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RESUMO

SILVA, A. F. S. Identificacdo molecular parcial de begomovirus infectando

Manihot esculenta e plantas daninhas associadas a cultura.

O género Begomovirus (Fam. Geminiviridae) engloba espécies de virus que
possuem o genoma composto de DNA fita simples circular. Os begomovirus sao
de grande importancia econémica em funcdo das elevadas perdas causadas,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Além disso, diversas espécies
de begomovirus ja foram isolados de plantas daninhas, que podem funcionar
como um reservatorio natural de begomovirus para as plantas cultivadas. As
doencas causadas por begomovirus no Brasil tém atingindo niveis crescentes de
incidéncia e severidade devido a gama de hospedeiros do bidtipo B da mosca-
branca (Bemisia tabaci), o que facilita a transferéncia de begomovirus de plantas
daninhas as cultivadas. Foram identificadas quatro plantas de mandioca
pertencentes aos acessos 90, 520, 1209 e 1363 do Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) da Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF), com begomovirus. A
presenca de begomovirus em mandioca no Brasil se configura em fato ainda ndo
reportado, fazendo-se necessario a sua caracterizacdo. A sequéncia parcial do
DNA-A dos isolados obtidos destas plantas indicou a presenca de duas espécies.
Os isolados BGV-90 e BGV-1209 apresentram 93 e 95% de identidade com o
Leonurus mosaic virus (LeMV) e os isolados BGV-520 e BGV-1363 apresentram
95 e 90% de identidade com o Passionfruit severe leaf deform virus (PSLDV). A
identificagdo molecular parcial de begomovirus em plantas daninhas associadas a
cultura da mandioca indicou a presenca de seis espécies diferentes ja descritas
no Brasil, e dois isolados, P-175 e P-271 representam possiveis novas espécies.
A deteccdo do LeMV em plantas de Leonurus e em duas espécies de maracuja
evidencia que o0 virus esta presente tanto em plantas cultivadas quanto em
daninhas. Além disso, as analises mostraram que o0 maracuja, pode ser
hospedeiro tanto do LeMV quanto do PSLDV.

Palavras-chave: Mandioca, Geminivirus, detecgao.



ABSTRACT

SILVA, A. F. S. Partial molecular identification of begomoviruses infecting

Manihot esculenta and crop associated weeds.

The Begomovirus genera (Fam. Geminiviridae) include species that have circular
single-stranded DNA genome. The begomoviruses have an economic importance
due to the high losses caused, mainly in tropical and subtropical regions. In
addition, several begomoviruses species have been isolated from weeds plants,
which could act as a natural reservoir. Diseases caused by begomoviruses in
Brazil are reaching higher incidence and severity due to biotype B of the whitefly
(Bemisia tabaci), which has a wide host range, facilitating the transfer of
begomoviruses from weeds to cultivated plants. Begomoviruses were detected
four plants of cassava, representing the accessions 90, 520, 1209 and 1363 of the
Cassava Germplasm Bank (BAG) from Embrapa Cassava and Fruits (CNPMF).
The presence of begomoviruses in cassava in Brazil was not reported until now,
making its characterization necessary. The partial sequence of DNA-A of the
isolates obtained from these plants indicated the presence of two species. The
isolates BGV-90 and BGV-1209 share 93 and 95 % identity with Leonurus mosaic
virus (LeMV), respectively and the isolates BGV-520 and BGV-1363 share 95 and
90 % identity with Passionfruit deform severe leaf virus (PSLDV), respectively.
Partial molecular characterization of begomoviruses in weeds associated with
cassava indicated a large number of species. In twelve samples, we found
possibly six species already described in Brazil and two isolates, P -175 and P -
271 could represent new species. The detection of LeMV in Leonurus plants and
two species of passion fruit show that the virus is able to infect weed and crops
and its present in cassava plantations. Furthermore, the analysis shows that

passion fruit can be a host of both virus, LeMV and PSLDV.

