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Resumo

No Brasil, plantas pertencentes a familia Malvaceae estdo amplamente distribuidas em
todo pais, como plantas cultivadas, ornamentais, daninhas ou espécies selvagens. E comum
observar claros sintomas de mosaico em plantas daninhas da familia Malvaceae e,
invariavelmente, elas sdo infectadas por begomovirus, no entanto, € raro observar sintomas
semelhantes de virus em plantas malvaceas ornamentais e cultivadas. Neste trabalho foi
realizado um estudo sobre a presenca de infec¢do por begomovirus bipartidos em trés espécies
da familia Malvaceae: malva-preta (Sidastrum micranthum), algoddo (Gossypium hirsutum) e
chapéu-de-turco ou hibisco-colibri (Malvaviscus arboreus). Nove plantas de algodoeiro
apresentando sintoma de mosaico amarelo foram coletadas em casa de vegetacdo da Embrapa
Algoddo em Campina Grande, Paraiba, seis plantas de hibisco-colibri foram coletadas em um
jardim no centro da cidade do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, com forte sintoma de clorose
nas folhas e apenas uma amostra de malva-preta foi coletada no Jardim Zooldgico Sgt. Silvio
Delmar Hollemback, Brasilia, Distrito Federal, com sintoma de mosaico dourado tipico de
begomovirose. As sequéncias dos genomas destes begomovirus foi determinada (DNA-A e
DNA-B, 2629 — 2711 nucleotideos de comprimento) ap6s clonagem dos produtos
amplificados via circulo rolante de cada amostra de DNA. As sequéncias nucleotidicas dos
clones de DNA-A dos isolados tiveram identidade de 62% entre si e para os clones de DNA-B
dos isolados as sequéncias nucleotidicas foram 62% a 70% idénticas entre si, sugerindo que
distintos begomovirus estavam presentes nessas amostras. Ndo foi encontrado o componente
de DNA-A na amostra de malva-preta e a sequéncia do componente de DNA-B compartilhou
69% de identidade nucleotidica com Sida micrantha mosaic virus (SiIMMV) sugerindo a
presenca de uma nova espécie de begomovirus. Das amostras de algoddo, a sequéncia de
DNA-A apresentou identidade maxima de 78% com Tomato common mosaic virus (ToOCMV)
e 0 DNA-B compartilhou 64% de identidade gendmica com Cabbage leaf curl virus

(CabLCV) e Rhyncosia rugose golden mosaic virus (RhRGMYV). Finalmente, da planta
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ornamental hibisco-colibri foi isolado uma sequéncia de DNA-A com 78% de identidade com
Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV) e uma sequéncia de DNA-B com 74% de
identidade também com Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV). Ficou claro que novas
espécies de begomovirus estdo ocorrendo em plantas daninhas, cultivadas e ornamentais da
familia Malvaceae no Brasil, podendo causar epidemias futuras no pais e em paises vizinhos.
Uma andlise detalhada foi realizada com estas sequéncias, algumas das quais ndo possuem
caracteristicas tipicamente encontradas nos geminivirus, tais como o motivo nonanucleotideo

conservado TAATATTAC.

Caracterizagdo molecular de begomovirus de malvéaceas. Palavras-chave: Malvaceae,

Gossypium hirsutum, Malvaviscus arboreus, Sidastrum micranthum e Begomovirus.
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Hortalicas — CNPH.



Abstract

In Brazil, malvaceous plants are widely spread throughout the country, as cultivated
plants, ornamental plants and weeds or wild species. It is common to see clear mosaic
symptoms on weeds in the Malvaceae family and invariably they are infected by
begomoviruses, however, it is rare to observe virus-like symptoms on cultivated and
ornamental malvaceous plants. In this work was made a study on the presence of bipartide
begomovirus infection in three malvaceous species: dainty sand mellow (Sidastrum
micranthum), cotton (Gossypium hirsutum) and turkcap (Malvaviscus arboreus). Nine cotton
plants showing yellow mosaic symptoms were collected in a greenhouse at Embrapa Cotton
in Campina Grande, Paraiba, six turkcap plants were collected in a garden in the center of Rio
de Janeiro city, Rio de Janeiro, with strong symptoms of chlorosis in the leaves and only one
sample of dainty sand mellow was collected at the Zoo Sgt. Silvio Delmar Hollemback,
Brasilia, Distrito Federal, with golden mosaic symptoms typical of begomoviruses. The
genome sequence of these begomovirus was determined (DNA-A and DNA-B, 2629 to 2711
nucleotide-long) after cloning of rolling circle amplified products of each DNA sample. The
nucleotide sequence of clones of the DNA-A isolates had 62% identity to each other and to
the clones of DNA-B isolates the nucleotide sequence were 62% to 70% identical to each
other, suggesting that distinct begomovirus were present on these samples. From dainty sand
mellow plant, a DNA-A component was not found and a DNA-B component sequence with
69% nucleotide identity to Sida micrantha mosaic virus (SiMMYV) was found, suggesting the
presence of a new begomovirus species. From cotton plants, a DNA-A sequence sharing the
maximum nucleotide identity of 78% with Tomato common mosaic virus (ToCMV) and a
DNA-B sequence sharing 64% identity with Cabbage leaf curl virus (CabLCV) and
Rhyncosia rugose golden mosaic virus (RhRGMYV) were found. Finally, from ornamental
plant turkcap, the DNA-A sequence was 78% identical to Abutilon mosaic Bolivia virus

(AbMBoV) and the DNA-B 74% to Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV). It was clear
4



that new begomovirus species are occurring on weed, cultivated and ornamental malvaceous
plants in Brazil, and may cause future epidemics in the country and surrounding countries. A
detailed analysis was carried on with these sequences, some of them lacking some particular
characteristics commonly found on geminiviruses, such as the conserved nonanucleotide

motif TAATATTAC.

Molecular characterization of begomoviruses of malvaceous plants. Keywords: Malvaceae,

Gossypium hirsutum, Malvaviscus arboreus, Sidastrum micranthum and Begomovirus.

Guidance comittee: Dissertation advisor: Dra. Alice Kazuko Inoue-Nagata, Universidade de

Brasilia — UnB, Embrapa Hortalicas — CNPH.



Objetivo Geral

O objetivo dessa dissertagdo foi caracterizar molecularmente trés novas espécies de
begomovirus isoladas de trés espécies de plantas da familia Malvaceae: a cultivada algodao
(Gossypium hirsutum), a daninha malva-preta (Sidastrum micranthum) e a ornamental

chapéu-de-turco ou hibisco-colibri (Malvaviscus arboreus).

Objetivos Especificos

e Clonar e sequenciar os genomas completos dos isolados B012-6, T51-1, MA5-

1, MB5-1 e S6.

e Comparar as sequéncias dos DNAs-A e dos DNAs-B dos isolados B012-6,

T51-1, MA5-1, MB5-1 e S6 com as sequéncias de outros begomovirus.

e Realizar analise filogenética com as sequéncias completas de nucleotideos dos

DNAs-A e dos DNAs-B.

e Comparar as sequéncias da regido comum (RC) com outros isolados de

begomovirus brasileiros.



1. Introducgéo

Os virus do género Begomovirus, pertencentes a familia Geminiviridae, apresentam
DNA circular fita simples, encapsidados por particulas geminadas quasi-isométricas. O
genoma viral € caracterizado por possuir um (monopartidos) ou dois (bipartidos)
componentes de aproximadamente 2,6 Kb cada (Harrison, 1985; Zhang et al, 2001). Os
begomovirus possuem grande importancia econdmica, sendo uma das maiores ameacas a
agricultura, principalmente nas regides tropicais e subtropicais (Briddon et al, 2003; Morales
& Anderson, 2001b). No Brasil prevalecem os representantes com dois componentes, que sao
capazes de infectar individuos de variadas familias botanicas (Albuquerque et al, 2011;

Paprotka et al, 2010a).

Os begomovirus sdo transmitidos por Bemisia tabaci, inseto Hemiptera, popularmente
conhecido como mosca-branca (Hull, 2002b). No Brasil, embora os primeiros relatos de
mosca-branca sejam de 1928, o primeiro registro oficial ocorreu em 1968 em algodoeiro, soja
e feijdo no estado do Parand e em 1972 e 1973 no estado de Sdo Paulo (Ferreira & Diniz,
1998). Até o inicio dos anos de 1990, os begomovirus transmitidos por Bemisia tabaci eram
um problema apenas na producdo de leguminosas no Hemisfério Ocidental, sendo que havia
apenas relatos dispersos de begomovirus causando problemas em outras culturas. Contudo,
com a introducdo do biotipo B da mosca-branca em meados dos anos de 1980 no Hemisfério
Ocidental vindo do Mediterraneo, possivelmente pelo trafego de plantas ornamentais
hospedeiras do vetor, o cenario mudou. Desde meados dos anos de 1990 o Brasil vem
sofrendo com grandes incidéncias de moscas-brancas transmissoras de begomovirus, gerando

graves perdas econbmicas na agricultura e na industria (Polston & Anderson, 1997).

Atualmente, sdo conhecidas dez espécies definitivas de begomovirus bipartidos no
pais, dez tentativas e, aproximadamente, treze foram propostas. A maior parte das espécies

descritas foi isolada de plantas da familia Solanaceae. Desse total, trés espécies definitivas,



trés tentativas e duas propostas foram isoladas de plantas da familia Malvaceae. As trés
espécies definitivas de begomovirus isoladas de malvaceas sdo: Sida micrantha mosaic virus
(SiIMMV), Sida mottle virus (SiMoV) e Sida yellow mosaic virus (SiYMV). As espécies
tentativas sdo: Okra mottle virus (OMoV), Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV) e Sida
common mosaic virus (SICmMV). As especies de begomovirus propostas isoladas de
malvaceas no Brasil sdo: Abutilon mosaic Brazil virus (AbMBV) e Sida golden mosaic Brazil
virus (SiGMBV) (Aranha et al, 2011; Castillo-Urquiza et al, 2008; Jovel et al, 2004; Paprotka

et al, 2010b) (King et al, 2012).

Os virus associados a malvaceas tém tido importancia no Brasil desde a década de
1930 quando a clorose infecciosa das malvaceas foi primeiramente descrita e associada a
doencas em diferentes espécies de plantas culivadas, como o feijdo, tomate e algodao (Costa,
1954). Durante muitas décadas, os virus encontrados infectando plantas daninhas, plantas
ornamentais e plantas cultivadas da familia Malvaceae eram chamados unicamente de virus
da clorose infecciosa das malviceas e eram erroneamente associados a uma variante do virus
Abutilon mosaic virus (AbMV), primeiro begomovirus bipartido caracterizado no mundo e
descrito na India. Mais tarde, foi descoberto que o sintoma de mosaico em Sida sp. era
causado por, pelo menos, duas espécies de begomovirus tipicos da América do Sul, o Sida
micrantha mosaic virus (SIMMYV) e o Sida mottle virus (SiMoV) (Jovel et al, 2004), e que 0s
sintomas de amarelecimento observados em folhas de quiabeiro eram causados por outra

espécie de begomovirus, o Okra mottle virus (OMoV) (Aranha et al, 2011).

Representantes da familia Malvaceae mundialmente conhecidas e susceptiveis as
begomoviroses sdo as cultivaveis algoddo (Gossypium hirsutum) e quiabo (Abelmoschus
esculentus) e a daninha guanxuma em suas variadas espécies (Sida spp.) (Aranha et al, 2011,
Briddon et al, 2003; Brown & Nelson, 1984; Castillo-Urquiza et al, 2008; Jovel et al, 2004).

Dessas apenas o algoddo ndo apresenta ocorréncia da doenca no Brasil, sendo infectado



principalmente por espécies de begomovirus monopartidos, com apenas um relato de
begomovirus bipartido, ocorrendo na America Central e extremo sul da América do Norte:
Cotton leaf crumple virus (CLCrV) (Briddon et al, 2003; Brown & Nelson, 1984; Idris &

Brown, 2004).

Relatos de plantas ornamentais da familia Malvaceae suscetiveis a begomovirus séo
escassos no Brasil. Apenas recentemente foi descoberto uma nova espécie Abutilon mosaic
Brazil virus (AbMBYV) infectando plantas de Abutilon sp., anos depois dos primeiros relatos
da clorose infecciosa das malvaceas (Costa, 1954; Paprotka et al, 2010b). O quadro é muito
semelhante no resto do mundo, pois poucas espécies de begomovirus infectando malvaceas
sd0 conhecidas, como a espécie Mesta yellow vein mosaic virus (MeYVMV) encontrada
infectando espécies de hibisco (Hibiscus cannabinus e Hibiscus sabdariffa) em diversos
paises asiaticos e a especie proposta Althea rosea enation virus (AREV), infectando malva-
rosa (Althea rosea) no Egito (Bigarre et al, 2001; Chatterjee & Ghosh, 2007b; Chatterjee &

Ghosh, 2007a; Chatterjee et al, 2008; Chatterjee et al, 2005; Das et al, 2008).

A escassa literatura sobre begomovirus em malvaceas no Brasil pode refletir a
auséncia de infeccdo dessas plantas pelos begomovirus ou a falta de estudos dirigidos a essas
espécies. Com o objetivo de contribuir com informagGes sobre a ocorréncia e diversidade de
begomovirus em malvaceas, este trabalho foi conduzido em trés espécies de malvaceas
coletadas no Brasil. Isolados de begomovirus extraidos de amostras da planta ornamental
chapéu-de-turco, ou hibisco-colibri (Malvaviscus arboreus), da planta daninha malva-preta
(Sidastrum micranthum) e da cultivada algoddo (Gossypium sp.) apresentando sintomas de
mosaico intenso e bem definido, caracteristicos das begomoviroses, coletadas em diferentes

regides do Brasil, foram caracterizados molecularmente nesse trabalho.



2. Revisdo Bibliogréfica

2.1. Caracteristicas dos geminivirus

Os geminivirus sdo virus que infectam plantas e estdo classificados na familia
Geminiviridae. Eles apresentam genoma circular organizado em uma ou duas moléculas de
DNA de fita simples, cada uma delas com aproximadamente 2,5 a 3,0 kb de comprimento,
sendo que o tamanho total do genoma varia de 2,5 a 6,0 kb. O genoma viral é encapsidado em
particulas icosaédricas imperfeitas e geminadas, com didmetro em torno de 18 e 30nm de
comprimento, de onde deriva o nome da familia (Harrison, 1985; Zhang et al, 2001). 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 infeccdo foi estabelecida no ponto de inoculacéo,
esta torna-se sistémica, ou seja, atinge toda planta. A familia Geminiviridae é formada por um
grande namero de virus de plantas que causam significativas perdas em importantes culturas
em campos cultivados no mundo inteiro (Rojas et al, 1993).

A familia é dividida em quatro géneros: Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e
Begomovirus, os quais se diferenciam uns dos outros por meio da sua organizacdo genémica,
do tipo de vetor, do ciclo de hospedeiros e devido as similaridades nas sequéncias gendémicas
(Stanley et al, 2005). O género Mastrevirus possui apenas um componente gendmico. Os
mastrevirus podem ser transmitidos por mais de um género do inseto vetor vulgarmente
conhecido por cigarrinha, classificado na familia Cicadellideae, de forma circulativa e ndo
propagativa (Mayo & Brunt, 2002). A espécie-tipo do género é o Maize streak virus (MSV),

agente causal da doenca da risca do milho e responsavel por impor sérias barreiras a producao
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alimenticia nos paises africanos (Monjane et al, 2011). Todos os membros do género
Mastrevirus apresentam gama de hospedeiro restrita as monocotileddneas da familia Poaceae,
com excecdo de duas espécies, Tobacco yellow dwarf virus (TYDV) e Bean yellow dwarf
virus (BeYDV) que infectam dicotileddneas (Mayo & Brunt, 2002). Os virus do género
Curtovirus sdo monossegmentados, ou seja, apresentam apenas um componente gendmico.
Os curtovirus sdo transmitidos por cigarrinhas do género Circulifer de forma circulativa e ndo
propagativa (Hull, 2002b). A espécie-tipo do género Curtovirus, o Beet curly top virus
(BCTV), é comum do México ao Canada e na bacia do Mediterraneo, ou seja, nas regifes
banhadas pelo mar Mediterraneo. O virus tem uma ampla gama de hospedeiros, causando
doenca em mais de 300 espécies de plantas dicotiledéneas classificadas em mais de 44
familias botanicas. O BCTV tem como hospedeiros mais comuns o Beta vulgaris (beterraba),
motivo pelo qual foi nomeado, Solanum lycopersicum (tomate), Capsicum spp. (pimentas),
Phaseolus vulgaris (feijao), Solanum tuberosum (batata), Spinacia oleracea (espinafre),
plantas da familia Cucurbitaceae, Brassica oleracea (repolho), Medicago sativa (alfafa) e
muitas ornamentais. Além disso, o virus pode sobreviver em muitas ervas daninhas, que
podem atuar como hospedeiras alternativas e fontes do virus (Mayo & Brunt, 2002; Shannon,
2001; Stanley et al, 2005). O virus do género Topocuvirus apresenta uma organizacao
genébmica similar aos virus do género Curtovirus, mas é transmitido pelo membracideo
Micrutalis malleifera, inseto homdptero, pertencente a familia Membracidae. Apenas a
espécie-tipo Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV) comple 0 género e sua gama de
hospedeiros ainda € pouco conhecida, sendo restrita as plantas dicotiled6neas, incluindo as
ervas daninhas Solanum nigrum, popularmente conhecida como maria-pretinha, e Datura
stramonium, conhecida como figueira-do-diabo, culturas como a do tomateiro e do feijoeiro e
a hospedeira experimental Nicotiana benthamiana (Hull, 2002b; Stanley et al, 2005). O
quarto e ultimo género da familia Geminiviridae, o Begomovirus, que possui como espécie-
tipo o Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV) e é 0 que possui mais espécies
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reconhecidas atualmente, apesar de seus membros terem uma estreita gama de hospedeiros
entre as especies dicotiledoneas. Os begomovirus sdo transmitidos de maneira circulativa e
ndo propagativa pelo aleirodideo Bemisia tabaci, familia Aleyroididae, e vulgarmente
conhecido por mosca-branca. O genoma da maioria dos begomovirus € constituido de dois
componentes, conhecidos como DNA-A e DNA-B, cada um com 2,5-3,0 kb de comprimento,
apesar de alguns membros apresentarem genoma monossegmentado. O componente A dos
begomovirus bipartidos pode se replicar sozinho e produzir particulas completas, mas
necessita do componente B para estabelecer a infeccdo sistémica (Hull, 2002b; Mayo &

Brunt, 2002; Stanley et al, 2005).

