhYSV, obtidas de duas novas espécies plantas daninhas, € interessante. De
acordo com Rocha et al. (2013), a maioria dos eventos de recombinacdo detectados em
begomovirus que infectam tomateiro t€m virus de hospedeiras daninhas ou silvestres
como parental, enquanto o contrdrio nao € verdadeiro.

Acumuladas evidéncias sugerem que a recombinagdo € uma importante fonte de
diversidade genética para begomovirus brasileiros (Inoue-Nagata et al., 2006; Ribeiro
et al., 2007; Castillo-Urquiza et al., 2008; Fernandes et al., 2009). No entanto, estudos
sobre a variabilidade de begomovirus em plantas nio cultivadas indicam que estas
apresentam um maior grau de variabilidade genética quando comparados com virus que
infectam hospedeiras cultivadas (Silva et al., 2011 e 2012, Lima et al., 2013; Rocha et
al., 2013). Eventos de recombinacdo, selecdo ndo adaptativa e mutagdo tem explicado
esta alta variabilidade em hospedeiras ndo cultivadas (Fialo-Olivé et al., 2012; Silva et

al., 2011 e 2012; Lima et al., 2013; Rocha et al., 2013).
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Infecgdes associadas a begomovirus em hospedeiras daninhas pertencentes as
familias Malvaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae e Solanaceae, sao frequentes (Morales e
Anderson, 2001). Estas podem funcionar como reservatérios de begomovirus para
plantas cultivadas (Garcia-Andrés et al., 2006; Barbosa et al., 2009) ou como fontes
para novos virus recombinantes devido a infecOes mistas (Garcia-Andrés et al., 2006,
Silva et al., 2012). Recentes estudos revelaram que Sida spp., Sidastrum micrantum e
Macroptilium spp. sdo importantes reservatorios naturais de vdrias espécies de
begomovirus (Tavares et al., 2012 e Silva et al., 2012). O verdadeiro papel dessas
hospedeiras daninhas na epidemiologia de doencgas de plantas cultivadas ainda nado foi
esclarecido. No entanto, acredita-se que os begomovirus brasileiros que infectam
tomateiro presentes atualmente no campo evoluiram a partir Sida spp. A detec¢do de
Tomato mild mosaic virus (ToMIMV) e Sida micrantha mosaic virus (SiMMYV) tanto
em tomate bem como em Sida spp., suportam esta hipétese (Tavares et al., 2012).

Physalis sp. é frequentemente utilizada como indicadora em testes de gama de
hospedeiras para novas espécies de begomovirus. A caracterizagdo biologica de
begomovirus que infectam tomateiro como ToRMYV, Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV), Tomato yellow spot virus (ToYSV), tem demonstrado que vdrias
hospedeiras solandceas nao cultivadas como Nicandra physaloides, Solanum nigrum
Datura stramonium sao frequentes hospedeiras desses virus. No entanto, a inoculacao
experimental de Physalis sp. com estas mesmas espécies virais comprovaram que esta
nao € hospedeira (Fernandes et al., 2006; Calegario et al., 2007 e Ribeiro et al., 2007).
Até o momento, ndo existem relatos de infeccdo natural de Physalis sp. e Hyptis sp. por
begomovirus.

Os resultados desse estudo indicam Physalis sp. e Hyptis sp. podem funcionar
como potenciais reservatorios e fontes de novos begomovirus. No entanto, estudos
adicionais sdo necessdrios para investigar a importancia dessas duas espécies como

fontes de begomovirus para plantas cultivadas.
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Figura 1 - Plantas daninhas apresentando sintomas tipicos de infec¢do por begomovirus. (A) mosaico-
amarelo em Physalis sp. do qual foram obtidos os clones BR:Rla5:10A e BR:Rla6:10A (Physalis yellow
spot virus); (B) mosaico-amarelo e deformacao do limbo foliar em Hyptis sp. do qual foram obtidos os
clones BR:Rlal:12A (Hyptis rugose mosaic virusl), BR:Rla2:12 (Hyptis rugose mosaic virus2) e (C)
mosaico-amarelo em Hyptis sp. do qual foi obtido o clone BR:Rlal:12A (Physalis yellow spot virus).
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Figura 2 — Griéfico bidimensional representando comparagdes par a par de sequéncias de nucleotideos completas do DNA-A dos begomovirus descritos neste trabalho