Keywords: Cassava, Geminivirus, detection.



INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma importante fonte de energia
para consumo humano e desempenha um papel importante na agricultura de
subsisténcia e na seguranca alimentar, pois produz mesmo com poucos INSumos
e tolera condi¢des de clima seco (FAO, 2013a).

O Brasil se destaca pela expressiva producéo agricola, sendo atualmente o
segundo maior produtor mundial de mandioca, com 23, 04 milhdes de toneladas,
atrds apenas da Nigéria e Indonésia com 54 e 23,9 milhdes de toneladas
produzidas em 2012 (FAO, 2013b).

O cultivo dessa cultura é realizado em todas as regifes do Brasil. A regidao
Nordeste é responsavel por 26,12% da producdo nacional, e a Bahia é o terceiro
maior estado produtor de mandioca, com 9,55% da producdo nacional (IBGE,
2012).

Como outras culturas, a mandioca é vulneravel a pragas e doencas que
podem causar grandes perdas de rendimento. Em algumas regides, a incidéncia
de doencas estd aumentando a medida que € cultivada de maneira mais
intensiva, ocupa maior extensdo de area e permanece no campo 0 ano todo
(FAO, 2013a). Entre os fitopatdégenos, as viroses se destacam a nivel nacional e
mundial. Muitos s@o os virus ja detectados na cultura da mandioca, porém os de
maior importancia econémica sdo: o virus do mosaico comum (Cassava common
mosaic virus, CsCMV), o virus do mosaico das nervuras (Cassava vein mosaic
virus, CsVMV) , o virus do “couro-de -sapo" (“Cassava Frogskin disease”, CFSD)
(CALVERT et al, 2012), além dos virus do mosaico africano da mandioca (African
cassava mosaic virus, ACMV) e o Cassava brown streak virus (CBSV), presentes
apenas na Africa, e consideradas pragas quarentenaria Al pelo Ministério da
Agricultura do Brasil.

Os geminivirus tém despertado grande interesse devido ao aumento da
incidéncia e severidade de doencas por eles causadas nas ultimas décadas
(POLSTON & ANDERSON, 1997; FARIA & ZERBINI, 2000; MORALES &
ANDERSON, 2001). A familia Geminiviridae é contituida por virus com genoma
composto de DNA circular fita simples, de 2,5 a 3,0 kb, encapsidado por uma

hY

Unica proteina estrutural que confere a particula uma morfologia icosaédrica
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geminada, de aproximadamente 18 a 30 nm (KING et al.,, 2012). A familia é
composta por sete géneros, definidos com base no tipo de inseto vetor, gama de
hospedeiros e organizacéo do genoma (ICTV, 2013).

Os begomovirus, sao transmitidos pela mosca-branca (Bemisia tabaci) a
espécies dicotileddéneas, e compreende alguns dos principais patdgenos de
plantas em regides tropicais e subtropicais do globo, afetando culturas como:
feijoeiro, soja, tomateiro, fumo, algoddo e mandioca, bem como em plantas
invasoras e ornamentais (MORALES & ANDERSON, 2001; MORALES & JONES,
2004). Dentre os begomovirus de maior importancia econdémica pode-se citar o
Bean golden mosaic virus (BGMV), o ACMV, o Cotton leaf curl virus (CLCV) e 0
Tomato yellon leaf Curl virus (TYLCV) (MORIONES & NAVAS-CASTILLO, 2000;
WERE et al., 2004).

A origem dos begomovirus que infectam a mandioca na Africa é
desconhecida. A mandioca foi originalmente domesticada na América Central, no
entanto, CMD é causada por begomovirus africanos, incluindo o ACMV e East
African cassava mosaic virus (EACMV), que presumivelmente co-evoluiram com
plantas nativas antes de infectar a mandioca. Epidemias de CMD séao relatadas
na Africa desde o inicio do século 20, e atualmente se encontra disseminada por
guase todo o continente africano (LEGG & FAUQUET, 2004; BULL et al., 2006;
FARGETTE et al., 2006).