2.2. Organizacao gendmica dos geminivirus

As espécies atualmente descritas nos géneros Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus
apresentam genoma com cinco a oito genes e uma regido intergénica (IR). Os mastrevirus
apresentam apenas trés genes, mas duas regides intergénicas, a grande “large intergenical
region” (LIR) e a pequena “small intergenic region”(SIR) (Stanley et al, 2005; Varsani et al,
2009; Wright et al, 1997). Nas regides intergénicas dos curtovirus, topocuvirus, begomovirus
e na grande regido intergénica dos mastrevirus, hd uma sequéncia altamente conservada de
nove nucleotideos (motivo nonanucleotideo): TAATATTAC localizada em uma estrutura de
“stemloop”. A sintese de uma nova fita de DNA dos virus pertencentes a familia
Geminiviridae inicia-se no corte da fita no sentido viral pela proteina associada a replicacédo
(Rep) perto da extremidade 3" da sequéncia nonanucletidica. A replicagdo ocorre por meio de
uma forma intermediaria de fita dupla através do mecanismo de circulo rolante. A sintese da
fita complementar de DNA, formando uma fita dupla, depende unicamente de fatores do
hospedeiro. Os geminivirus ndo codificam a DNA polimerase, com isso, sdo altamente
dependentes da maquinaria celular do hospedeiro logo nos primeiros estadios da replicacao.

Em todos os casos, regifes codificadoras no sentido viral e no sentido complementar
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divergem da regido intergénica e a transcricdo € bidirecional, com transcri¢fes controladas de
forma independente, iniciando na regido intergénica (Gutierrez et al, 2004).

Regides abertas de leitura, ou as “open reading frames” (ORFs), sdo localidades no
genoma codificadoras de proteinas essenciais para o metabolismo viral. Os mastrevirus
codificam duas ORFs no sentido viral, habitualmente chamadas de V1 e V2, e uma na fita
complementar, C1:C2. A ORF V1 codifica a proteina de movimento célula-a-célula (MP), a
ORF V2 a proteina da capa proteica (CP) e a ORF C1:C2 codifica a proteina fusionada Rep,
que dara origem a prépria Rep e a sua isoforma RepA, sendo esse grupo de virus o unico a
possuir duas proteinas necessarias para replicacdo (Hull, 2002a; Varsani et al, 2009; Wright et
al, 1997). Os curtovirus produzem de seis a sete proteinas. As ORFs V1, V2 e V3 estdo no
sentido viral e as ORFs C1, C2, C3 e C4 encontram-se no sentido complementar. O produto
da ORF V1 é a CP, que ¢ responsavel pela encapsidacéo da fita simples do DNA viral, e esta
envolvida na movimentacdo viral e na transmissdo pelo inseto vetor; o produto da ORF V2
esta envolvido nos niveis relativos de DNA fita simples e fita dupla na demanda do processo
de replicacdo viral; e a proteina V3 atua na movimentacdo celular, sendo uma proteina de
movimento (MP). A ORF C1 codifica a proteina associada a replicacdo (Rep), requisitada na
iniciacdo da replicacdo do DNA viral; a C2 resulta em uma proteina que atua no fator de
patogenicidade de alguns hospedeiros; a proteina potencializadora da replicagdo (REn) €
originada pela ORF C3; e a proteina C4 é uma importante determinadora de sintomas, que
esta relacionada ao controle do ciclo celular (Stanley et al, 2005). Os begomovirus podem ser
constituidos por apenas um segmento de DNA, ou por dois segmentos, DNA-A e DNA-B. Os
begomovirus bissegmentados codificam de cinco a seis genes no DNA-A, um ou dois no
sentido viral (ORFs AV1 e AV2) e quatro no sentindo complementar (ORFs AC1, AC2, AC3
e AC4). O DNA-B codifica duas proteinas, uma no sentido viral (BV1) e outra no sentido
complementar da fita (BC1). O produto da ORF AV1 é a CP e o0 da AV2 ¢ a proteina de
movimento célula-a-célula, que somente esta presente nos begomovirus do velho mundo. As
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proteinas codificadas pela fita complementar do DNA-A estdo todas envolvidas com a
replicacdo e a expressao de sintomas. A ORF ACL1 é responsavel por originar a Rep, proteina
associada a replicacdo viral; a AC2 é a proteina ativadora da transcricdo (Trap); a AC3 é a
proteina potencializadora da replicacdo (REn); e a AC4 é um importante fator na
determinagdo dos sintomas, estando comprometida no controle do ciclo celular, além disso,
ela pode combater uma resposta do hospedeiro a expressdo da Rep. A ORF BV1 codifica no
sentido viral do DNA-B uma proteina responsavel pelo transporte nuclear do virus na célula
hospedeira e a BC1 esté envolvida, igualmente com o produto da ORF AV2, quando houver,
no movimento célula-a-célula. A organizacdo dos begomovirus monossegmentados é
essencialmente a mesma do DNA-A dos virus bissegmentados (Hull, 2002a; Stanley et al,
2005). O DNA-A e 0 DNA-B possuem uma regido de aproximadamente 200 nucleotideos,
denominada regido comum (RC), que engloba o “stemloop” e a sequéncia raramente mutavel
de 9 nucleotideos: TAATATTAC. Os segmentos de um mesmo virus apresentam identidade
maior do que 95% na regido comum, porém esta regido nao é conservada entre 0s segmentos
de diferentes virus. Na regido comum encontram-se sinais para reconhecimento de processos
comuns para ambos 0s genomas (replicacdo, iniciacdo da transcricdo e encapsidacdo)
(Harrison, 1985). O genoma dos topocuvirus codifica seis proteinas e assemelha-se aos
begomovirus monossegmentados. Comparagdes nas sequéncias nucleotidicas sugerem que a
Unica espécie relatada no género, Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), e os begomovirus
divergiram depois de um evento de recombinacdo que alterou a especificidade do inseto vetor.
A proteina da capa proteica estd mais proxima aquelas associadas a transmissdo por
cigarrinhas dos curtovirus do que as moscas-brancas dos begomovirus. A proteina V2 dos
topocuvirus, relacionada ao movimento celular, é distante geneticamente da mesma proteina

dos curtovirus.
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2.3. Taxonomia em begomovirus

Na tentativa de ordenar todos os isolados de begomovirus de uma maneira
sistematizada, e com isso obter uma classificacdo homogénea, critérios de classificacdo sao
sugeridos pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV). De acordo com o ultimo
relatorio do ICTV (King et al, 2012), inicialmente deve-se comparar a sequéncia do
componente A (ou do genoma completo, se monopartido) do novo isolado de begomovirus
com todas as sequéncias representativas das espécies. Caso a comparacao entre as sequéncias
seja igual ou inferior a 88% da espécie mais proxima, este novo isolado pertencera a uma
espécie distinta; se a identidade das sequéncias for entre 88% e 89%, pertencera
provavelmente a espécie mais proxima; e, se for superior a 89%, o novo isolado
definitivamente pertencera a esta espécie. Depois de cumprida esta etapa, deve-se comparar a
sequéncia do novo isolado de begomovirus com todas as sequéncias representativas de
estirpes e variantes das espécies ja identificadas, se a identidade das sequéncias for menor do
que 93%, o isolado pertence a uma nova estirpe da espécie em questdo; e se a identidade das
sequéncias for maior do que 94%, o novo isolado serd uma variante de uma estirpe de uma

espécie viral (King et al, 2012).

2.4. Moléculas satélites

Recentemente, observou-se que alguns begomovirus encontram-se associados a dois
novos componentes de cadeia simples de DNA (Mansoor et al, 2003). Acredita-se que
hospedeiras impuseram algumas limitacGes a colonizagdo celular, o que levou a associagédo
com formas replicativas menores de DNA circular de fita simples, as quais co-evoluiram
independentemente com as plantas e resistiram as pressdes seletivas do ambiente, 0s
chamados DNAs satélites. Estas moléculas de &cido nucleico dependem de um auxiliar para
sua replicacdo, mas sdo dispensaveis na replicacdo dele e ndo possuem identidade com seu

genoma. O ganho dessas novas moléculas de DNA com tamanho aproximado de 1,4 kb, hoje
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conhecidos como DNA-B ¢ DNA-a, garantiu fun¢do essencial ao virus auxiliar, analoga a
aquisicdo do DNA-B pelos begomovirus bipartidos. A maioria dos satélites interfere na
replicacdo de seus virus auxiliares, aumentando a incidéncia da doenca e atenuando 0s
sintomas provocados por ela. Um pequeno namero de satélites, no entanto, é conhecido por
potencializar os sintomas, ou por produzir novos sintomas ndo associados ao virus auxiliar
(Briddon et al, 2004; Dry et al, 1997).

Os DNAs satélites tém sido observados em muitos begomovirus monopartidos e eram
relacionados apenas a esse grupo no género, mas foi recentemente relatado por Paprotka
(2010c) o primeiro DNA-a satétile associado aos begomovirus bipartidos. Os DN As satélites
estdo amplamente disseminados no Velho Vundo, mas pouco se sabe sobre sua ocorréncia no
Novo Mundo. Estudos mostraram que o complexo DNA-B+begomovirus, como observado
causando doencas do tipo “cotton leaf curl disease” (CLCuD) e “okra leaf curl disease”
(OLCD) no Paquistio e “Ageratum yellow vein disease” (AYVD) em Singapura, ¢
normalmente associado a um DNA-a satélite, indicando que essas moléculas possuem a
mesma distribuicdo geografica (Briddon et al, 2003; Paprotka et al, 2010c).

As moléculas satélites de DNA-B contém trés caracteristicas conservadas: uma
sequéncia rica em adenina, uma regido conservada em todos os DNAs-f até agora
identificados “ the satellite conserved region” (SCR) e uma ORF terminal (BC1). A ORF BC1
é preservada no tamanho e na posicdo em todos os betasatélites e esta envolvida na inducao
de sintomas, na determinacdo da gama de hospedeiros, supressdo de silenciamento génico
pds-transcricional, movimento e na acumulacdo do virus auxiliar e da molécula satélite. A
regido comum (SCR) das moléculas de DNA-B contém supostamente uma estrutura de
“stemloop” com uma sequéncia conservada de nove nucleotideos, como nos geminivirus, mas
sem evidéncias de sitios de ligacdo para proteina Rep do virus auxiliar. A sequéncia
nonanucleotidica da molécula de DNA-B difere da dos geminivirus e assemelha-se a dos
nanovirus e das moléculas de DNA-o, anteriormente conhecidas como DNA1: TAGTATTAC
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(Briddon et al, 2004; Briddon et al, 2001; Dry et al, 1997). DNAs-o. sa0 um outro grupo de
moléculas de DNA de fita simples associadas a begomovirus. Estas moléculas satélites
diferem dos DNAs-B ao codificar uma proteina Rep similar aos nanovirus, habilitando a
replicacdo autbnoma nas células de plantas hospedeiras. DNAs-a ndo sdo requisitadas na
proliferacdo do virus auxiliar, ou na indugdo dos sintomas da doenca, mas essas moléculas,
como 0s DNAs-B, necessitam de um begomovirus auxiliar para seu movimento na planta e
para sua encapsidacdo, permitindo a transmissdo pelo inseto vetor (Briddon et al, 2001;

Paprotka et al, 2010c).

2.5. Os begomovirus no mundo

As begomoviroses tém prejudicado a producdo de importantes culturas, como feijao
(Phaseolus vulgaris), mandioca (Manihot esculenta), algoddo (Gossypium sp.), tabaco
(Nicotiana tabacum) e tomate (Solanum lycopersicum), resultando em perdas significativas
nas regides tropicais e subtropicais (Graham et al, 2010). O aumento da populacdo de mosca-
branca bidtipo B da espécie Bemisia tabaci provocou aumento na incidéncia de
begomoviroses e no volume de perdas (Jovel et al, 2004). Perdas substanciais na cultura do
tomateiro devido a infeccdo por diferentes begomovirus tém sido relatadas desde os anos 80
na Florida, Caribe, México, Venezuela, América Central e Brasil (Polston & Anderson,
1997). Doengas causadas pelos begomovirus Tomato yellow leaf curl virus e Tomato leaf curl
virus tm causado sérios danos em varios paises do Mediterraneo, Africa, Oriente Médio,
Asia e Australia sendo, em alguns paises, fator limitante na producio (Czosnek & Laterrot,
1997).

No Brasil, as culturas mais prejudicadas por infeccdes de begomovirus sdo feijoeiro e
tomateiro. Em feijao, os begomovirus provocam perdas econémicas que podem variar de 30%
a 100%, dependendo da cultivar, estadio de infec¢do da planta, populacdo do vetor, presenca

de hospedeiros alternativos e condi¢cdes ambientais (Quintela et al, 2008). Em estudos da
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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 numero médio de frutos por planta (Giordano et al, 2005). Apds
relatos de doencas transmitidas por mosca-branca ocorridos na década de 1950 (Costa, 1955;
Costa & Bennett, 1950), Costa (1965) foi o primeiro a descrever o Bean golden mosaic virus
(BGMV) no estado de Sdo Paulo, um dos agentes etiolégicos do mosaico dourado do
feijoeiro. Na época, era considerada uma doenca de importancia econdmica secundaria, mas
logo se espalhou tornando-se a doenca mais importante em feijoeiros no Brasil, afetando
principalmente os estados de Minas Gerais e Parana (Gilbertson et al, 1991). O aumento
populacional de seu inseto vetor, a mosca-branca Bemisia tabaci bidtipo A, durante a década
de 70, foi determinante para a disseminacdo do BGMYV no Brasil (Costa, 1965). O primeiro
relato mundial de begomovirus em tomateiro ocorreu no estado de Sdo Paulo, em 1960
(Flores et al, 1960). O agente etioldgico foi posteriormente caracterizado e denominado
Tomato golden mosaic virus (TGMV), também transmitido por Bemisia tabaci (Matyis et al,
1975). Apesar do primeiro relato de begomovirus infectando plantas de tomate no pais ter
sido feito hd mais de 40 anos, as infeccdos por begomovirus s6 se tornaram relevantes
economicamente para a cultura em meados dos anos de 1990. Plantas de tomate no estado de
Sao Paulo com sintomas de amarelecimento das nervuras, mosaico e deformacao foliar foram
observadas em mais de 20% dos campos cultivados, sintomas semelhantes aos transmitidos
por mosca-branca de plantas doentes de tomate a batateira e tomateiro sadios (Faria et al,
1997). DNA-A e DNA-B foram clonados a partir das amostras de tomateiro sintomaticas do
campo, constatando-se a presenga de begomovirus que foi previamente denominado “tomato
yellow vein streak geminivirus”, sendo posteriormente conhecido com Tomato yellow vein
streak virus (ToYVSV) (Faria et al., 1997). O aumento da incidéncia de begomovirus em

plantas de tomate coincidiu com o surgimento do biétipo B de Bemisia tabaci, que ao
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contrario do bidtipo A, rapidamente colonizou plantas da familia Solanaceae, como o
tomateiro (Ribeiro et al, 1998).