e outros begomovirus descritos anteriormente no Brasil.
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Figura 3 — Arvore filogenética baseada no alinhamento da sequéncia completa do DNA-A dos isolados de
Hyptis sp. e Physalis sp. de Alagoas e outros begomovirus da América do Sul, incluindo o Brasil. A arvore foi
construida com o0 MEGA 5.05 utlizando o método Neighbor-joining, e a confiabilidade de cada ramo verificada
com bootstrap de 10,000 replicagcdes. O Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV), foi utilizado como
outgroup. O marcador preto indicam os isolados desse trabalho; As barras cinza e preta delimitam os
begomovirus do Brasil e América do Sul, respectivamente.
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estudados neste trabalho e de outros begomovirus descritos no Brasil. A andlise de Neighbor-net foi realizada
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Tabela 1 — Clones completamente sequenciados correspondentes aos componentes DNA-A e DNA-B obtidos de
plantas daninhas das familias Lamiaceae e Solanaceae coletadas no municipio de Rio Largo, AL.

Hospedeiro Familia Local Ano Clone Espécies
(Acronimo)*
DNA-A DNA-B
Hyptis sp. Lamiaceae Rio Largo— AL 2010 BR:Rla5:10A HyRMV1 {movo)
BR:Rla6:10A HyRMV2 (novo)
BR:RlIa7:10B
Hyptis sp. Lamiaceae RioLargo— AL 2012  BR:Rla3:12A PhYSV ™"
Physalis sp. Solanaceae Rio Largo—- AL 2012 BR:Rlal:12A PhYSV
BR:Rla2:12A

* HRMV1 — Hyptis rugose mosaic virusl; HRMV?2 — Hyptis rugose mosaic virus2; PhYSV — Physalis yellow spot
virus.

Tabela 2 — Open reading frames (ORFs), com seus respectivos nimeros de aminodcidos (aa), encontrados no
DNA-A e DNA-B das espécies de begomovirus descritos neste trabalho.

Isolados cp rep ren Trap ac4d acs nsp mp
(clones)

BR:Rlal:12A 251aa 399aa 132aa 129aa 85aa 105aa

BR:Rla2:12A 251aa 399aa 132aa 129aa 85aa 105aa

BR:Rla3:12A 251aa 399aa 132aa 129aa 85aa 105aa

BR:Rla6:10A 251aa 404aa 132aa 129aa 97aa -

BR: Rla5:10A 251aa 362aa 132aa 129aa 85aa -

BR:Rla7:10B 256aa 293aa

Tabela 3 — Eventos de recombinagdo detectados entre os begomovirus das malvaceas daninhas descritas nesse
trabalho e outros begomovirus previamente descritos no Brasil

Evento Recombinante Parental Breakpoints ~ Programas’  p -Valor ¢
Maior Menor Inicio Fim
BR:Rlal:12A
1 BR:Rla2:12A ToRMV n.i? 1980 2171 RGBMCS3S 3,3x10%°
BR:Rla3:12A
2 BR:Rla5:10A ToRMV n.i. 1941 2208 RGBMCS3S  3,3x107%°
3 BR:RIa6:10A  BR:Rla5:10A n.i. 1980 15 RGBMCS 6,5x107

* Parental ndo identificado. Programas: R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, CHIMAERA; S,
SisScan e 3S, 3SEQ. C. Maior p-valor detectado pelo programa indicado por um sublinhado.
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Tabela 4 — Sequéncias dos begomovirus usados nas andlises de comparacao par a par e filogenéticas