No Brasil, até o inicio da década de 90, o Unico begomovirus de
importancia econdmica era o0 BGMV (FARIA et al., 2000), entretanto a partir dos
anos 90 epidemias de begomovirus passaram a ser relatadas na cultura do
tomateiro (RIBEIRO et al., 1994). Especificamente no caso do tomateiro, a
explosdo de begomovirus no Brasil se deu apods a introducdo do biétipo B da
mosca-branca, que possui uma ampla gama de hospedeiros, foi a responsavel
por transmitir para o tomateiro, os begomovirus presentes nas espécies de
daninhas.

Entretanto, apesar da mandioca ser cultivada em todas as regides do
Brasil, fato similar ao do tomateiro ainda néo ocorreu. O que se especula é que a
auséncia de begomovirus em mandioca na Ameérica do Sul como um todo, € em
parte devido a inabilidade da mosca-branca, B. tabaci em colonizar eficientemente
a mandioca (COSTA & RUSSELL, 1975; BELLOTTI & ARIAS, 2001). Contudo,

2



relatos de colonizacdo de mandioca pelo biotipo B de B. tabaci no Brasil
(OLIVEIRA & LIMA, 2006.), bem como estudos que demonstram a capacidade de
populacdes B. tabaci proveniente de outros hospedeiros em se adaptar a
mandioca (M. esculenta) demonstraram que € plausivel afirmar que a mandioca
pode representar, em um futuro préximo, um hospedeiro adequado para B. tabaci
(CARABALI et al., 2005).

Estes fatos indicam a possibilidade de uma adaptacao gradual de B. tabaci
a mandioca, e a partir deste evento, possa-se iniciar a introducdo de begomovirus
presentes em espécies cultivadas ou daninhas, a mandioca. Cabe lembrar que no
Brasil ja foi caracterizado a espécie de begomovirus Euphorbia mosaic virus,
EuYMV (FERNANDES et al.,, 2011) isolado de Euphorbia heterophylla, planta

daninha da mesma familia da mandioca.

O trabalho de indexacdo do BAG-mandioca do CNPMF envolve a
identificacdo visual de acessos apresentado sintomas de infeccdo por virus,
seguido da realizacdo de testes diagndsticos para a confirmacdo da presenca de
virus ja descritos em mandioca no Brasil. Entretanto, apesar de nédo terem sido
relatados a presenca de begomovirus em mandioca no Brasil, as plantas séo
testadas para a presenca deste virus.

Recentemente, quatro acessos (90, 520, 1209 e 1363) do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG-mandioca) apresentando sintomas de infeccdo viral foram
analisadas por RCA-PCR, confrmando a presenca de begomovirus nestes
acessos, um fato inédito no Brasil. Diante desta descoberta, o objetivo deste
trabalho foi realizar a identificacdo molecular parcial destes begomovirus, bem
como identificar begomovirus presentes em plantas daninhas associadas a

cultura da mandioca.



REVISAO DE LITERATURA

A cultura da mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta pertencente a ordem
Malpighiales, da familia Euphorbiaceae. Ela é originaria da América do Sul, mas é
cultivada mundialmente em cerca de 16 milhdes de hectares (EL SHARKAWY et
al., 2008). A cultura apresenta a capacidade de se adaptar aos mais diferentes
agroecossistemas e condi¢cdes edafoclimaticas (FUKUDA et al., 2006). Encontra-
se entre os alimentos mais importantes colhidos no Brasil, superada apenas pelas
culturas da soja, trigo, arroz e milho (IBGE, 2013).

Segundo a FAO, a raiz da mandioca e seus subprodutos sdo consumidos
por mais de 800 milhdes de pessoas. Em algumas regiées do mundo, como no
Nordeste brasileiro, em Gana e na Nigéria (na Africa) e em algumas ilhas da
Indonésia (na Asia), mais de 70% das calorias consumidas diariamente pela
populacdo vém da mandioca. Entre todas as culturas, a mandioca € apontada por
diversos estudos cientificos como a que produz maior quantidade de calorias, a
de maior eficiéncia bioldgica como produtor de energia e a de melhor adaptacao a
solos deficientes em nutrientes (NASSAR, 2006).