Logo ap6s o aparecimento de moscas-brancas na regido do Submédio do Vale Séo
Francisco, regido situada nos estados de Pernambuco e Bahia, no segundo semestre de 1995,
notou-se nos anos seguintes o aparecimento de sintomas tipicos de begomovirus como
paralisacdo do crescimento da planta, foliolos pequenos, encarquilhados, coridceos, com
bordos voltados para cima e com mosaico em plantios de tomateiro e na cultura do pimentao
(Capsicum annuum), com perdas de até 30% em tomateiro e incidéncia de 10% a 20% em
pimentdo (Lima et al, 2001). Ambrozevicius et al. (2002) analisando geneticamente a
variabilidade de geminivirus infectando tomateiros e algumas plantas daninhas associadas na
regido Sudeste do Brasil, além do tomateiro, detectaram begomovirus em trés amostras
diferentes de plantas daninhas: Sidastrum micranthum, Blainvillea rhomboidea e em um tipo
selvagem de feijdo comum (Phaseolus vulgaris). Os autores observaram que os isolados de
begomovirus extraidos das plantas de tomate e das plantas daninhas associadas aproximavam-
se filogeneticamente, sugerindo que os hospedeiros naturais tém um importante papel como
reservatorio de espécies de begomovirus e que os virus de tomate estdo evoluindo a partir de
plantas daninhas, devido principalmente a recombinacdes e pseudorecombinacdes. Ribeiro et
al. (2003) e Santos et al. (2004) testaram diferentes solanaceas hospedeiras de begomovirus
isolados de tomateiro em diferentes estados do Brasil e observaram que pimenta (Capsicum
chinense), pimentdo (Capsicum annuum), Nicotiana benthamiana, N. glutinosa, N. rustica, N.
tabacum, e as daninhas figueira-do-diabo (Datura stramonium), jod-de-capote (Nicandra
physaloides) e bucho-de-ra (Physalis floridana) eram suscetiveis a begomovirus. Bezerra-
Agasie et al. (2006) relataram a primeira ocorréncia de begomovirus infectando pimenta no
Brasil. Amostras de uma pimenta dedo-de-moc¢a (Capsicum baccatum var. pendulum)
apresentando sintomas de mosaico e distor¢cdo foliar foram coletadas em Petrolina de Goias.

Analises posteriores mostraram que a planta estava infectada com o begomovirus Tomato
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severe rugose virus (ToSRV). Assuncdo et al. (2006) analisaram dez espécies de plantas
daninhas na regido Nordeste para a presenca de Begomovirus, algumas ainda nao tinham sido
relatadas como hospedeiras do género. As espécies estudadas foram coletadas nos estados de
Alagoas, Pernambuco e Bahia com sintomas de mosaico amarelo, deformacéo do limbo foliar
e reducdo do crescimento. Da familia Capparaceae foi encontrada mussambé (Cleome
affinis); Euphorbiaceae, cansancdo (Cnidoscolus urens); Fabaceae, carrapicho (Desmodium
sp.) 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). H.crispa, W. indica, T. semitriloba e
Desmodium sp. ainda ndo tinham sido relatadas como hospedeiras desses virus no Brasil € no
mundo, até 0 momento. No mesmo ano, um complexo viral causador de mosaico dourado e
rugosidade nas folhas de tomateiro foi extraido de moscas-brancas viruliferas. O complexo foi
inoculado mecanicamente em plantas de tomate e Nicotiana benthamiana, sendo em seguida
isolado um novo begomovirus capaz de causar infeccdes sistémicas em tomateiro e N.
benthamiana denominado de Tomato rugose mosaic virus (ToRMV) (Fernandes et al, 2006).
Souza-Dias et al. (2008) analisando amostras de batata (Solanum tuberosum) com moscas-
brancas, relataram pela primeira vez ToSRV ocorrendo nessa solanacea. Castillo-Urquiza et
al. (2008) relataram a ocorréncia de seis novas espécies de begomovirus infectando tomate e
plantas daninhas associadas na regido Sudeste: Tomato mild mosaic virus (ToOMMYV), Sida
common mosaic virus (SiCMV), Tomato leaf distortion virus (ToLDV), Blainvillea yellow
spot virus (BIYSV), Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV) e Tomato common mosaic Vvirus
(ToCMYV). Fernandes et al. (2009) reportou a ocorréncia de trés especies distintas de
begomovirus infectando soja (Glycine max) no estado de Goias: Bean golden mosaic virus
(BGMV), Sida micrantha mosaic virus (SiMMV) e Okra mottle virus (OMoV). Okra mottle
virus (OMoV) foi uma nova espécie descrita e caracterizada completamente por Aranha et al.
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(2011). O virus foi isolado de quiabeiros no estado de Goias e no Distrito Federal. Fernandes
et al. (2011) caracterizaram completamente um begomovirus brasileiro da planta daninha
amplamente distribuida no Brasil Euphorbia heterophylla pertencente a uma linhagem
diferente do Euphorbia mosaic virus isolado da América Central e proximo ao Euphorbia
mosaic Peru virus (EuMPYV), sendo proposto o nome Euphorbia yellow mosaic virus
(EuYMV).

Em geral, os begomovirus possuem limitado nimero de hospedeiros. A predominancia
de solanaceas entre os hospedeiros ja foi relatada por Pooma et al. (1996) para TGMV, um
dos begomovirus de tomateiro melhor caracterizado. O Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV), ainda que afete espécies de outras cinco familias, infecta principalmente membros
da familia Solanaceae, principalmente tomate e fumo (Pico et al, 1996). E, quando se diz
respeito as plantas daninhas, as espécies relatadas geralmente pertencem as familias
Malvaceae, Euphorbiaceae e Fabaceae (Morales & Anderson, 2001b).

Atualmente, existem dez espécies definitivas de begomovirus bipartidos descritas no
Brasil, dez tentativas, que de acordo com Fauquet et al. (2003), espécie tentativa é o virus
para 0 qual ndo ha informacdo suficiente para permitir designacdo como espécie, e treze
espécies foram propostas, mas ainda ndo foram caracterizadas como espécies tentativas. As
espécies aceitas descritas em plantas cultivadas sdo: Bean golden mosaic virus (BGMV),
Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato
rugose mosaic virus (ToRMV), Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), Tomato yellow
spot virus (ToYSV) e Tomato severe rugose virus (ToSRV) (Castillo-Urquiza et al, 2008;
Costa, 1965; Fernandes et al, 2008; Flores et al, 1960; Inoue-Nagata et al, 2006; Ribeiro et al,
2007). Trés espécies definitivas foram descritas em plantas daninhas: Sida micrantha mosaic
virus (SIMMYV), Sida mottle virus (SiMoV) e Sida yellow mosaic virus (SiYMV) (Castillo-

Urquiza et al, 2008; ICTV, 2011; Jovel et al, 2004; Paprotka et al, 2010c) (King et al, 2012).
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Dez espécies tentativas foram descritas no Brasil: Blainvillea yellow spot virus (BIYSV),
Okra mottle virus (OMoV), Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV), Sida yellow
leaf curl virus (SIiYLCV), Sida common mosaic virus (SICMV), Tomato common mosaic
virus (ToCMV), Tomato crinkle yellow leaf virus (ToCYLV), Tomato leaf distortion virus
(ToLDV), Tomato mild leaf curl virus (ToMLCV) e Tomato mild mosaic virus (TOMMV)
(Aranha et al, 2011; Castillo-Urquiza et al, 2008; Fernandes et al, 2006; Ferreira et al, 2010).
Aproximadamente, doze espécies de begomovirus foram propostas no pais: Abutilon mosaic
Brazil virus (AbMBYV), Cleome leaf crumple virus (CILCrV), Leonurus mosaic virus
(LeMV), Passion flower little leaf mosaic virus (PFLLMYV), Sida mosaic Brazil virus
(SiMBYV), Tomato crinkle virus (ToCV), Tomato golden vein virus (TGVV), Tomato mottle
leaf curl virus (TMoLCV), Tomato infectious yellows virus (TIYV), Tomato severe mosaic
virus (ToSMV), Tomato chlorotic vein virus (ToCVV) e Tomato interveinal chlorosis virus
(TolCV). (Albuquerque et al, 2012; Faria & Maxwell, 1999; Novaes et al, 2003; Paprotka et
al, 2010c; Ribeiro et al, 2003).

A primeira descrigdo de begomovirus monopartido no Brasil foi feita recentemente
infectando plantas de batata-doce (Ipomoea batatas), familia Convolvulaceae (Paprotka et al.,
2010a). De acordo com os ultimos relatos de begomovirus em batateira-doce, as espécies
definitivas Sweet potato leaf curl virus (SPLCV) e Sweet potato leaf curl Georgia virus
(SPLCGOV) e as espécies propostas Sweet curl golden vein-associated virus e Sweet potato
leaf curl S&o Paulo virus sdo relatadas no Brasil (Albuquerque et al, 2011; ICTV, 2011,

Paprotka et al, 2010a).

2.6. Begomovirus em malvaceas

Begomovirus estdo associados com diversas doengas infectando malvaceas no Velho
Mundo. Particulas geminadas foram purificadas de plantas de quiabo (Abelmoschus

esculentus) com sintomas de enrolamento foliar na Costa do Marfim por Fauquet &
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Thouvenel (1987), enquanto que Swanson & Harrison (1993) e Konate et al. (1995) apds
estudos soroldgicos com diferentes isolados de plantas de algoddo e quiabo na Africa,
confirmaram a presenca de geminivirus em plantas sintomaticas. Idris & Brown (2000)
relataram um isolado tipico de DNA-A de begomovirus a partir de uma planta de algodéo
com sintomas de deformacdo foliar no Sudao. Sanz et al. (2000) por meio da utilizacdo de
hibridizacdo no Paquistdo revelaram que um complexo numeroso de genotipos de
begomovirus infecta de uma forma ndo especifica uma variedade de plantas da familia
Malvaceae, tais como as cultivadas algodoeiro e quiabeiro e as ornamentais hibisco (Hibiscus
spp.) e malva-rosa (Althea rosea).

A “cotton leaf curl disesase” (CLCuD) ¢ uma séria doenga que afeta o algodoeiro e
outras malvaceas. A doenca € originaria da india e foi descrita em 1985, mas ja havia relatos
de sua ocorréncia desde 1967. No inicio dos anos de 1990, CLCuD se tornou a maior
limitacdo & producdo algodoeira no Paquistio, disseminando-se pela india (Briddon &
Markham, 2000). O agente etiolégico da doenca foi transmitido por Bemisia tabaci,
associando-o0 a um begomovirus (Mansoor et al, 1993). Este virus foi previamente chamado
de Cotton leaf curl virus (CLCuV), apesar de nenhuma relacéo ter sido estabelecida entre o
virus e a doenca (Briddon et al, 2000). Parte do problema foi solucionado quando clones
completos de CLCuV, equivalentes ao DNA-A, foram obtidos. Os clones infectaram
sistematicamente plantas de Nicotiana benthamiana e algodoeiro, mas as plantas suscetiveis
ndo apresentaram os sintomas tipicos da doenga, apresentando enrolamento leve da folha,
amarelecimento e algum nanismo, quando os verdadeiros sintomas incluiam enrolamento
foliar, escurecimento e alargamento das nervuras e enagbes que frequentemente tomavam
forma de tagca, como se fossem estruturas foliares na parte abaxial das folhas (Briddon et al,
2000; Briddon & Markham, 2000). A diferenciacdo nos sintomas das plantas inoculadas com
clones de CLCuV sugeriu que o virus CLCuV ndo era o agente etiologico da “cotton leaf curl

disesase” (CLCuD), ou que néo era a inica causa (Briddon et al, 2000).
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Mansoor et al. (2000) reportaram uma nova molécula circular de DNA com
aproximadamente metade to tamanho de um DNA-A de begomovirus associada ao CLCuV e
que compartilhava semelhanga com os nanovirus. Estas moléculas eram capazes de se replicar
sozinhas nas células hospedeiras, mas requeriam o CLCuV para se movimentar pela planta,
assim como para serem transmitidas pelo inseto vetor e ndo desempenhavam nenhum papel
na inducdo dos sintomas. Estas foram chamadas de DNA 1. Posteriormente, uma nova
molécula de DNA de fita simples de aproximadamente 1350 nucleotideos de comprimento
também associada ao CLCuV foi identificada e isolada e, quando inoculada juntamente com
CLCuV, induzia os mesmos sintomas da CLCuD, incluindo o alargamento e escurecimento
das nervuras, enrolamento foliar e enacdes. Esta molécula foi entdo chamada de DNA-B e
requeria 0 CLCuV para replicacdo e encapsidacdo (Briddon et al, 2001). Briddon (2003)
observou que todas os begomovirus isolados de plantas com sintomas de CLCuD, para 0s
quais clones infecciosos foram produzidos, eram monopatidos e tinham organizacao
genbmica tipica dos begomovirus do Velho Mundo. Além disso, relatou que cinco diferentes
espécies de begomovirus foram isoladas de plantas afetadas por CLCuD na india: Cotton leaf
curl Alabad virus (CLCuAV), Cotton leaf curl Kokhran virus (CLCuKYV), Cotton leaf curl
Multan virus (CLCuMYV), Cotton leaf curl Rajasthan virus (CLCuRV), Papaya leaf curl virus
(PaLCuV). A maioria das plantas de algoddo afetadas pela CLCuD mostraram-se infectadas
por duas ou mais espécies de begomovirus. No entanto, apenas um unico tipo de DNA-B foi
identificado em todas as plantas, sugerindo que o0 DNA-B associado a CLCuD é capaz de
recrutar diferentes begomovirus para o sucesso da epidemia e demonstrando a natureza de
inespecificidade do satélite (Mansoor et al, 2003). Dessa forma, elucidou-se que “cotton leaf
curl disease” ¢ causada por um complexo de begomovirus com mais de um componente
(Briddon et al, 2003).

Doencas em algodoeiros associadas a begomovirus tém sido relatadas em duas outras

regides no mundo, na Africa e nas Américas/Caribe. “Cotton leaf crumple disease” (CLCrD)
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¢ uma doenca que ocorre no sul da América do Norte e na América Central (Briddon et al,
2003). Esta doenca foi registrada em algodoeiros em 1984, no estado do Arizona, Estados
Unidos, causando uma das maiores epidemias do estado. A doenca CLCrD foi relatada em
1981 e posteriormente foi associada a um geminivirus pelo fato de ser transmitida por
Bemisia tabaci e por ter sido detectada particulas tipicas de geminivirus ao microscopio
eletrénico em amostras de algodoeiro e feijoeiro com sintomas da doenca (Brown & Nelson,
1984). Mais tarde, o genoma de um begomovirus extraido de plantas apresentando 0s
sintomas de CLCrD e na mesma regido da primeira descricdo foi clonado, completamente
sequenciado e teve os postulados de Koch cumpridos, sendo denominado Cotton leaf crumple
virus (CLCrV). Este begomovirus apresentou caracteristicas singulares, pois a regido comum
entre 0s componentes A e B mostrou uma baixa identidade nucleotidica e analises de
sequéncia mostraram que o DNA-A provavelmente pode ter sido derivado de ancestrais de
dois clados diferentes do hemisfério ocidental, fortes indicios de pseudorecombinacdo e
recombinacdo, respectivamente (Idris & Brown, 2000). Além disso, é geneticamente distante
dos begomovirus no complexo da doenga “cotton leaf curl disesase” (CLCuD) (Briddon et al,
2003).

O quiabeiro é uma importante malvacea cultivada nas regides tropicais e subtropicais
do mundo. Os virus impdem sérios limites a producdo dessa hortalica em paises africanos,
asiaticos e do Oriente Médio. Os begomovirus Okra yellow vein mosaic virus (OYVMYV),
Bhendi yellow vein mosaic virus (BYVMYV) e Okra leaf curl virus (OLCuV) e o tymovirus
Okra mosaic virus (OkMV) ja foram relatados causando as principais viroses do quiabeiro
(Ali et al, 2000; Ghanem, 2003; Jose & Usha, 2003; N'Guessan et al, 1992; Ndunguru &
Rajabu, 2004; Sanz et al, 2000).

O OYVMV e BYVMV sio reponsaveis por causar a doenga “yellow vein mosaic
disease”, principal doenca do quiabeiro na India. A doenca também é causada por um
complexo, como CLCuD, pois necessita de um outro componente para sua viabilidade, o
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DNA-B. As plantas infectadas apresentam clareamento de nervuras seguido de mosaico difuso
na folhas, os frutos apresentam ma formagdo e toda planta tem o tamanho reduzido,
resultando na queda da producdo, podendo ser maior do que 96% dependendo do estadio de
infeccdo da planta e com incidéncia de até 100% na plantacdo (Ali et al, 2000; Jose & Usha,
2003).

O OLCuV ¢é um virus de grande ameaca na producdo de quiabo em diversas partes da
Africa Ocidental e do Oriente Médio, tornando-se a causa da doenca mais séria do quiabeiro
nessas regides. Sintomas de nanismo grave, folha enquarquilhada, curvada, ma formacao,
enacdo e necrose das nervuras sao associados a doenca, que pode ter incidéncia de 15% a 70%
dependendo da idade da planta (Ghanem, 2003; Ndunguru & Rajabu, 2004).

Okra mosaic virus (OkMV) foi relatado a primeira vez em 1969 ocasionando clorose,
mosaico e escurecimento de nervuras em folhas de quiabeiro na Costa do Marfim (Givord &
Hirth, 1973). OkMV é um tymovirus com simetria icosaédrica, formado de RNA e
transmitido tanto mecanicamente quanto pelo besouro Podagrica decolorata (Givord & Boer,
1980). As caracteristicas bioldgicas e a sequéncia completa do genoma sdo conhecidas para
um isolado nigeriano (Stephan et al, 2008). A incidéncia da doenca pode variar de 30% a 89%
nos campos cultivados e, comparado com plantas sadias, a reducdo no peso € de 19,5% e nos
frutos é de 34,7%, levando a perdas de 12% a 19,5% na produtividade (Ndunguru & Rajabu,
2004; Stephan et al, 2008).