Virus Acronimo N° de acesso do GenBanK
Brasil
Abutilon Brazil virus AbBV NC_014138
Abutilon mosaic Brazil virus AbMBV NC_016574
Bean golden mosaic virus BGMV NC_004042
Blainvillea yellow spot virus BIYSV NC_010837
Centrosema yellow spot virus CenYSV NC_016998
Cleome golden mosaic virus CIGMV NC_015397
Cleome leaf crumple virus CILCrV NC_016578
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV NC_012553
Macroptilium yellow net virus MaYNV NC_017001
Macroptilium yellow spot virus MaYSV NC_016999
Macroptilium yellow vein virus MaYVV NC_017000
Nicandra deforming necrosis virus NDNV n.d*
Okra mottle virus OMoV NC_ 011181
Passionfruit severe leaf distortion virus PSLDV NC_012786
Sida common mosaic virus SiCmMV EU710751
Sida micrantha mosaic virus SiMMV NC_005330
Sida mosaic Alagoas virus SiMAV NC_016573
Sida mosaic Brazil virus SiMBV FN436001
Sida mottle Alagoas virus SiMoAV JX871384
Sida mottle virus SiMoV NC_004637
Sida yellow blotch virus SiYBV JX871382
Sida yellow mosaic Alagoas virus SiYMAV JX871383
Sida yellow mosaic virus SiYMV NC_004639
Sida yellow leaf curl virus SiYLCV EU710750
Sida yellow net virus SiYNV JX871376
Soybean chlorotic spot virus SoCISV NC_018457
Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV NC_003664
Tomato common mosaic virus ToCmMV NC_010835
Tomato golden mosaic virus TGMV NC_001507
Tomato leaf distortion virus ToLDV EU710749
Tomato mild mosaic virus ToMIMV NC_010833
Tomato mottle leaf curl virus ToMoLCV JF803250
Tomato rugose mosaic virus ToRMV NC_002555
Tomato severe rugose virus ToSRV NC_009607
Tomato yellow spot virus ToYSV NC_007726
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV NC_010949
América do Sul
Abutilon mosaic Bolivia virus AbMBoV NC_015045
Bean chlorosis virus BeCV NC_019569
Melon chlorotic mosaic virus MCIMV NC_014380
Potato yellow mosaic virus PYMV NC_001934
Sida mosaic Bolivia virus 1 SiMBolV1 NC_015046
Sida mosaic Bolivia virus 2 SiMBoV?2 NC_015043
Soybean blistering mosaic virus SoBIMV EF016486
Tomato chlorotic leaf distortion virus TCLDV NC_015962
Tomato dwarf leaf virus ToDLV NC_016580
Tomato leaf deformation virus ToLDeV NC_019032
Tomato mosaic leaf curl virus ToMLCV NC_005850
Tomato yellow margin leaf curl virus ToYMLCV NC_005852
QOutgroup
Tomato leaf curl New Delhi virus ToLCNDV NC_004611
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foi observado um alto grau de diversidade de espécies de begomovirus

infectando plantas daninhas nos estados de Alagoas, Pernambuco e Bahia.

Das 13 amostras coletadas foi detectada a presenca de seis novas espécies de
begomovirus infectando as plantas daninhas pertencentes as familias Malvaceae,

Lamiaceae e Solanaceae.

As caracteristicas das sequéncias indicam que todas as novas espécies sao
begomovirus bissegmentados tipicos do “Novo Mundo” que agruparam com

begomovirus brasileiros na arvore filogenética.

Nossos resultados indicam que as malvaceas daninhas H. crispa, Pavonia sp., S.
paniculatum, Triumfetta spp. Waltheria, a Physalis sp. (Solanaceae) e Hyptis sp
(Lamiaceae) constituem importantes reservatérios de begomovirus e que eventos de
recombinacdo tem aparentemente contribuido para o surgimento de novas espécies

nessas hospedeiras
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