A Nigéria, Indonésia e Brasil sdo os maiores produtores de mandioca, com
respectivamente, 54, 23,9 e 23,04 milhdes de toneladas produzidas em 2012
(FAO, 2013b). O cultivo dessa cultura € realizado em todas as regides do Brasil, o
Nordeste € responsavel por 26,12% da producdo nacional, com uma
produtividade de 8,41 t/ha. Os principais estados produtores em 2012 foram Para
(20,04%), Parana (16,79%), Bahia (9,55%), Maranhdo (6,64%) e Sdo Paulo
(5,88%) (IBGE, 2012).

A cultura da mandioca € considerada de baixo valor agregado, destinada
ao processamento de alimentos baratos para camadas mais pobres da populacao
no Brasil, mas vem passando por profunda mudanca desde os anos 2000. A
mandioca, impulsionada pela producéo de fécula nos estados do Parana, Mato
Grosso do Sul e Sdo Paulo, associou-se a criacdo de empregos no meio rural,
com possivel reversdo do éxodo caracteristico de muitas regiées do interior do
Brasil (VILPOUX, 2010).



A mandioca é utilizada para a producéo de farinha, extragcdo de amido e
para 0 consumo in natura, tendo importante papel na alimentacdo humana e
animal e para a industrializacdo (SOARES et al.,, 2009), além da geracdo de
empregos e de renda. E considerada uma cultura estratégica para o produtor, ja
que permite colheita em diferentes meses, podendo ser colhida a partir do oitavo
mes.

No Brasil, apesar de estar ocorrendo atualmente um aumento do interesse
de grandes empresarios no cultivo da mandioca, com a finalidade de produzir
amido, ainda é uma espécie cultivada principalmente por agricultores familiares
(87%), especialmente nas regibes Norte e Nordeste. Isto ocorre devido as
caracteristicas da planta, as atividades do plantio e ao processamento que ainda
sao realizadas manualmente, e desse modo é uma cultura que emprega muita
mao-de-obra. Na producdo de farinha e fécula, estima-se que sao gerados, no
Brasil, um milhdo de empregos diretos (FAO, 2013a).

A propagacdo da mandioca é feita de maneira vegetativa, utilizando-se
para o plantio pequenos segmentos do caule (manivas). Essa forma de plantio
tem a vantagem de se utilizar a prépria planta colhida como material propagativo
para o plantio seguinte, de manter as caracteristicas morfoldgicas e agrondmicas
originais. No entanto, apresenta trés fatores limitantes: o primeiro € a baixa taxa
de multiplicacdo das manivas-sementes. Algumas plantas, mais vigorosas,
chegam a produzir até 10 manivas de 20 cm, mas, em media, uma planta adulta
d& origem a cinco manivas de 20 cm com boa qualidade para o plantio comercial
(MATTOS et al, 2001). O segundo fator limitante, observado ao longo de plantios
sucessivos da mesma maniva, é a reducdo da qualidade da mesma ocasionada
pelo acumulo de pragas e doencas, que se transmitem de geracado a geragao e se
refletem no decréscimo de produtividade da lavoura. E, finalmente, a maniva da
mandioca se constitui em um excelente veiculo de disseminacdo de pragas e

doencas dentre e entre regides (FUKUDA, et al., 2006).

Viroses associados a cultura
A ocorréncia de doencas é um dos fatores limitantes na producdo de

mandioca, sobretudo nas regides favoraveis a seu desenvolvimento. A mandioca



pode ser infectada por mais de 30 fitopatdgenos diferentes, como bactérias,
fungos, virus e fitoplasma. Dentre as doencas da cultura da mandioca no Brasil,
destacam-se a podridao-radicular, a bacteriose, o superbrotamento e as viroses,
por provocarem enormes prejuizos econdmicos e elevarem 0s custos de
producdo com medidas de controle neccessarias (MATTOS et al., 2006).