Atualmente, sdo relatados os seguintes begomovirus em quiabeiro: Abutilon mosaic
virus (AbMV), Bhendi yellow vein mosaic virus (BYVMYV), Okra yellow crinkle virus
(OYCrV), Okra yellow mosaic Mexico virus (OYMMYV), Okra yellow mottle Iguala virus
(OYMolgV), Okra yellow vein mosaic virus (OYVMYV), Pepper golden mosaic virus
(PepGMYV), Pepper huasteco yellow vein virus (PepHYVV), Sida micrantha mosaic virus
(SiMMYV), Okra leaf curl Bihar virus (OLCBYV), Okra leaf curl Cameroon virus (OLCCM),
Okra mottle virus (OMoV), Okra leaf curl virus (OLCuV), Okra mosaic Mexico virus
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(OMMV) (Aranha et al, 2011; Fauquet et al, 2008; ICTV, 2011). Plantas de  malva-rosa
(Althea rosea) com sintomas de enagdes e enrolamento foliar frequentemente observadas no
Egito serviram de fonte de transmissdo por moscas-brancas para plantas sadias da mesma
espécie. Estas expressaram sintomas muito similares ao alargamento das nervuras tipico de
CLCuD. A hipétese de que uma populagado de begomovirus poderia infectar malva-rosa levou
a determinacdo de uma sequéncia de DNA-A tipica de begomovirus monopartido, com a
possibilidade de DNA satélite, indicando como nova espécie: Althea rosea enation virus
(AREV) (Bigarre et al, 2001).

O hibisco (Hibiscus cannabinus e Hibiscus sabdariffa) é cultivado na india
principalmente para producdo de fibras, utilizadas por muitas agroindustrias e para fins
medicinais. A India é maior importador de fibras derivadas do hibisco devido a ocorréncia de
doencas, principalmente doencas virais, causando quedas de produtividade. Recentemente,
uma doenca viral caracterizada por amarelecimento das folhas, seguida por uma forte clorose,
conhecida como “mesta yellow vein mosaic disease”, tem sido disseminada em areas de
cultivo de hibisco por diversos estados da India. A incidéncia nos campos tem sido de 92,5%
em H. sabdariffa e de 89,5% em H. cannanibus (Chatterjee et al, 2008; Das et al, 2008).
Chatterjee et al. (2005) relataram que a doenca era transmitida por mosca-branca ou por
enxertia, e observacfes ao microscopio revelaram associacdo com particulas geminadas de 20
x 30 nm de tamanho. Testes de hibridizacdo sugeriram a possibilidade de associagdo da
doenca com 0 DNA-A e com o satélite DNA-B, depois amplificagdes por PCR confirmaram o
envolvimento de um begomovirus na doenca (Chatterjee & Ghosh, 2007b). Um DNA-B e um
genoma completo de DNA-A de um begomovirus infectando hibisco foi clonado e
sequenciado. Este genoma era homologo ao DNA-A de begomovirus monopartidos
originarios do Velho Mundo, propondo o nome da nova espécie como Mesta yellow vein

mosaic virus (MeYVMYV) (Chatterjee & Ghosh, 2007b; Chatterjee & Ghosh, 2007a).
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No Brasil, Costa (1954) observou que o mosaico comum do algodoeiro era causado
pelo mesmo virus da clorose infecciosa das malvaceas e que, provavelmente, o inseto vetor,
embora capaz de infectar o algodoeiro, dificilmente tornava-se virulifero quando alimentado
em plantas de algodao infectadas pelo, entdo, mosaico comum do algodoeiro. O autor relatou
também que plantas de Sida micrantha (sinbnimo de Sidastrum micranthum) poderiam atuar
como boas fontes de virus da clorose infecciosa das malvaceas. Além disso, observou que
apenas em condicOes excepcionais o ataque pelo mosaico comum atingia porcentagem
elevada, embora moscas-brancas fossem bastante comuns nas plantacdes e sempre existiam
algumas plantas infectadas pela doenga. Concluiu dizendo que provavelmente a infeccéo de
plantas nos algodoais se dava a partir de insetos que se tornaram viruliferos por terem se
alimentado em plantas infectadas do género Sida e que passaram posteriormente a se
alimentar em plantas de algodao. Dessa forma, a transmissdo de algodoeiro para algodoeiro
deveria ser rara e que mesmo nos casos de infecgdo tardia observados em algodoais poderiam
ser devido a insetos viruliferos provenientes de plantas de Sida, que muitas vezes estavam
presentes na propria plantagdo, ou nas proximidades. Aranha et al. (2011) caracterizaram um
begomovirus isolado de quiabeiros observados em areas produtoras no Distrito Federal e no
estado de Goias, a partir de plantas com mosaico e pontos cloréticos nas folhas, sintomas
anteriormente associados a clorose infecciosa das malvaceas (Kitajima, 1979).

Uma grande variedade de plantas daninhas hospedeiras de begomovirus estdo
classificadas na familia Malvaceae, entre elas muitas estdo no género Sida. Além disso,
begomovirus tém sido propagados por meio de plantas ornamentais também pertencentes a
familia Malvaceae, por exemplo plantas do genéro Abutilon sdo hospedeiras do begomovirus
Abutilon mosaic Brazil virus (AbMBYV), apresentando sintomas caracteristicos de clorose
variegada na folhagem (Paprotka et al, 2010b). Inicialmente, os virus encontrados infectando
plantas daninhas, plantas ornamentais e plantas cultivadas da familia Malvaceae eram
chamados unicamente de virus da clorose infecciosa das malvaceas e acreditava-se que estava
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relacionado ao Abutilon mosaic virus (AbMV). Posteriormente, tornou-se evidente a presenca
de distintas espécies de begomovirus nos isolados do Brasil e da America Central. Diversas
espécies virais, como Sida micrantha mosaic virus (SIMMYV), Sida mottle virus (SiMoV),
Sida common mosaic virus (SICMV), foram relacionados a doenca causadora de mosaico em
Sida micrantha, doenga que era anteriormente associada a uma estirpe brasileira do AbMV
(Castillo-Urquiza et al, 2008; Jovel et al, 2004; Paprotka et al, 2010b). Embora, até o
momento, as plantas daninhas ndo se mostraram como potenciais reservatérios de espécies de
begomovirus virulentos para plantas cultivadas, aquelas ainda podem exercer papel como
fonte de virus para importantes culturas, j& que estdo inseridas ao redor, ou entre a plantacéo.
Além disso, ervas daninhas podem ser hospedeiras alternativas para begomovirus importantes

agronomicamente (Graham et al, 2010).

2.7. Importancia econdmico-social de plantas malvéaceas cultivadas

O malvavisco (Malvaviscus arboreus), hibisco-colibri ou chapéu-de-turco, € um
arbusto lenhoso, nativo do México e é frequentemente utilizado como cerca-viva. As flores
sdo em formato de sino, permanecendo semi-fechadas e florindo o ano inteiro e a coloragdo
varia de tons de rosa a vermelho. Plantas de malvavisco com intenso mosaico dourado sdo
ocasionalmente encontradas no Brasil, acreditando-se ser um begomovirus responsavel pela
expressdo desse sintoma (Kitajima et al, 2010).

A cultura do algodoeiro no Brasil, caracterizada essencialmente pelo algodao herbaceo
(Gossypium hirsutum), realizada em condi¢des de sequeiro destaca-se como uma das mais
importantes para a regido Nordeste do Brasil, em especial para os pequenos e medios
produtores, tendo assim importancia social e econémica muito elevada para o agronegocio
nordestino, sendo que esta regido € na atualidade um dos maiores pélos de consumo industrial
de algoddo da América Latina, junto com o Estado de Séo Paulo e 0 México (Azevédo et al,

2006). Uma das grandes vantagens desta atividade é que mais de 75% do custo de producéo €
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com mao-de-obra, o que significa ocupacdo para milhares de trabalhadores rurais. O algodao
produzido pelas pequenas propriedades na regido Nordeste é todo colhido a mdo, o que
proporciona, quando esta operacdo € bem feita, a obtencdo de um produto de elevada
qualidade intrinseca, ou seja, de tipo superior, de 4,5 a 5,0 na classificacdo de fibra pelo HVI
com qualidade intrinseca da fibra superior, especialmente a reflectancia a finura, a resisténcia
e a fiabilidade. Os pequenos produtores de algoddo herbaceo no Nordeste tém grande tradicédo
com o cultivo desta malvacea e utilizam poucos insumos, principalmente fertilizantes
inorganicos, herbicidas e inseticidas, tendo assim a grande vantagem com relacdo as demais
areas de producdo do Brasil de ter um custo de producdo bem menor, o que eleva a
rentabilidade, apesar de ter um potencial de producdo bem menor do que, por exemplo, o do
Mato Grosso, condicoes de cerrado com grandes produtores (Azevédo et al, 2006).

Como alternativa para rotacdo com a soja, os produtores do Centro-Oeste viram no
algoddo uma grande oportunidade de negdcios. A segunda metade da década de 90 significou
um marco na migrac¢do da cultura do algodoeiro, das areas tradicionalmente produtoras para o
cerrado brasileiro. Hoje esta regido responde por 84% da producdo brasileira de algodéo,
tendo o estado de Mato Grosso como maior produtor brasileiro. O sucesso da cultura do
algodoeiro no cerrado tem sido impulsionado pelas condicdes de clima favoravel, terras
planas, que permitem mecanizacdo total da lavoura, programas de incentivo a cultura
implementada pelos estados da regido e, sobretudo, o uso intensivo de tecnologias modernas.
Este dltimo aspecto tem feito com que o cerrado brasileiro detenha as mais altas
produtividades na cultura do algodoeiro no Brasil e no mundo, em &reas ndo irrigadas
(Richetti et al, 2003).

A producéo agricola do algoddo herbaceo em caroco teve um aumento de 72,6% na
safra de 2011 em relacdo a safra de 2010 e para a safra de 2012 espera-se um aumento de
2,2% na producdo em relacdo ao ano anterior. Ainda, estima-se para 2012 um aumento na
area a ser colhida do produto (IBGE, 2011). Analises de produtividade demonstraram que a
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infeccdo de algodoeiro por begomovirus causam prejuizos na produtividade da planta como
observado em outras culturas, porem, sdo importantes outras analises, como peso dos
capulhos (Allem et al, 2011). Costa & Carvalho (1962) relataram que a producéo de plantas
de algodao infectadas com begomovirus, causando a doenca conhecida como mosaico comum
do algodoeiro, tinham perda de até 50% na producdo de capulhos e que em ensaios efetuados
em 1954 e 1955, mudas inoculadas com o virus e depois levadas a campo tinham reducéo na

producéo de capulhos maior do que 50%.

31



3. Material e Métodos

3.1. Fonte de virus e extracdo de DNA total

Os isolados virais utilizados no trabalho foram coletados em trés regides brasileiras
distintas: Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste. Em agosto de 2009, nove amostras de plantas de
algodoeiro apresentando mosaico amarelo nas folhas e deformacéo foliar foram coletadas em
casa de vegetacdo na Embrapa Algodéo, na cidade de Campina Grande, no estado da Paraiba
(Figura 1). As nove amostras de algodoeiro B009, B012, B015, B016, B022, B027, T4, T30 e
T51 tiveram os DNAs totais extraidos e encaminhados ao laboratério de Biologia Molecular
da Embrapa Hortalicas. No mesmo periodo, seis amostras de plantas ornamentais de hibisco-
colibri ( hibisco-colibri 1, hibisco-colibri 2, hibisco-colibri 3, hibisco-colibri 4, hibisco-colibri
5 e hibisco-colibri 6) com sintomas de mosaico dourado foram coletadas na cidade do Rio de
Janeiro, estado do Rio de Janeiro (Figura 2). E, em novembro de 2010 amostras de uma planta
de malva-preta com fortes sintomas de mosaico dourado foram coletadas no Jardim Zoologico

de Brasilia, Distrito Federal (Figura 3).

e distor¢do foliar.
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Figura 2. Plantas de hibisco-colibri com forte sintoma de clorose nas folhas

Figura 3. Planta de malva-preta com sintoma de mosaico dourado

O DNA total das amostras de hibisco-colibri e de malva-preta foi extraido através do
método desenvolvido por Doyle & Doyle (1987). Trés discos foliares de 1cm de didmetro
foram macerados em tubos de microcentrifuga de 1,5ml, contendo 650ul de tampdo CTAB
(2% de CTAB; 100mM de tris-HCI, pH8,0; 50mM de NaCl e 0,2% de 2-pB-mercaptoetanol). A
maceracao foi realizada em dois ciclos de 30 segundos a 2000 rpm em agitagdo (Precellys —

Bertin Technologies) e a seguir os tubos foram incubados a temperatura de 65°C por 5
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minutos. Em seguida foram adicionados 650ul de clorofil (24 cloroférmio:lacool isoamilico)
e agitados (vortex) vigorosamente. Os tubos foram entéo centrifugados por 5 minutos a 12000
rpm em microcentrifuga. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a este
adicionado 300ul de isopropanol. Apds agitacdo lenta dos tubos, 0s mesmos permaneceram a
temperatura ambiente por 20 minutos para precipitacdo do DNA. Apos este periodo os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado (pellet) lavado duas vezes com 400ul de etanol 70% gelado. Apos as lavagens o
sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido

em 300ul de agua pura filtrada e autoclavada.

O DNA total de algodoeiro foi extraido pela equipe da Dra. Lucia Hoffmann, Embrapa

Algodao, basicamente como descrito anteriormente para as demais plantas.

3.2. Método de deteccédo por PCR e amplificacdo por RCA

Os DNAs totais de Malvaviscus arboreus e de Sidastrum micranthum foram
submetidos a amplificacdo por PCR utilizando primers universais para deteccdo do DNA-A
de begomovirus (pAR1c496 e pAL1v1978) (Rojas et al, 1993). A reacdo de PCR consistiu de
1,0ul do tampédo 10X da enzima Taq polimerase (100mM tris-HCI, pH8,3, e 500mM KClI,
Invitrogen), 0,8ul de MgCl, (50mM, Invitrogen), 0,4ul de dNTPs (2,5mM, GE Healthcare),
0,1ul de cada primer (10um), 0,1l da enzima Tag polimerase (5U/ul Invitrogen), 6,5ul de
agua estéril e 1ul de DNA (10ng). A amplificacdo ocorreu por meio de uma desnaturacdo
inicial das fitas de DNA por 5 minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e uma extensdo de 72°C por 90
segundos; e, finalizando, uma extensdo final de 5 minutos a 72°C. O produto da PCR foi

visualizado em gel de agorose 1% em TBE 0,5X e corado com brometo de etideo.

Os DNAs totais de algodoeiro foram submetidos a amplificacdo por PCR pela equipe

da Dra. Lucia Hoffmann, Embrapa Algoddo, utlizando primers universais PAL1,1978 e
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PCRy19 (Rojas et al., 1993). A reacdo de PCR foi realizada com volume de 15ul contendo
aproximadamente 10ng de DNA molde, com a concentracéo final dos primers de 0,1uM. Taq
polimerase, dNTP e o tampéo da reacdo foram utilizados de acordo com as recomendagdes do
fabricante (Invitrogen). A amplificacdo foi realizada com uma desnaturacao inicial de 94°C
por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C
por 1 minuto e a extensdo a 72°C por 2 minutos; para completar uma extensao final a 72°C
por 10 minutos. O produto da PCR foi visualizado em gel de agorose e corado com brometo

de etideo.

3.3. Amplificacdo por circulo rolante e digestdo com enzimas de restricao

Os DNAs totais das amostras foram submetidos a amplificacdo por circulo rolante
(RCA) (Inoue-Nagata et al, 2004) e, em seguida, cada DNA viral amplificado foi digerido
com diferentes enzimas de restricdo para selecionar aquela enzima que cliva 0 genoma em um
unico ponto.

As amostras foram digeridas separadamente com seguintes enzimas: Sacl, Pstl,
Hindlll, EcoRI, BamHI, EcoRV, Clal, Xhol, Kpnl, Xbal, Smal e Sphl. As reacbes de
digestBes foram feitas com 1pl de produto de RCA, 0,2ul de enzima (10u/ul), tampéo
universal 10X “One For All” (Pharmacia) com a concentracao variando com o tipo de enzima
utilizada, completando com agua estéril o volume da reacdo para 10ul. Os produtos das
digestBes foram visualizados atraves de eletroforese em gel de agarose 1% em TBE 0,5X e
corado com brometo de etideo.

Os produtos das digestdes de hibisco-colibri separados em gel de agarose foram
transferidos e fixados a uma membrana de nailon carregada positivamente (Hybond N.,
Amersham Biosciences) conforme Sambrook et al. (1989). Em seguida, a membrana foi

hibridizada com sonda néo radioativa para deteccdo, utilizando nucleotideos marcados com
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digoxigenina, gerada a partir de PCR, especifica para detectar DNA-A conforme descrita por

Santana et al. (2007).