Muitos séo os virus ja detectados na cultura da mandioca, porém os de
maior importancia econémica sdo: o virus do mosaico comum (Cassava common
mosaic virus, CsCMV; Familia Alphaflexiviridae, Género Potexvirus), que no
Brasil, esta disseminado em todas as regides produtoras, o virus do mosaico das
nervuras (Cassava vein mosaic virus, CsVMV; Familia Caulimoviridae, Género
Cavemovirus), restrito ao Brasil e Venezuela. No Brasil estd amplamente
disseminado na regido Nordeste, principalmente na regido do semiarido, o virus
do “couro-de-sapo” (“Cassava Frogskin disease”, CFSD), que também esta
disseminado no Brasil, Venezuela, Costa Rica, Panaméa e Peru, e € a principal
restricdo a producdo de mandioca na América Latina (CHAPARRO-MARTINEZ &
TRUJILLO-PINTO, 2001; CALVERT & THRESH, 2002; CALVERT et al., 2012).
Na cultura também ocorrem as pragas quarentenarias Al, o virus do mosaico
africano da mandioca (African cassava mosaic virus, ACMV), que pertence a
familia Geminiviridae, género Begomovirus e o Cassava brown streak virus
(CBSV), que pertence ao género Ipomovirus, familia Potyviridae, que estédo
presentes apenas na Africa

Fora do Brasil, a mandioca é afetada severamente por diversos
begomovirus que causam a “Cassava mosaic disease” (CMD) endémica na Africa
e na Asia (BULL et al., 2006). Esta doenca €, sem divida, a de maior importancia
econdmica para o cultivo da mandioca e uma séria ameaca a seguranca alimentar

dos povos que dela dependem.

Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae é caracterizada estruturalmente pela morfologia de
particulas icosaédricas geminadas, com 18-30 nm, caracteristico desta familia de
virus de plantas, e geneticamente por possuir genoma monopartidos ou bipartidos

de DNA circular de fita simples (ssDNA). Cada uma das moléculas contem 2500-

6



3000 nucleotideos (nt) encapsidada por uma Unica proteina estrutural que se
arranja na forma de 22 capsémeros (KING et al., 2012). A familia € subdividida
em sete (@géneros: Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus, Topocuvirus
Becurtovirus, Eragrovirus e Turncurtovirus (ICTV, 2013). O género Mastrevirus
inclui os geminivirus com um componente gendmico transmitidos por cigarrinhas
(Hemiptera: Cicadellidae) a plantas monocotiledéneas. Este género inclui alguns
patdbgenos importantes de culturas como o milho (Maize streak virus, MSV) e o
trigo (Wheat dwarf virus, WDV). O género Curtovirus engloba geminivirus com um
componente genémico transmitidos por cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae) a
espécies dicotiledbneas. O Beet curly top virus (BCTV) € a principal espécie de
importancia econémica. O género Topocuvirus possSui apenas uma especie
(Tomato pseudo-curly top virus, TPCTV), com um componente gendmico e
transmitida por cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae) a espécies dicotiledéneas. O
género Becurtovirus engloba duas novas espécies que possuem genoma de um
componente e que sdo transmitidos por cigarrinhas. Os géneros Eragovirus e o
Turnicurtovirus possuem apenas uma espécie cada, ambas com genoma de um
componente e vetor nao identificado (ICTV, 2013). O género Begomovirus inclui
espécies com um ou dois componentes gendmicos transmitidas por mosca-
branca (Bemisia tabaci) a espécies dicotiledéneas. Entre os begomovirus de
maior importancia econdémica pode-se citar o BGMV, o ACMV e o Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) (MORIONES & NAVAS-CASTILLO, 2000; WERE et al.,
2004). Atualmente mais de 192 espécies de begomovirus ja foram descritas e
aceitas pelo Comité Internacional de Taxonémia de virus (KING et al., 2012).