3.4. Clonagem e purificacdo plasmidial

Selecionou-se as enzimas para a clonagem gendmica dos isolados de begomovirus:
Pstl (DNA-A) e Sacl (DNA-B) para hibisco-colibri, Xbal (ambos componentes) para
algodoeiro e BamHI (ambos componentes) para malva-preta. Apos a escolha das enzimas de
restricdo para clonagem, procedeu-se a digestdo dos DNAs amplificados por RCA como
descrita anteriormente, seguida de precipitacdo e ligacdo em vetor de clonagem. Os vetores
utilizados foram pBluescript SK. (Stratagene) para clonar o begomovirus das amostras de
hibisco-colibri e de algodoeiro e o pCambia0380 (Hajdukiewicz et al, 1994) para clonar o
isolado de malva-preta. Os vetores foram digeridos com as respectivas enzimas de restricao e
desfosforilados com a enzima fosfatase alcalina (CIAP, Invitrogen) conforme descrito por
Sambrook et al. (1989). A ligacdo inserto-vetor ocorreu a 16°C “overnight” com o uso da
enzima T4 DNA ligase (Invitrogen). As ligaces de pBluescript SK: (pBS) com o0s insertos
das amostras de hibisco-colibri e de algodoeiro foram transformadas seguindo a metodologia
do choque térmico e a ligacdo do inserto da amostra de malva-preta ao pCambia0380 seguiu a
transformacdo por eletroporagdo. Ambas as transformacgdes foram realizadas com células
competentes de Escherichia coli DH5a conforme recomendagdo do fabricante. As células
transformadas foram plaqueadas em meio de cultura LB com o antibiético ampicilina para
pBS e canamicina para pCambia0380 e incubadas a 37°C por uma noite. Nas transformacdes
com pBS, as coldnias recombinantes, de coloracdo branca, foram transferidas individualmente
para tubos de ensaio contendo meio de cultura LB liquido com ampicilina; e, nas
transformacgdes com pCambia0380, algumas coldnias foram selecionadas e também incubadas
em meio LB liquido. Os tubos de ensaio foram mantidos sob agitacdo a 37°C por uma noite.

A purificacdo plasmidial foi realizada conforme descrito por Sambrook et al. (1989). A
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presenca do inserto do DNA-A, ou do DNA-B, foi confirmada através da digestdo dos
plasmideos com as enzimas de restricdo utilizadas na clonagem e por enzimas que eram
capazes de cortar todo o clone (inserto+vetor) em um Unico ponto, gerando uma unica
molécula linearizada. Dessa forma, pode-se verificar o tamanho esperado para o inserto, ou 0
tamanho esperado de toda a molécula, inserto e vetor.

Os clones obtidos foram digeridos com enzima de corte frequente Mspl para
visualizacdo de padrdes de digestdes e, com isso, determinacdo dos genomas diferentes. Os
clones com caracteristicas gendmicas diferentes foram submetidos ao sequenciamento

nucleotidico com primers universais e primers especificos.

3.5. Determinacao e analise da sequéncia gendmica

Os clones (plasmideos) selecionados para determinacdo da sequéncia nucleotidica
foram purificados em coluna llustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healhcare). Para o
sequenciamento dos clones produzidos a partir de amostras de hibisco-colibri, algodoeiro e de
malva-preta utilizou-se o sequenciador automatico com os primers listados na Tabela 1,
realizado na Macrogen Inc. (Coréia do Sul). A determinacdo das sequéncias nucleotidicas por
meio da utilizagdo de primers ocorreu, primeiramente, com o uso dos oligonucleotideos
universais, seguindo com a construgdo de primers especificos tendo os primeiros resultados
de sequéncias como molde.

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo algoritmo Blast disponivel online
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). As sequéncias foram montadas e analisadas utilizando o
programa Staden 4 (Staden, 1996). As andlises filogenéticas tanto para o DNA-A quanto para
0 DNA-B foram realizadas utilizando as sequéncias nucleotidicas completas de todos os
isolados de hibisco-colibri, algodoeiro e malva-preta, e as sequéncias nucleotidicas da maioria
dos begomovirus relatados no Novo Mundo e do Abutilon mosaic virus (AbMV) (Tabela 2).

A ferramenta disponivel online Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) foi
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utilizada para multiplos alinhamentos. Para determinacdo das ORFs, para analisar e comparar
as sequéncias foram utilizados 0S algoritmos ORF Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/qorf/) e Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi),

disponiveis online, respectivamente, e o programa DNAMAN (versdo 4.0; Lynnon Biosoft).
As analises filogenéticas foram realizadas apo0s alinhamento das sequéncias, através do
programa Mega 5 (Tamura et al, 2011), utilizando o método Neighbour Joining em analise
“bootstrap” com 1000 repeticdes. A construcdo de tabelas por escala de cores para
visualizacdo de niveis de identidade entre as sequéncias analisadas foi feita em Microsoft

Office Excel 2007.

Tabelal. Primers utilizados para o sequenciamento completo dos clones de begomovirus.

Primer Sequéncia (5°- 3")
1T 7w AATACGACTCACTATAG
113« AATTAACCCTCACTAAAGGG
1PAL1v1978+« GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT
1PAR1c496+ GGCTTYCTRTACATRGG
1M13F~ GTAAAACGACGGCCAGT
1M13Rx »x GCGGATAACAATTTCACACAGG
16500F s AGGTGTTGGCTGGCTGGTG
190R e GGCAACAGGATTCAATCTT
2B124-1B«« CAGCGAGAGCGTTCAAGTG
2B124-2B« TGTTCTTTCATTTTTACACCATC
21516-1 A« GTCACATCAGATACACAAATCACC
21516-2Axx ATGATTATACTAATAGGACGTT
2B3Fx AAGGCATTTGGGGGATTAAC
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oHibl-ax« AAGACAATAAGTTAGAATCTAG

oHibl-b« ATGAACACGTTCAATCTTGACAG

ohibA-1« CCCCCAGTGACCTTAGAGTAG

oHIbA-2- AGTGCTTCTGCTACGGATC
2Z00F O GAAGAGTAAAGTGACGAAGTG
2Z00R eV« GAAGGGAATGTGATGTATG

1 Primers universais

» Primers construidos no trabalho

«Primers utilizados no sequenciamento dos isolados de hibisco-colibri.
« Primers utilizados no sequenciamento dos isolados de algodoeiro.

«Primers utilizados no sequenciamento dos isolados de malva-preta.

Tabela 2. Sequéncias de DNA-A e DNA-B utilizadas nas analises filogenéticas

N° acesso GenBank

Espécie Acrénimo DNA-A DNA-B
Abutilon Brazil virus AbBV NC 014138 NC_014139
Abutilon mosaic virus AbMV NC 001928 NC 001929
Abutilon mosaic Bolivia virus AbMBoV NC 015045 NC 015048
Bean calico mosaic virus BCaMV  NC _ 003504 NC_003505
Bean dwarf mosaic virus BDMV NC 001931 NC _ 001930
Bean golden mosaic virus BGMV NC 004042 NC _004043
Bean golden yellow mosaic virus BGYMV NC_001439 NC_001438
Blainvillea yellow spot virus BIYSV NC_010837 NC_010838
Cabbage leaf curl virus CabLCV  NC_003866 NC_003887
Chino del tomate virus CdTV NC 003830 NC 003831
Cleome leaf crumple virus CILCrV ~ NC_016578 NC_016572
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Corchorus yellow spot virus
Cotton leaf crumple virus
Cucurbit leaf curl virus
Desmodium leaf distortion virus
Dicliptera yellow mottle virus
Euphorbia mosaic virus
Euphorbia yellow mosaic virus
Macroptilium golden mosaic virus
Macroptilium mosaic Puerto Rico virus
Macroptilium yellow mosaic virus
Malvastrum yellow mosaic Jamaica virus
Merremia mosaic virus
Okra mottle virus
Okra yellow mottle Iguala virus
Okra yellow mosaic Mexico virus
Passionfruit severe leaf distortion virus
Pepper golden mosaic virus
Pepper huasteco yellow vein virus
Potato yellow mosaic virus
Rhynchosia golden mosaic virus
Rhyncosia rugose golden mosaic virus
Sida mosaic Brazil virus
Sida common mosaic virus
Sida golden mosaic virus

Sida micrantha Bolivia virus

CoYSV
CLCrV
CuLCrV
DesLDV
DiYMoV
EuMV
EuYMV
MacGMV
MacMPRV
MacY MV
MaYMJIV
MerMV
OMoV
OYMolgV
OYMMV
PSLDV
PepGMV
PHYVV
PYMV
RhGMV
RhRGMV
SiMBV
SiCMV
SIiGMV

SiMBoV

NC_008492
NC_004580
NC_002984
NC_008494
NC_003856
NC_008304
NC_012553
NC_010952
NC_004097
NC_010647
F1600482
NC_007965
NC_011181
AY751753
NC_014066
NC_012786
NC_004101
NC_001359
NC_001934
NC_010294
HM236370
FN436001
EU710751
NC_002046

NC_015046

NC_008493
NC_004581
NC_002985
NC_008495
NC_003857
NC_008305
NC_012554
NC_010953
NC_004098
NC_010648
F1600484
NC_007966
NC_011182
ND
NC_014067
NC_012787
NC_004096
NC_001369
NC_001935
NC_010293
HM236371
FN436002
ND
NC_002047

NC_015044
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Sida micrantha mosaic virus
Sida mottle virus
Sida yellow leaf curl virus
Sida yellow mosaic Yucatan virus
Squash mild leaf curl virus
Tomato common mosaic Virs
Tomato chlorotic mottle virus
Tomato crinkle leaf yellow virus
Tomato golden mosaic virus
Tomato golden mottle virus
Tomato golden vein virus
Tomato interveinal chlorosis virus
Tomato leaf distortion virus
Tomato mild leaf curl virus
Tomato mild mosaic virus
Tomato mosaic Havana virus
Tomato mottle leaf curl virus
Tomato mottle virus
Tomato rugose mosaic virus

Tomato severe rugose virus

Tomato yellow margin leaf curl virus

Tomato yellow spot virus
Tomato yellow vein streak virus

Wissadula golden mosaic virus

SiIMMV

SiMoV

SiYLCV

SIiYMYuV

SMLCuV

ToCMV

ToCMoV

ToCrLYV

TGMV

ToGMoV

TGVV

TolCV

ToLDV

ToMLCV

ToMMV

ToMHaV

TMoLCV

ToMoV

ToRMV

ToSRV

TYMLCV

ToYSV

ToYVSV

WGMV

NC_005330
NC_004637
EU710750
NC_008779
NC_004645
NC_010835
NC_003664
ND
NC_001507
NC_008058
JF803257
JF803252
EU710749
ND
NC_010833
NC_003867
JF803246
NC_001938
NC_002555
NC_009607
NC_005852
NC_007726
NC_010949

NC_010948

NC_005331
ND
ND
NC_008780
NC_004646
NC_010836
NC_003665
AY 090556
NC_001508
NC_008057
JF803265
ND
ND
DQ336352
NC_0101834
NC_003868
JF803264
NC_001939
NC_002556
NC_009612
NC_005853
NC_007727
NC_010950

NC_010951

ND = ndo disponivel



4. Resultados

4.1. Detecgdo de begomovirus em amostras de malvaceas

Um total de 16 amostras foram coletadas para estudo da ocorréncia de begomovirus:

seis de hibisco-colibri, nove de algodoeiro e uma de malva-preta.

Cinco das seis amostras de hibisco-colibri foram positivas para begomovirus em PCR
utilizando primers universais: hibisco-colibri 1, hibisco-colibri 2, hibisco-colibri 3, hibisco-
colibri 5 e hibisco-colibri 6, apresentando uma banda de ca. 1,4 kb em gel de agarose,
correspondente a amplificagdo com os primers universais (Figura 4). A Unica amostra de
malva-preta com sintomas de mosaico dourado utilizada no estudo também foi PCR positiva

para begomovirus (dados ndo mostrados).

Nove amostras de DNA total de algodoeiro foram submetidas a amplificagdo por PCR
e oito (B009, B012, B0O15, B0O16, B022, B027, T30 e T51) apresentaram a banda de 1,5 kb

esperada com a utilizacdo dos primers PAL1,1978 e PCR\19 (Rojas et al., 1993) (dados ndo

mostrados). Apenas a amostra T4 foi considerada negativa.

—
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=
-

1 Kb Plus DNA Ladder

1kb plus
hibisco-colibri 3

hibisco-colibri2
hibisco-colibri 5
hibisco-colibri 4
hibisco-colibri 6

—>
—>

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose, mostrando os produtos amplificados das amostras de
hibisco-colibri. A seta vermelha indica a posi¢do do fragmento de DNA amplificado, correspondendo
a 1,4kb. (+) indica controle positivo para begomovirus; (-) indica o controle negativo da reacdo

negativo da reacdo. (1kb Plus) Marcador molecular DNA Ladder (Invitrogen).
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4.2. Clonagens dos DNAs virais

Os DNAs virais extraidos de todas as amostras com detec¢do de begomovirus positiva

foram amplificados por RCA e digeridos com diferentes enzimas de restricdo para

determinagdo daquelas que cortavam o DNA gendmico viral em apenas um Unico ponto.

Apenas a enzima Xbal clivou todos os DNAs derivados de algodoeiro em um tnico ponto e a

enzima EcoRI clivou apenas a mostra B027, gerando um fragmento esperado de 2,6 kb

(Figura 5). A hibridizacdo dos produtos da digestdo das amostras de hibisco-collibri com

sonda especifica para 0 DNA-A permitiu analisar qual componente foi digerido pelas enzimas

utilizadas. Dessa forma, Pstl e Hindlll cortaram apenas o0 DNA-A do isolado de hibisco-

colibri e Sacl clivou somente o DNA-B (Figura 6). As enzimas BamHI e EcoRV cortaram 0

DNA viral extraido de malva-preta em apenas um ponto (Figura 7).
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose mostrando as digestdes das amostras de algodoeiro com
enzimas de restricdo. Presenca de bandas esperadas de 2,6 kb com digestdes por EcoR1 e Xbal.
A) Amostras T30 e T51. B) Amostras B009, B012, B015, B016, B022 e B027. (1kb Plus)
Marcador molecular DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 6. A) Eletrofose em gel de agarose mostrando as digestdes do DNA amplificado por
RCA das amostras de hibisco-colibri. Destaque em vermelho para as amostras clivadas em um
tnico ponto. (1kb Plus) Marcador molecular DNA Ladder (Invitrogen). B) Hibridizacdo com
sonda DNA-A das digestdes de hibisco-colibri. Destaque em vermelho para as enzimas que
clivaram somente 0 DNA-A. H1 = hibisco-colibri 1, H2 = hibisco-colibri 2, H3 = hibisco-
colibri 3, H5 = hibisco-colibri 5 e H6 = hibisco-colibri 6.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose mostrando as digestdes com enzimas de restricdo
da amostra de malva-preta. Destaque em vermelho das amostras que foram clivadas em um
sO ponto com BamHI e EcoRV. (1kb Plus) Marcador molecular DNA Ladder (Invitrogen).

S = Sidastrum micranthum (malva-preta).
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Selecionou-se as seguintes enzimas para a clonagem gendmica dos begomovirus das
amostras: Pstl (DNA-A) e Sacl (DNA-B) para hibisco-colibri, Xbal (ambos componentes)
para algodoeiro e BamHI (ambos componentes) para malva-preta. Os fragmentos digeridos
do tamanho esperado a partir de cada amostra das trés espécies de plantas foram ligados aos
vetores de clonagem pBluescript SK+ (fragmentos de hibisco-colibri e de algoddo) e
pCambia0380 (fragmento de malva-preta) e procederam-se com as transformacgdes. Dessa
forma, col6nias recombinantes de cada amostra foram selecionadas para extracdo plasmidial
seguida de digestdo com as enzimas da restricdo. Cinco colénias recombinantes do DNA-A e
trés do DNA-B foram selecionadas de cada amostra de hibisco-colibri, seis colonias de cada
amostra de algodoeiro, com excec¢do da amostra B027 que sO teve uma col6nia recombinate, e
quatro colbnias de malva-preta. Os plasmideos extraidos das col6nias recombinates foram
digeridos com as enzimas apropriadas, sendo vizualizados dois fragmentos de DNA em gel de
agarose - um de aproximadamente 2,6 kb correspondente ao inserto e outro em torno de 3,0
kb referente ao vetor pBS, ou em torno de 7,0 kb referente ao vetor pCambia - e com uma
enzima capaz de clivar o DNA plasmidial em um tnico ponto, gerando apenas um fragmento

linearizado.

Os plasmideos extraidos das transformacdes dos isolados de algodoeiro foram
digeridos com a enzima Hindlll, pois esta ndo digere o0 DNA do inserto (Figura 5) e possui
sitio no vetor. Dessa forma, o resultado esperado para essa digestdo seria uma banda de
aproximadamente 6,0 kb (inserto + vetor). Vinte clones apresentaram bandas com tamanho
aproximado de 6,0 kb depois das digestdes com Hindlll: B012-2, B012-4, B012-5, B012-6,
B015-6, B016-2, B016-5, B016-6, B022-1, B022-2, B022-3, B022-4, B022-5, B022-6, B027,
T-51-1, T51-2, T51-3, T51-4 e T51-6 (Figura 8). Os clones foram em seguida digeridos com
enzima de corte frequente (Mspl) para observacdo de padrdes de digestdo e selegdo daqueles
que eram diferentes para sequenciamento, sendo escolhidos os clones B012-2, B012-4, B012-

6, B015-6, B016-4, B016-5, B022-6, B027, T51-1, T51-2 e T51-6 (Figura 9).
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose mostrando as digestGes dos plasmideos dos clones de
foi completa. ND

algodoeiro com a enzima Hindlll capaz de linearizar o fragmento completo dos clones adquiridos.
Destacados em vermelho os clones que apresentaram fragmento de 6,0 kb. B) As digestdes dos

clones B016-2, B016-5, B016-6, B022-1, B022-3, B022-5, B022-6 € T51-1 nédo foi completa, por isso
0 aparecimento de duas bandas. C) As digestfes dos clones T51-2, T51-3, T51-4 E T51-6 também
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose mostrando as digestdes dos clones dos isolados de
algodoeiro com Mspl, em vermelho os clones selecionados para sequenciamento. (1kb Plus)
Marcador molecular DNA Ladder (Invitrogen).

Os DNAs plasmidiais das transformacdes de hibisco-colibri foram digeridos com as
enzimas de clonagem (Pstl para 0 DNA-A e Sacl para o DNA-B) e apenas os plasmideos das
colonias recombinantes do DNA-B também foram digeridos com EcoRlI, pois esta enzima
clivou apenas o plasmideo pBS, gerando um unico fragmento linearizado de,
aproximadamente, 6,0kb. Dezesseis clones do DNA-A apresentaram as duas bandas
esperadas, 2,6 kb do inserto e 3,0 kb do vetor, apos digestdo com Pstl: HA1-1, HA1-4, HA2-
1, HA2-2, HA2-3, HA2-5, HA3-1, HA3-2, HA3-3, HA3-4, HA3-5, HA5-1, HA5-2, HA 5-3,
HA5-4 e HA5-5 (Figura 10). Oito clones do DNA-B digeridos com Sacl e ECORI mostraram
0s tamanhos de bandas esperados, 2,6 kb + 3,0 kb (Sacl) e 6,0 kb (EcoRl): HB1, HB2-1,
HB2-2, HB2-3, HB3-1, HB3-2, HB5-1 e HB5-2 (Figura 11). Todos os clones listados foram
digeridos com Mspl, selecionando para sequenciamento: HA-1-1, HA1-4, HA2-1, HA2-2,
HA2-4, HA3-1, HA3-2, HA5-1 e HA-5-3 do DNA-A; e HB1, HB2-1, HB2-3, HB3-1, HB5-1

e HB5-2 do DNA-B (Figura 12).
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose mostrando as digestdes dos plasmideos das transformacdes
do DNA-A de hibisco-colibri com a enzima de clonagem Pstl. Destaque em vermelho para os clones
selecionados para digestdo com enzima de corte frequente Mspl para posterior sequenciamento. (1kb

Plus) Marcador moleculaar DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose mostrando as digestdes dos plasmideos das transformacdes
do DNA-B de hibisco-colibri com a enzima de clonagem Sacl e com a enzima EcoRI capaz de
linearizar os plasmidios, gerando um dnico fragmento de 6,0kb. A) As digestdes dos clones HB1, HB2-
1, HB3-1 e HB3-2 com Sacl néo foi completa. B) As digestdes dos clones HB5-1 e HB5-2 com Sacl
também ndo foi completa. As amostras em vermelho destacam os clones selecionados para digestao
com enzima de corte frequente Mspl. ND = néo digerido. (1kb Plus) Marcador molecular DNA Ladder

(Invitrogen).
48



1Kb Plus DNA Ladder

bp
=12,000

-5.000

(%2}
=
30.
< 2
i i —

1,6 kb

-2,000
=1,650

-1,000
-850

-650
=500
-400
=300
-200

1,0kb

0,8kb

-100

1KDb Plus DNA Ladder

bp
12,000

B)

HB1
HB2-1
HB2-2
HB2-3
HB3-1
HB3-2
HB5-1
HB5-2

1 kb Plus

e 2'0 kb -1,000
<€ 1,6kb ;

<€ 08kb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose mostrando as digest@es dos clones dos isolados de
hibisco-colibri com Mspl. A) Clones do DNA-A. B) Clones DNA-B. Em vermelho os clones que

foram selecionados para sequenciamento. (1kb Plus) Marcador molecular DNA Ladder

(Invitrogen).

Os plasmideos da transformacdo de malva-preta foram digeridos apenas com a enzima
de clonagem BamHI, gerando duas bandas aproximadamente de 2,6kb, correspondente ao

inserto, e de 6,8kb, correspondente ao vetor pCambia0380, sendo selecionados trés clones

para sequenciamento: S1, S3 e S6 (Figura 13).
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose mostrando as digestdes plasmidiais dos clones de malva-
preta. Trés clones foram selecionados para sequenciamento (em vermelho). (1kb Plus) Marcador

molecular DNA Ladder (Invitrogen). 49



4.3. Analises das sequéncias genémicas

A comparagdo dos primeiros resultados dos sequenciamentos dos clones com as
sequéncias depositadas no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) revelou que os
clones B016-4 e B027 dos isolados de algodoeiro e os clones HA1-1, HA2-2, HA2-4, HA3-1,
HAS5-3, HB2-3 e HB3-1 dos isolados de hibisco-colibri tratavam-se de sequéncias gendémicas
sem nenhuma semelhanca com sequéncias nucleotidicas de begomovirus, diferentemente, o
restante dos clones analisados mostraram caracteristicas nucleotidicas comuns aos
begomovirus bipartidos do Novo Mundo. Os clones listados na Tabela 3 foram
completamente sequenciados. Os clones homoélogos compartilharam alta identidade
nucleotidica entre si e todas as caracteristicas comuns dos genomas, sendo escolhidos o0s
clones B012-6 (DNA-A do isolado de algodoeiro), T51-1 (DNA-B do isolado de algodoeiro),
HA5-1 (DNA-A do isolado de hibisco-colibri), HB-5-1 (DNA-B do isolado de hibisco-
colibri) e S6 (DNA-B do isolado de malva-preta) para prosseguir com as analises
filogenéticas. Nenhum clone do DNA-A do isolado de malva-preta foi obtido. Analisando o
grau de identidade dos clones dos isolados de algodoeiro, hibisco-colibri e de malva-preta
entre si através do programa DNAMAN pode-se observar que os clones do DNA-A HA5-1
(hibisco-colibri) e B012-6 (algoddo) apresentaram 66% de identidade entre si, enquanto que
0os clones do DNA-B HB5-1 (hibisco-colibri), T51-1 (algoddo) e S6 (malva-preta)

apresentaram identidade de 64% entre si.
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Tabela 3. Clones dos isolados de algodoeiro, hibisco-colibri e malva-preta que foram

sequenciados completamente.

Algodao Malvaviscus arboreus Sidastrum micranthum
DNA-A DNA-B DNA-A DNA-B DNA-A DNA-B
B012-6* T51-1* MA1-4 MB5-1* S6*
B015-6 T51-6 MA2-1 MB5-2

MA3-2
MAS5-1*

*Clones selecionados para analises filogenéticas.

O DNA-A (clone B012-6) e 0 DNA-B (clone T51-1) de algodoeiro apresentaram 2670
nucleotideos e 2650 nucleotideos, respectivamente. O DNA-A e DNA-B apresentaram uma
regido comum (RC) com 97% de identidade e com 237 nucleotideos. A RC de ambos 0s
componentes contém a sequéncia nonanucleotidica TAATATT |AC caracteristica da maioria
dos geminivirus, onde encontra-se a origem de replicacdo. Esta regido contém a provavel
sequéncia de iteron GGAG e possui a sequéncia rica em G conhecida como G Box (Figura

14).

O genoma viral do begomovirus de hibisco-colibri HA5-1 (DNA-A) e HB51(DNA-B)
apresentou 2711 nucleotideos e 2683 nucleotideos, respectivamente, e 0s coponentes
gendmicos compartilnam 98% de identidade na regido comum com 257 nucleotideos. Ambos
0s componentes possuem a G Box e provavel sequéncia de iteron GGAA, contudo,
diferentemente da maior parte dos geminivirus ja relatados, a sequéncia nonanucleotidica
diverge do restante da familia, pois possui uma substituicdo de A para G: TAGTATT|AC

(Figura 15).
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O clone do DNA-B (S6) do isolado de malva-preta possui 2629 nucleotideos e a
sequéncia dos 9 nucleotideos da regido comum é idéntica a da maioria da familia:

TAATATT|AC.

Os DNAs-A de ambos os clones (B012-6 de algoddo e HA5-1 de hibisco-colibri)
possuem uma ORF no sentido viral (AVI) e quatro no sentido complementar (AC1, AC2,
AC3 e AC4) e todos os clones do DNA-B (T51-1 de algoddo, HB5-1 de hibisco-colibri e S6
de malva-preta) possuem duas ORFs, uma no sentido viral (BV1) e uma no sentido

complementar (BC1) (Figura 16).

B012-6 TTGGGACTCCGTCCGTACCAGGACTCTCTCAACTTCTGTGATATTTTGCGGAGTCCTGGA 2620
T51-1 TTGGGACTTCTTCCGTACCAGGACTCTCTCAACTTCTGTGATATTTTGCGGAGTCCTGGA 2600
B012-6 GTCCCATTTATACTAGAACTCCCAGACCCGCGGCCATCAACT. 2670
T51-1 GTCCCATTTATACTAGAACTCCCAGACCCGCGGCCATCAACT 2650

Figura 14. Alinhamento de parte da sequéncia da regido comum (RC) dos clones do isolado de
algodoeiro B012-6 (DNA-A) e T51-1 (DNA-B). A sequéncia do iteron em verde, em amarelo a regido
TATA Box, em azul a regido G Box e em rosa a sequéncia TAATATT]AC onde encontra-Se a origem

de replicagéo.

MA5-1 ATGAATTGGAAACTGGAAACTAATTTATACAAGTCCCTCTAATCAACCGACAAGGACACC 2678
MB5-1 ATGAATTGGAAACTGGAAACTAATTTATACAAGTCCCTCTAATCAACCGACAAGGACACC 2650
MA5-1 TGGCGGCCATCCGAAGGGCGAAGCCC] 2711
MB5-1 TGGCGGCCATCCGAAGGGCGAAGCC 2683

Figura 15. Alinhamento de parte da sequéncia da regido comum (RC) dos clones do isolado de
hibisco-colibri HA5-1 (DNA-A) e HB5-1 (DNA-B). A sequéncia do iteron em verde, em amarelo a
regidoTATA Box, em azul a regido G Box e em rosa a sequéncia TAGTATT|AC diferenciada onde

encontra-se a origem de replicacéo.
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Figura 16. Organizagdo gendmica dos begomovirus de malvaceas. A) Clones B012-6 (DNA-A) e
T51-1 (DNA-B) de algoddo. B) Clones MA5-1 (DNA-A) e MB5-1 (DNA-B) de Malvaviscus
arboreus. C) Clone S6 (DNA-B) de Sidastrum micranthum. As setas indicam as direcdes das
ORFs no sentido viral (V) e complementar (C). As posi¢fes numeradas indicam o cddon de
iniciagdo e o cddon de parada de cada ORF. O nucleotideo nimero 1 localizado dentro da regido

intergénica representa a sitio de clivagem (| ) na sequéncia nonanucleotidica.
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As sequéncias dos clones de DNA-A e DNA-B obtidos foram comparadas atraves do
programa Mega 5 (Tamura et al, 2011) apo6s alinhamento com Clustal W
(www.ebi.ac.uk/clustalw/) com a maioria dos begomovirus bipartidos relatados no Novo
Mundo e com o0 AbMYV (Tabela 2). Estas compara¢cdes mostraram que a identidade dos clones
de DNA-A com qualquer das sequéncias de begomovirus das Américas ndo foi maior do que
78% (Tabela 4 e Figura 17). O clone HA5-1 de hibisco-colibri teve maior proximidade com a
sequéncia do begomovirus Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV) e o clone B012-6 de
algodoeiro com Tomato common mosaic virus (ToCMV). Analisando o alinhamento dos
DNAs-B, a maior identidade com os clones obtidos no trabalho foi de 74% do clone HB5-1
do isolado de hibisco-colibri com Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV) (Tabela 4 e
Figura 18). O clone T51-1 pelo alinhamento obteve a maior identidade com Cabbage leaf
curl virus (CabLCV) e Rhyncosia rugose golden mosaic virus (RhRGMV) (Figura 18). O
clone S6 do isolado de malva-preta apresentou identidade maior com o begomovirus Sida

micrantha mosaic virus (SiIMMYV) (Figura 18 e Tabela 4).

Tabela 4. ldentidade méaxima dos clones de begomovirus com sequéncias depositadas no

GenBank.
Clones begomovirus Sequéncias do GenBank
B012-6 (DNA-A) 78% Tomato common mosaic virus (ToCMV)

64% Cabbage leaf curl virus (CabLCV) e Rhyncosia rugose

T51-1 (DNA-B) o
golden mosaic virus (RhRGMV)

HA5-1 (DNA-A) 78% Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV)
HB5-1 (DNA-B) 74% Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV)
S6 (DNA-B) 69% Sida micrantha mosaic virus (SiMMV)
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Figura 17: Comparacdo das sequéncias do DNA-A dos clones do isolado de hibisco-colibri (HA5-1), em rosa, e
do isolado de algodoeiro (B012-6), em roxo, com as sequéncias da maioria dos begomovirus relatados no Novo
Mundo disponiveis no banco de dados GenBank. Os acronénimos dos virus no eixo vertical (eixo y)
correspondem a numeracao do eixo horizontal (eixo x). Os valores do grau de identidade entre as sequéncias é

dado em porcentagem.
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Figura 18: Comparacdo das sequéncias do DNA-B dos clones do isolado de hibisco-colibri (HB5-1), em rosa,
do isolado de algodoeiro (T51-1), em roxo, e do isolado de malva-preta, em cinza, com as sequéncias da
maioria dos begomovirus relatados no Novo Mundo disponiveis no banco de dados GenBank. Os
acronénimos dos virus no eixo vertical (eixo y) correspondem a numeragao do eixo horizontal (eixo x). Os

valores do grau de identidade entre as sequéncias é dado em porcentagem.

As andlises filogenéticas dos clones selecionados no trabalho juntamente com as
sequéncias da Tabela 2 foram utilizadas para obtencdo de arvores filogenéticas através do
programa Mega 5 (Tamura et al, 2007), utilizando o método de Neighbour Joining em analise
bootstrap com 1000 repeticdes. A arvore filogenética para o DNA-A mostrou que o isolado de
hibisco-colibri (HA5-1) é bem distante filogeneticamente dos demais begomovirus, sendo que
foi agrupado com um virus recentemente relatado em plantas de abutilon na Bolivia (Paprotka

et al., 2010b), o Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV) (Figura 19).
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O DNA-A isolado de algodoeiro (B012-6) compds um agrupamento com poucos
begomovirus brasileiros. Este agrupamento é dividido em trés sub-grupos. O grupo | é
formado pelo Cotton leaf curl virus (CLCrV) e pelo Desmodium leaf distortion virus
(DesLDV), ambos do México. O grupo Il, onde esta inserido o isolado B012-6, foi formado
somente por espécies brasileiras: Tomato common mosaic virus (ToCMV), Sida yellow leaf
curl virus (SiYLCV) e Abutilon Brazil virus (AbBV). O grupo Il é mais diverso, sendo
formado por Cabbage leaf curl virus (CabLCV), Cucurbit leaf curl virus (CuLCrV) e Squash
mild leaf curl virus (SMLCuV) dos Estados Unidos, Bean calico mosaic virus do México
(BCaMV) Pepper golden mosaic virus (PepGMV) da Costa Rica, Euphorbia mosaic virus

(EuMV) de Cuba e Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) do Brasil (Figura 19).

A arvore filogenética para 0 DNA-B colocou os clones HB5-1 (hibisco-colibri) e S6
(malva-preta) em um mesmo grupo (grupo |, Figura 20), o qual é formado em sua maioria por
begomovirus brasileiros, com excegdo de Abutilon mosaic Boliva virus (AbMBoV) e Sida

micrantha Bolivia virus (SiMBoV) isolados de plantas de malvaceas da Bolivia.