Os begomovirus, em sua maioria, possuem genoma dividido em dois
componentes, denominados DNA-A e DNA-B. No DNA-A encontram-se 0s genes
que codificam as proteinas necessarias para a transcricdo, replicacdo e
encapsidacdo viral. O DNA-B possui os genes codificadores das proteinas
responsaveis pelo movimento do virus na planta e desenvolvimento dos sintomas
(ROJAS et al., 2005). Os componentes gendmicos de uma mesma espécie viral
nao possuem identidade de sequéncia, exceto por uma regido intergénica com
aproximadamente 200 nucleotideos denominada regido comum (RC), que é
altamente conservada (acima de 90% de identidade para o DNA-A e DNA-B de
uma determinada espécie). A partir da regido intergénica divergem 0s genes
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virais, nos sentidos viral e complementar (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999)
(Figura 1).

O DNA-A dos begomovirus tem o potencial de codificar de quatro a seis
proteinas: uma proteina associada a replicagcdo (Rep, Replication-Associated
Protein, anteriormente denominada AC1 ou AL1); uma proteina transativadora
(TrAP, Trans-Activating Protein, anteriormente AC2 ou AL2) que ativa a
transcricdo dos genes cp e ns e esta envolvida na supressao do silenciamento
génico poés-transcricional (PTGS) (VOINNET et al., 1999; WANG et al., 2005); a
proteina Ren (Replication-Enhancer Protein, anteriormente AC3 ou AL3), fator de
amplificacdo da replicacdo viral; e a proteina capsidial (CP, Coat Protein,
anteriormente AV1 ou AR1), essencial para a transmissdo do virus pelo inseto
vetor (BRIDDON et al., 1990; HANLEY-BOWDOIN et al.,, 1999; HOFER et al.,
1997). O DNA-B codifica as proteinas MP (Movement Protein, anteriormente BC1
ou BL1) e NSP (Nuclear Shuttle Protein, anteriormente BV1 ou BR1), a primeira
envolvida no movimento célula-a-célula do virus por meio do aumento do limite de
exclusdo dos plasmodesmas (NOUEIRY et al., 1994), e a segunda responsavel
pelo transporte do DNA através do envelope nuclear (SANDERFOOT et al., 1996;
SANDERFOOT & LAZAROWITZ, 1995). Estudos recentes atribuiram a proteina
codificada pela ORF AC4 de begomovirus que infectam mandioca a capacidade
de suprimir PTGS (VANITHARANI et al., 2004).

TAATATT AC

N/

e,
T,
-
——

ren

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma de um begomovirus. As linhas
grossas representam o genoma viral, dividido em dois componentes, cada um
com aproximadamente 2.600 nucleotideos. As setas indicam 0s genes virais e a

direcdo em que ocorre a transcri¢do. A regido comum (RC) também esta indicada.
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A sequéncia sublinhada, conservada em todos o0s membros da familia
Geminiviridae, constitui a origem de replicacdo do genoma viral. * Gene presente

apenas nos begomovirus originarios da Europa, Asia e Africa (“Velho Mundo”).

Aspectos taxondomicos

Dentre os virus que infectam plantas, o0os geminivirus sdo bem
caracterizados, isso devido ao pequeno tamanho de seu genoma, que permite
facil manipulagcéo no processo de clonagem e ao desenvolvimento de métodos de
inoculacdo ndao-dependentes de vetor (ROJAS et al., 2005).

A taxonomia da familia Geminiviridae tem sofrido poucas modificacdes ao
longo dos anos, com excecdo da adicdo recente dos géneros Becurtovirus,
Eragrovirus e Turncurtovirus. Dentro de cada género, varios critérios podem ser
utilizados para separacdo das espécies. Como o DNA-B pode ser trocado entre
algumas espécies de begomovirus e algumas espécies possuem apenas o DNA-
A, a analise taxondmica da familia € realizada considerando-se apenas a
sequéncia do DNA-A (FAUQUET et al., 2008).