O clone do isolado do DNA-B de algodoeiro T51-1, assim como seu provavel cognato

B012-6 (DNA-A) agrupou-se com begomovirus de todas as Américas (Figura 20).
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Figura 19. Arvore filogenética
obtida a partir do alinhamento
das sequéncias completas de
nucleotideos do DNA-A dos
virus relacionados da Tabela 2 e
dos clones HA5-1 e B012-6. A
arvore foi construida utilizando-
se 0 programa MEGA versdo
5.03. Os nlmeros que aparecem
nas ramificacdes da arvore (lado
esquerdo) indicam a frequéncia
de cada agrupamento em uma
analise “bootstrap”com 1000
repeticbes. Em verde, o clone
HAS5-1 e em rosa consideracdes

do clone B012-6.
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Figura  20.  Arvore

filogenética obtida a
partir do alinhamento das
sequéncias completas de
nucleotideos do DNA-B
dos virus relacionados da
Tabela 2 e dos clones
HB5-1, T51-1 e S6. A
arvore foi  construida
utilizando-se o programa
MEGA versdo 5.03. Os
ndmeros que aparecem
nas ramificacbes da
arvore (lado esquerdo)
indicam a frequéncia de
cada agrupamento em
uma analise
“bootstrap”com 1000
repeticbes. Em verde, o
clone HB5-1; em rosa, 0
clone

T51-1; e em

vermelho, o clone S6.
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Anélises de maultiplos alinhamentos da regido comum (RC) do DNA-B de

begomovirus brasileiros demonstraram que o isolado de hibisco-colibri HB5-1 nédo

compartilha a mesma sequéncia provavel de iteron com as sequéncias alinhadas, contudo

apresenta semelhancas com o isolado S6 de malva-preta e com 0s begomovirus RnRGMYV,

CabLCV, MaYMJV, AbMV, ToMLCV, TGVV, ToYVSV, SiMBoV, NDNV, SiBV,

ToMMV, ToRMV, ToSRV, SiIMMV, ToYSV, OMoV, PSLDV, AbMBoV, BGMV e

ToCMoV na regido rica em G conhecida como G Box; o isolado de algodeiro T51-1 possui a

mesma sequéncia de iteron do isolado S6 e dos virus AbMV e OMoV mas ndo apresenta a G

Box com a sequéncia tipica completa (Figura 21).

RhRGMV ATGAATTGGGGT--CCTGGGGTCCCTTATATACTAGAAGTCTCTATAGAACTCTCAAT-C 2519
CabLCV GT-TTCTGGTGT--CTTGGTGTCCTATAAATACTAAAAGCCTCTGGGGACTCCATAGG-A 2475
cdTv ATGTTTTGGGGT--AAAGGGG-ACAATATATACTAGAAGTCTCTATCGTTGATTAG---- 2549
MaYMJV TGCAATTGGGGA--AACGGGGTACAATATATACTAGAACCCTCAATAGAACTTTAGATCT 2545
AbMY TGTAATTGGAGT--ATTGGAGGTCTTTATATACTAGAACTCTCATTAACGGATTTG---—- 2555
TOMiLCV ATGAATTGGGG---AATGGGTCTCAATATATAGTAGAGACCATTATAGAATATAATTG-~ 2517
TGVV ATGAATTGGGG---AATGGGTCTCAATATATAGTAGAGTCCATTATAGAATATAATTG-- 2503
ToYVSV ATGAATTGGGG---AAAGGGTCTCAATATATAGTAGAGTCCATTATAGAATATATTTG-- 2541
SiMBoOV ATGAATTGGGGG-TACTGGGGGTACATTAATACCTATGAGT TCCATAAGCTCCAAAGGG- 2641
S6 ATGTATTGGAG---ACAGGAG-ACAATATATAGTAGAGAAGTTCTCTAGG----ACCTCG 2600
SiBV ATTATTTGGTG---TAAGGGTGCCAATATATACTAG--AAGTTCCTAAGGTAACAATTGG 2580
ToMMV ATGAATCGGTG---TATGGTGTACAATATATAGTAAG-AAGTTCCTAAGG----GCTAGG 2634
TORMV ATGAATTGGTAG-TAATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTC-CTTTAAGGAGATTGCTA 2544
ToSRV ATGAATTGGTAG-TTATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTCTCTTTAAGGAGATTGCTA 2544
SiMMV ATGAATTGG-GG-TAATGG-GGACAATATATAGTAGAAGATC---CTAAGGGGCTT---- 2632
ToYSV ATGAATTGGTGGACATTGGTGTACAATATATACTAGAAGTTC---TTAAGGGTC-—-—-~- 2601
oMoV ATGAATTGGAG---TAAGGAGTACAATATATAGTAATAG-——————-~- GAGTTC------ 2631
PSLDV GGCAATTGGGG---TTTGGGGTCTTATTTATACTAGAACCCC—--CAATAGAACTCTCAA 2606
ATGAATT[HEEE- - - ACTEEEE~ C TAATT TATACAAGTCCCTCTAATCAACCGACAAGG-— 2645
AbMBoV ATGAATCGGTAG--TAAGGTAGTGTATTTATAGAAGTT-CTCT-—-=-=--=- CAAGG-- 2653
BGMV ATGAATCGGTG---TAATGGTGCCAATATATAGTATGAAGT TCTTTAAGGATCTGGAG-~ 2552
ToCMoV AGCAATTGGGG---ACTGGGGTCCTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTCAATCT 2538
T51-1 ATATTTTGCGGAGTCCTGGAGT CCCATTTATACTAGAACTCCCAG-—==-———===—--~- 2625
RhRGMV CTCAT----CGCACA-CGTGGCG 2555
CabLCV CACGTG---TACACATCTCAGCG 2513
CdTV CG----—-—- ACACG---TGGCG 2579
MaYMJV CGTTCG---CACACG---TGGCG 2580
AbMY CA------—- ACACG---TGGCG 2585
ToMLCV ~  ----- --CCACG-- -TGGCG 2545
TGVV ----------CCACG---TGGCG 2531
ToYVSV ~  ———mmmmm- CCACG---TGGCG 2569
SiMBoV =~ ————mmm-- GCACG---TGGCG 2668
——————— GAACACG----TGGCG 2629
SiBV  —-—mme- TACCCCAA---TAGCG 2610
ToMMV  —-——-—- TACAACG----TGGCG 2663
ToRMV ~  ——————m—- CACGT---GGCCG 2572
ToSRV ~  —————mm—- CACGT---GG-CG 2571
SIMMV  mmmmmmmmmmmoeo T---AAGCG 2656
ToYSV ~—  —mmmmmm———- CTA---TAGCG 2626
oMoV —mmmmmmmemeo CTA---AG--- 2653
PSLDV TCCTCATCGCACACG---TGGCG 2644
—————————— ACACC---TGGCG 2683
AbMBOV ~ —————m—-o ACACG---TGGCG 2682
BGMV  —mmmmem—- ACACG---TGGCG 2580
ToCMoV CG---TTCACACACG---TGGCG 2573
T51-1  ——-————---ACCCG------ 2650

Figura 21. Alinhamento das sequéncias da regido comum (RC) dos clones MB5-1, T51-1 e S6 com outros
begomovirus. Cinza = sequéncia de iteron dos clones S6 e T51-1. Vermelho = sequéncia de iteron de MB5-

1. Verde = G Box de S6 € MB5-1.

Amarelo = TATA Box. Magenta = sequéncia diferenciada

TAGTATT|AC (MB5-1) e TAATATTAC (T51-1 e S6) onde se encontra a origem de replicacéo.
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5. Discussao

As analises das sequéncias dos isolados B012-6 (DNA-A de algodoeiro), T51-1
(DNA-B de algodoeiro), HA5-1 (DNA-A de hibisco-colibri), HB5-1 (DNA-B de hibisco-
colibri) e S6 (DNA-B de malva-preta) revelaram que a organizacgéo genomica de todos eles é

tipica dos begomovirus bipartidos.

O isolado do DNA-A de algodoeiro B012-6 quando comparado com diversos
begomovirus bipartidos apresentou identidade maxima de sequéncia de 78% com Tomato
common mosaic virus (ToCMV) (Figura 17) e, em analises filogenéticas, este agrupou-se
com begomovirus recentemente relatados no Brasil como 0 Tomato common mosaic virus
(ToCMV), Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV) e Abutilon Brazil virus (AbBV), sendo dois
deles isolados de malvaceas. Além disso, o isolado B012-6 também foi agrupado com
Cucurbit leaf curl virus (CuLCrV) e Desmodium leaf distortion virus (DesLDV) do Mexico e
Squash mild leaf curl virus (SMLCuV) dos Estados Unidos (Figura 19). De acordo com o
critérios taxonémicos do ICTV para o género Begomovirus, sequéncias do DNA-A com mais
de 89% de identidade sdo consideradas da mesma espécie. Identidade de sequéncia abaixo de
93% caracteriza nova estirpe dentro da espécie, enquanto que identidade acima de 94%
caracteriza uma variante daquela estirpe (King et al, 2012), assim o clone B012-6 €
considerado um isolado de uma nova espécie. Apesar do virus isolado de algodoeiro
compartilhar ancestrais comuns com espécies da América do Norte e Central, aparentemente
esse virus evoluiu independentemente no Brasil. Estudos de circulo de hospedeiras ndo foram
realizadas, por isso ainda ndo se sabe se 0 virus é importante para a agricultura do pais e se ele

causa perdas em algodoeiro.

O isolado T51-1 do DNA-B de algodoeiro apresentou identidade de 64% com
Cabbage leaf curl virus (CabLCV) e Rhyncosia golden mosaic virus (RhRGMYV) (Figura 18)

e a analise filogenética colocou o isolado em um grupo composto principalmente por
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begomovirus tipicos da Ameérica Central (Figura 20). O clone B de algodoeiro apresentou a
mesma sequéncia de iteron GGAG do clone A (B012-6), indicando que podem ser
componentes de um mesmo isolado viral (Figura 14), mas somente uma avaliacdo bioldgica
de circulo de hospedeiras podera confirmar se os clones T51-1 (DNA-B) e B012-6 (DNA-A)
compdem um mesmo virus. Analises da regido comum de ambos 0s componentes isolados de
algodoeiro mostraram que apenas o clone S6 de malva-preta obtido no trabalho tinha a mesma
sequéncia de iteron GGAG, ou seja, ha possibilidade de ocorrer pseudorecombinacdo com o

isolado B de malva-preta (Figura 21).

Os clones de hibisco-colibri HA5-1 (DNA-A) e HB5-1 (DNA-B) apresentaram
identidade maior de 78% e 74%, respectivamente, com Abutilon mosaic Bolivia virus
(AbMBoV) (Figura 17 e Figura 18). As analises filogenéticas mostraram que os isolados tém
relacdo filogenética semelhante, pois ambos aproximaram-se de de um mesmo begomovirus
ndo relatado no Brasil (Figura 20 e Figura 21). De acordo com o critérios taxondmicos do
ICTV para o género Begomovirus (King et al., 2012) o HA5-1 juntamente com o HB5-1 sdo
considerados componentes de uma nova espécie, ja que o clone B (HB5-1) de hibisco-colibri
apresentou a mesma provavel sequéncia de iteron GGAA do clone A (HA5-1), indicando que
provavelmente sdo componentes cognatos de um mesmo virus (Figura 15), mas somente uma
avaliacdo bioldgica de circulo de hospedeiras podera confirmar que os clones HA5-1 (DNA-
A) e HB5-1 (DNA-B) representam componentes do mesmo virus. Estudos de infectividade e
circulo de hospedeiras ainda ndo foram realizadas, ndo sendo possivel verificar se o virus é
importante para a agricultura do pais e se ele é infectivo para outras malvaceas. A anélise da
regido comum revelou que a sequéncia de iteron GGAA é diferente dos outros begomovirus

(Figura 21).

O clone S6 do DNA-B do isolado de malva-preta aproximou-se em 69% com Sida

micrantha mosaic virus (SIMMV) (Figura 18). As analises filogenéticas mostraram que o
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isolado faz parte de um grupo formado basicamente por begomovirus brasileiros (Figura 20).
O DNA-A ainda ndo foi encontrado, apesar de comprovada a sua presenca por PCR. Muito
provavelmente o componente A do isolado de malva-preta ndo foi encontrado porque a
enzima BamHI utilizada na clonagem nédo foi capaz de clivar os dois componentes de DNA,
sendo necessario um novo estudo de digestdo de enzimas para selecionar a que corta apenas o
DNA-A e seguir com as clonagens. A presenca do DNA-A é essencial para seguir com 0s

estudos de identificacdo desse virus.

Baseado nos critérios taxondmicos atuais (King et al, 2012) os clones obtidos no
trabalho muito provavelmente representam novas espécies no género Begomovirus. As
regiGes comuns dos possiveis clones cognatos apresentam identidade superior a 97% e
possuem iterons idénticos: GGAA (clones de hibisco-colibri) e GGAG (clones de algodoeiro),
e 0 clone do DNA-B (S6) isolado de malva-preta, para o qual ndo foi encontrado 0 DNA-A,

apresenta todas as caracteristicas do DNA-B dos begomovirus.

Begomovirus em algodoeiro causam sérias doencas em paises asiaticos e do
continente Africano, como por exemplo a “cotton leaf curl disease” (CLCuD) associada a
mais de uma espécie de begomovirus. Nas Américas, Cotton leaf crumple virus (CLCrV) foi
descrito pela primeira vez no estado do Arizona, México. Essas viroses foram pouco relatadas
nas Americas, apesar de uma doenga associada a begomovirus causadora de sintomas de
mosaico e amarelecimento ser sempre observada em algodoais no Caribe, nas Américas do
Sul e Central. O virus associado a esse sintoma ainda ndo foi muito bem caracterizado, mas
baseado em poucas sequéncias disponiveis, aproxima-se do CLCrV (Briddon et al, 2000; Idris
& Brown, 2004). Analises de pseudorecombinacdo demonstraram que CLCrV ha grandes
possibilidades de ter sofrido pseudorecombinacdo com um isolado de cucurbitdcea Squash
leaf curl virus (SLCuV) e Abutilon mosaic virus (AbMV) (Idris & Brown, 2004). Nas analises

filogenéticas, o isolado B012-6 aproximou-se, entre outros, dos virus de algoddo CLCrV,
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cucurbitdceas SMLCuV e CuLCrV e da espécie brasileira isolada de abutilon (AbBV). Além
disso, Desmodium leaf distortion virus (DesLDV) que apresentou relagdo filogenética com

B012-6 e foi caracterizada na mesma regido do CLCrV.

Os virus mais relacionados aos isolados obtidos no trabalho foram os brasileiros
Tomato mild mosaic virus (ToOMMV), Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV), Abutilon Brazil
virus (AbBV) e Abutilon mosaic Bolivia virus (AbMBoV) (Castillo-Urquiza et al, 2008;
Paprotka et al, 2010b; Wyant et al, 2011). ToOMMYV e SiYLCV em uma analise filogenética
com outros begomovirus ndo agruparam com os virus brasileiros, indicando que essas novas
espécies podem representar uma linhagem distinta nos begomovirus do Novo Mundo,
encontrada no Brasil pela primeira vez (Castillo-Urquiza et al, 2008). Os componentes do
AbMBYV sdo proximamente relatados com virus de malvaceas do Brasil que infectam plantas
daninhas do género Sida e quiabeiro. Tanto o0 DNA-A quanto o DNA-B de AbMBV séo
distantes filogeneticamente do begomovirus classico que infecta plantas de Abutilon sp.
originario da india. O DNA-A de AbMBoV agrupou-se filogeneticamente aos virus Sida
micrantha Bolivia virus (SiMBoV) e Cleome leaf crumple virus (CILCrV), primeiro
begomovirus bipartido relatado a possuir DNA-a, juntamente com EuMV. O DNA-B foi
agrupado aos begomovirus brasileiros ToYVSV, TGMV e aos recentemente relatados

ToMMYV e SiBV (Castillo-Urquiza et al, 2008; Paprotka et al, 2010c; Wyant et al, 2011).

Durante muitas décadas, o mosaico frequentemente associado a plantas daninhas do
género Sida era erroneamente associado a uma variante do virus Abutilon mosaic virus
(AbMV), primeiro begomovirus bipartido caracterizado no mundo e descrito na India. Mais
tarde, foi descoberto que o sintoma de mosaico em plantas do género Sida era causado por,
pelo menos, duas espécies de begomovirus tipicos da América do Sul: Sida micrantha mosaic
virus (SIMMV) e Sida mottle virus (SiMoV) (Jovel et al, 2004). A espécie brasileira de

begomovirus isolada de Abutilon sp. ndo apresenta relacédo filogenética com AbMV (Paprotka
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et al, 2010c), além disso, em ambas avores filogenéticas construidas no trabalho o AbMV
agrupou-se de forma distante tanto dos componentes A (HA5-1 e B012-6) quanto dos
componentes B (HB5-1, T51-1 e S6) (Figura 19 e Figura 20). Sida common mosaic Vvirus
(SICMV), recentemente descrito no Brasil, apresentou uma relacdo filogenética préxima com
0s conhecidos SIMMYV e SiMoV indicando que € um virus que esta presente na natureza ha
muito tempo e que provavelmente ja fazia parte do complexo infeccioso de Sida spp.
responsavel por causar o famoso mosaico associado anteriormente a AbMV (Castillo-Urquiza

et al, 2008).

Os begomovirus Okra yellow mosaic Mexico virus (OYMMYV), Sida yellow mosaic
Yucatan virus (SiYMYuV) e Sida golden mosaic virus (SiGMV) sdo importantes virus de
malvaceas, sdo filogenéticamente proximos e estdo associados a plantas daninhas e plantas
cultivadas (Hernandez-Zepeda et al, 2007). SiYMYuV e SiGMV foram originalmente
agrupados no clado do AbMV, mantendo esse posicionamento nas andlises realizadas no
trabalho e, consequentemente, distante dos isolados do DNA-A e do DNA-B obtidos (Figura

19 e Figura 20).

No Brasil ha grande diversidade de begomovirus infectando plantas cultivadas, plantas
daninhas e plantas ornamentais. Desde o0 aumento da incidéncia de begomovirus em
tomateiros no inicio dos anos de 1990, associado ao “boom” populacional de mosca-branca
em campos cultivados no Brasil, ja foram relatados dez espécies definitivas de begomovirus
bipartidos no pais, dez tentativas e, aproximadamente, treze foram propostas. A maior parte
das espécies descritas foi isolada de plantas da familia Solanaceae. Dessa total, trés espécies
definitivas, trés tentativas e duas propostas foram isoladas de plantas da familia Malvaceae.
As trés espécies definitivas de begomovirus isoladas de malvaceas sdo: Sida micrantha
mosaic virus (SIMMYV), Sida mottle virus (SiMoV) e Sida yellow mosaic virus (SiYMV). As

espécies tentativas sdo: Okra mottle virus (OMoV), Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV) e
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Sida common mosaic virus (SICmMYV). As espécies de begomovirus propostas isoladas de
malvaceas no Brasil sdo: Abutilon mosaic Brazil virus (AbMBV) e Sida golden mosaic Brazil
virus (SIGMBYV) (Aranha et al, 2011; Castillo-Urquiza et al, 2008; Jovel et al, 2004; King et
al, 2012; Paprotka et al, 2010b; Paprotka et al, 2010c). Grande parte das plantas invasoras
relatadas como hospedeiras de begomovirus sdo malvaceas. Dados convincentes indicam que
plantas invasoras podem funcionar como fontes de indculo de begomovirus para plantas
cultivadas e que a erradicacdo dessas plantas das areas de cultivo deve ser uma medida
adotada visando a reducédo da incidéncia desses virus (Assuncao et al, 2006). No Brasil, ja se
realizaram estudos objetivando caracterizar molecularmente isolados de geminivirus que
infectam plantas cultivadas, sobretudo o feijoeiro e o tomateiro (Calegario et al, 2007,
Castillo-Urquiza et al, 2008; Faria & Maxwell, 1999; Faria et al, 1997; Ribeiro et al, 1998).
Os resultados desses estudos revelam enorme variabilidade genética entre os isolados.
Resultados prévios indicam que, a exemplo do que ocorre com plantas cultivadas, a
variabilidade é muito grande entre os begomovirus que infectam plantas invasoras
(Ambrozevicius et al, 2002; Calegario et al, 2004; Castillo-Urquiza et al, 2008). A
caracterizacdo de begomovirus que infectam plantas invasoras € a etapa inicial para se chegar
a importantes informacdes sobre aspectos ecoldgicos e evolutivos a respeito desses virus.
Podera também contribuir para elucidar se esses isolados podem infectar plantas cultivadas de
importancia para todo o pais.

No Brasil, embora os primeiros relatos de mosca-branca sejam de 1928, o primeiro
registro oficial ocorreu em 1968 em algodoeiro, soja e feijdo no estado do Parana e em 1972 e
1973 no estado de Séo Paulo (Ferreira & Diniz, 1998). A mosca-branca além de vetora de
virus tambeém é considerada praga para culturas agricolas de hortalicas e fruteiras. Nas regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste a mosca-branca vem causando sérios danos a culturas de
pimentdo, tomate, pepino, repolho, soja, melancia, algodao, feijao, abobora e jild. Nas regides
Sul e Sudeste também tém ocorrido grandes perdas pela incidéncia de moscas-brancas. No
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estado de S&o Paulo, este inseto vem se dispersando com muita rapidez, atacando um namero
cada vez maior de culturas, principalmente soja, algoddo e milho, além do tomate, abdbora,
brdcolis, crisdntemo, poinsétia e até mesmo plantas invasoras da familia Malvaceae. Além
disso, tem disseminado de forma agressiva o begomovirus (Ferreira & Diniz, 1998).
Begomovirus sio agentes de uma importante doenca em algodoais na Asia e na Africa
a “cotton leaf curl disease” (CLCuD) relatada desde o final dos anos de 1960, vindo a se
tornar uma das maiores barreiras a producéo algodoeira no inicio dos anos de 1990, causando
perdas estimadas de US$5 bilhdes em apenas cinco anos (Briddon et al, 2000). No sudeste da
América do Norte e na América Central, 0 begomovirus bipartido Cotton leaf crumple virus
(CLCrV) foi responsavel por causar uma das maiores epidemias na producdo algodoeira do
estado do Arizona no inicio dos anos de 1980, sendo registrado também na época plantas da
familia Malvaceae, Malva parviflora, associadas a cultura com sintomas da doenga provocada
pelo virus CLCrV, a “cotton leaf crumple disease” (CLCrD). Mas atualmente essa doenga ndo
tem causado perdas significativas na cultura nessas regides (Briddon & Markham, 2000;
Brown & Nelson, 1984). No Brasil e em toda América do Sul, algodoeiros com mosaico
amarelo sdo observados com frequéncia, mas poucos estudos foram realizados. O CLCrV,
apesar de ser um begomovirus bipartido, é préximo filogeneticamente de algumas espécies
causadoras da CLCuD, ja que possui um complexo viral etiolégico. As poucas sequéncias
existentes do virus que causa sintomas de mosaico em plantas de algodoeiro no Brasil e em
paises da América do Sul mostram relagdo com o CLCrV (Briddon & Markham, 2000).
Inicialmente, a CLCuD n&o era uma doen¢a importante, tornado-se totalmente
relevante 20 anos depois das primeiras observacdes, as quais foram negligenciadas. Fato
semelhante ocorrido com o aumento repentino de infecgdes por begomovirus em meados dos
anos de 1990 em importantes culturas no Brasil, como feijdo e tomate, devido a disseminacao
da mosca-branca biétipo B, quando os primeiros relatos do patdgeno tinham sido ha anos
atras. A producédo algodoeira no Brasil cresceu mais de 70% no ano de 2011 (IBGE, 2011),
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destacando o estado do Mato Grosso como o maior produtor brasileiro e tornou-se uma
alternativa para a rotacdo de cultura com a soja, outro importante produto agricola para a
economia brasileira. Além disso, mais de 75% do custo de producdo com a cultura do algodao
é com mao-de-obra, o que significa ocupacdo para milhares de trabalhadores rurais. A cultura
do algodoeiro tem tido grande importadncia ndo s6 na balanca comercial brasileira, mas
também no desenvolvimento social, com a agricultura familiar. Begomovirus j& mostraram
grande potencial para causar epidemias no Brasil e no mundo, portanto o levantamento e o
acompanhamento da detec¢do de novas espécies deve ser constante.

Hibisco-colibri é uma planta ornamental muito utilizada em jardins, dessa forma é
usualmente propagada vegetativamente e tem a mosca-branca como praga (Ingram et al,
2003). Por isso, pode se tornar um importante fator na disseminacdo de begomovirus, além de
ter a possibilidade de atuar como fonte de virus por um longo periodo, pois é um arbusto
lenhoso, perene e adaptavel a diferentes condi¢cGes ambientais, como solos Umidos ou secos,
acidos ou alcalinos, férteis ou pobres, ambiente com muita ou pouca luz, florescendo quase o
ano todo (Ingram et al, 2003). A sequéncia nonanucleotidica encontrada nos clones dos
isolados de hibisco-colibri HA5-1 e HB5-1 é diferente da maior parte dos geminivirus ja
relatados, divergindo do restante da familia, pois possui uma substituicdo de A para G:
TAGTATT|AC (Figura 15), semelhante aos nanovirus, algumas moléculas de DNA-B ¢ a
maioria dos DNASs-a. Tanto nos geminivirus quanto nos nanovirus, essa sequéncia conservada
de nove nucleotideos se encontra em uma estrutura tipo grampo ou ‘“hairpin”, atuando como a
origem de replicacdo da fita viral de DNA. Essa sequéncia é reconhecida pela proteina Rep,
iniciando a replicagéo (Bigarre et al, 2001; Briddon et al, 2003; Briddon et al, 2004).

A planta de malva-preta (Sidastrum micranthum) com sintomas de mosaico dourado
foi encontrada na regido central da cidade de Brasilia, mais precisamente no Jardim Zool6gico
Sgt. Silvio Delmar Hollemback. No local de coleta, havia apenas uma planta da espécie, se

tratando de um arbusto grande e vistoso, indicando a atuacdo de moscas-brancas também na
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cidade. A planta pode ter de dois a trés metros de altura e esta distribuida no Brasil,
Colémbia, Cuba, Guiana, Costa Rica, Venezuela e foi recentemente relatada na india
(Shimpale et al, 2009). O género Sidastrum é muito semelhante ao género Sida, diferindo
apenas em sutis caracteristicas morfolégicas, como tipo do célice da flor e a consiténcia do
fruto (Shimpale et al, 2009). Por esse motivo, Sidastrum micranthum e Sida micrantha sdo
sinbnimos para uma mesma espécie botanica. Um namero consideravel de espécies de
begomovirus ja foram isoladas de Sida micrantha encontrada na zona rural, associadas a
importantes culturas como o tomateiro (Castillo-Urquiza et al, 2008) ou no perimetro urbano,
como jardins residenciais (Paprotka et al, 2010c) e agora em um jardim zooldgico.

A mosca-branca ndo é so vetora de virus, sendo que também atua como praga nas
culturas agricolas, por se alimentar da seiva das plantas, podendo leva-las a morte ou a
diminuicdo da producdo, especialmente quando ha alta densidade do inseto. Além disso,
elimina uma excrecdo acucarada que induz o aparecimento de fungos, provocando a
apodrecimento de ramos, folhas flores e frutos (Ferreira & Diniz, 1998). Esses danos
comprometem a aparéncia, prejudicando a comercializagdo dos produtos, principalmente de
frutas para exportacdo e de plantas ornamentais, como poinsétia (bico-de-papagaio) e o
crisantemo (Ferreira & Diniz, 1998; Shimpale et al, 2009). Pela sua ampla distribuicdo e por
se tratar de um inseto polifago, atacando diversas espécies de plantas de todo o mundo, a
mosca-branca tornou-se conhecida como a praga do século XX, limitando tanto o mercado
agricola nacional, quanto o de paisagismo e jardinagem. Além disso, a mosca-branca adquire
facilmente resisténcia aos produtos quimicos utilizados no seu controle, por isso as perdas
ocasionadas por essa praga chegam a 100% em diversas culturas de frutas e hortalicas, o que
pode resultar em sérias epidemias, comprometendo a economia nacional.

O constante aumento das populacdo de moscas-brancas, juntamente com a grande

diversidade de begomovirus, demanda continuados esfor¢os para o estabelecimento de
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medidas eficientes de manejo desse compelxo de pragas, medidas essas indispensaveis para

viabilizar a producéo agricola nacional.
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6. Considerac6es Finais

Atualmente, as begomoviroses vém causando prejuizos devastadores, com epidemias e
perdas de produtividade em diversos paises das regides tropical e subtropical. Doencas
cusadas por begomovirus sdo referidas repetitivamente como um fator bidtico limitante para
producdo de diversas culturas agricolas ao redor do mundo, como feijdo, tomate, algodéo,
mandioca, pimentdo, diversas cucurbitaceas, fumo, quiabo, batata, repolho, etc. As perdas de
producdo por area podem chegar a 100% dependendo na cultura afetada e da espécie viral

atuante, gerando perdas de milhGes de ddlares para o pais (Polston & Anderson, 1997).

Plantas invasoras, ou plantas daninhas também exercem um importante papel no
estabelecimento deste quadro. InfeccBes de plantas invasoras por begomovirus no Brasil sdo
relatadas desde a década de 1940. Ao que tudo indica, essas plantas podem atuar como
reservatorio de virus para importantes culturas cultivadas. Virus de plantas alternativas
transmitidos para plantas cultivadas foram relatados ha mais de 40 anos por Costa & Carvalho
(1960) quando os begomovirus Abutilon mosaic virus e o Euphorbia mosaic virus foram
trasnmitidos para tomateiro por meio do inseto vetor mosca-branca. Ainda, em condicdes
experimentais Frichmuth et al. (1997) demonstraram que o Sida golden mosaic virus
(SiGMV) pode ser transmitido por moscas-brancas para feijoeiros. Pesquisa recente
conduzida por Cotrim et al. (2007) determinou que cerca de 10% das amostras de tomateiros
coletadas com sintomas de mosaico na regido Centro-Oeste do Estado de S&o Paulo estavam
infectadas com Sida mottle virus (SiMoV). Calegario et al. (2004), em Minas Gerais,
verificaram infeccdo natural do tomateiro com um isolado de Sida micrantha mosaic virus
(SIMMV).

Neste trabalho trés novas espécies de begomovirus foram apresentadas: uma
infectando a cultivada algodoeiro (Gossypium hirsutum), outra infectando uma planta
ornamental conhecida como hibisco-colibri (Malvaviscus arboreus) e a terceira infectando a

planta daninha malva-preta (Sidastrum micranthum), todas fazendo parte da familia
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Malvaceae. Ainda ndo havia relatos de begomovirus em hibisco-colibri, sendo que o
begomovirus encontrado nesta planta apresentou sequéncia gendmica distinta para ser
considerado como um isolado pertencente a uma nova espécie. Adicionalmente, os dois
componentes virais ndo continham 0s nove nucleotideos tipicos dos geminivirus, sugerindo
ser este um virus que merece um estudo mais aprofundado. Gossypium spp. é conhecidamente
afetado por uma importante doenca em paises asiaticos e africanos a “cotton leaf curl
disease”, causada por um complexo viral de begomovirus monopartidos e também sendo os
primeiros virus a serem reportados como associados a presenca de DNAs satélites no género.
Plantas de algoddo também sédo infectadas por begomovirus bipartidos, mas estas espécies sao
descritas apenas em regides da América Central e América do Norte. Sidastrum micranthum,
sindnimo de Sida micrantha, é uma planta daninha muito conhecida por hospedar diferentes
espécies de begomovirus e mais uma vez uma nova espécie foi encontrada. O DNA-B, Unico
componente encontrado, apresentou uma relagdo filogenética proxima com virus conhecidos
com Sida micrantha mosaic virus (SiMMV) e com o virus de tomate associado a plantas
daninhas Tomato yellow spot virus (ToYSV), mas se aproximou mais ainda de uma série
virus descritos recentemente, inclusive do isolado encontrado em hibisco-colibri.

Os begomovirus isolados de diferentes espécies botanicas, até mesmo de diferentes
familias, podem ocorrer em uma mesma planta, criando um nicho favoravel para
recombinagdes e pseudorecombinacgdes, como possivelmente ocorreu com o CLCrV (ldris &
Brown, 2004). Analises de sequéncia indicam que o DNA-A de CLCrV foi possivelmente
originado por recombinacdo entre ancestrais de dois grupos divergentes, o grupo formado
pelo Squash leaf curl virus (SLCV), isolado de cucurbitacea nos Estados Unidos, e Abutilon
mosaic virus (AbMV), isolado de Abutilon sp. na Alemanha. O DNA-B apresentou baixa
identidade na regido comum com o cognato A, sugerindo que o componente B provavelmente
foi originado por uma recombinacao entre um ancestral do grupo do SLCuV e outro ancestral

distante e desconhecido do hemisfério ocidental, caracterizando uma pseudorecombinagdo na
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formacdo da espécie Cotton leaf crumple virus (CLCrV) (Idris & Brown, 2004). A hipdtese
mais difundida entre os geminivirologistas ¢ que a recombinacdo e pseudorecombinacgao
podem gerar espécies ainda mais virulentas e agressivas, capazes de infectar um grupo muito
maior de hospedeiras em diferentes familias botanicas, aumentando os impactos negativos dos
begomovirus na producéo agricola, refletindo diretamente na econdémia do pais.

As espécies relatadas no estudo tém potencial para permanecer por muito tempo no
ambiente e principalmente de infectar outras espécies de plantas amplamente distribuidas,
como o tomateiro ou as plantas da familia Solanaceae, ja que o isolado de hibisco-colibri e 0
de malva-preta sdo relativamente proximos filogeneticamente e que espécies de begomovirus
isoladas de Sida micrantha ja foram encontradas infectando o tomateiro (Calegario et al,
2004). Além disso, ha a relacdo filogenética préxima do ToYSV com o SiMoV (Calegario et
al, 2007) e os begomovirus tipicos de tomateiro infectando mais espécies da familia
Solanaceae, como ToSRV em pimentas, batateira e Nicandra physaloides (Barbosa et al,
2009; Bezerra-Agasie et al, 2006; Souza-Dias et al, 2008), indicando que a adaptacdo dos
begomovirus as outras espécies de plantas esta ocorrendo.

Os dados apresentados no trabalho exemplificam a alta diversidade dos begomovirus
brasileiros, tornando-se essencial o levantamento constante das espécies virais encontradas no
pais e das culturas afetadas por elas, para que medidas preventivas possam ser tomadas,
buscando diminuir o impacto dessas viroses na agricultura brasileira. Além disso, ja que a
mosca-branca é uma praga altamente resistente aos controles quimicos e que ndo existem
medidas curativas para virus, as medidas preventivas sdo indispensaveis para tentar conter o
avanco de begomoviroses com grandes chances de causar epidemias, como o0
desenvolvimento de cultivares resistentes aos begomovirus.

O estudo em mais amostras de malvaceas podera revelar uma diversidade ainda maior

de begomovirus do que em tomateiro, porém, pela longa co-evolucdo entre moscas-brancas
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bidtipo A e malvaceas no Brasil, essa diversidade pode ndo ser tdo grande assimo. 1sso

somente estudos adicionais podao dizer.
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