Na tentativa de ordenar todos os isolados de begomovirus de uma maneira
sistematizada, e com isso obter uma classificacdo homogénea, foram sugeridos
0S seguintes critérios para sua classificacdo pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) no 9° relatério (KING et al, 2012 ): numero de
componentes gendmicos (presenca ou auséncia de componente B); organizacao
do genoma (presenca ou auséncia de ORF AV2) e; sequéncia de identidade de
nucleotideos do DNA-A. Por causa do crescente numero de espécies
reconhecidas, derivacdes nas sequéncias completas de nucleotideos sao
necessarias para distinguir uma espécie de outra; sequéncias de identidade de
nucleotideos menor que 89% séao indicadas como espécies distintas; sequéncias
com identidade do DNA-A entre 89% e 94% sé&o indicadas como estirpes e maior
que 94% como variantes. Outros critérios também podem ser utilizados, como:
trans-replicacdo dos componentes gendmicos (a incapacidade da proteina Rep
para trans-replicar um componente genémico sugere uma espécie distinta);
producdo de pseudo-recombinantes vidveis (infeccdo da planta com DNA-A de

um virus e DNA-B de outro); caracteristicas da capa proteica, uma sequéncia de
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identidade de aminoacidos menor que 90% e uma diferenca sorolégica
consideravél podem ser indicativos de espécies distintas em primeira instancia;

gama de hospedeiras e sintomas fenotipicos.

Cassava mosaic disease — CMD

A doenca conhecida como mosaico da mandioca (CMD, Cassava Mosaic
Disease), foi relatada pela primeira vez na Africa, mais precisamente na Tanzania,
em 1894 (WARBURG, 1894). No inicio do século 20 j& se assumia que
provavelmente era causada por um virus devido a auséncia de patdgenos visiveis
e a demonstracdo de sua transmissdo por enxertia (ZIMMERMAN, 1906), mas
sua etiologia foi comprovada muitos anos depois, dando o0 nome ao virus de
African cassava mosaic virus (ACMV) (BOCK & WOODS, 1983). Durante as
décadas de 1920 — 1930 ja se observava a rapida disseminac¢do do CMD pelo
continente africano (DEIGHTON, 1926; DADE, 1930).

Na Africa, maior produtora de mandioca do mundo, o CMD causou perdas
de 19 milhdes de toneladas, o que significa cerca de 2,7 bilhdes de délares de
prejuizo (FAO, 2012). Este complexo viral é o principal fator limitante a producéo
da mandioca na Africa Central e do Sul (BRIDDON & MARKAHAM, 2000),
acarretando perdas que podem comprometer até 95% da producdo. Em 1987 o
virus j& estava presente em todas as areas onde se cultivava a mandioca, com
incidéncia maior que 80% em todas elas (FAUQUET & FARGETTE, 1990; PITA et
al., 2001). Ao analisar plantas de mandioca naturalmente infectadas, coletadas
em diferentes areas geograficas do pais, observou-se que esta doenca € causada
pelo African cassava mosaic virus (ACMV), um tipico begomovirus bipartido que
afeta a mandioca e uma nova espécie, o East african cassava mosaic virus
(EACMV) (THRESH & COOTER, 2005; OKOGBENIN et al., 2007).

Esse virus possui uma alta variabilidade genética, de modo que outras
cinco espécies encontram-se associadas ao mosaico da mandioca: East African
cassava mosaic virus (EACMV), East African cassava mosaic Cameroon virus
(EACMCV), East African cassava mosaic Malawi virus (EACMMYV), East African
cassava mosaic Zanzibar virus (EACMZV) e South African cassava mosaic virus
(SACMV) (BULL et al., 2006). Existem evidéncias de que essa variabilidade
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estaria relacionada ao processo de adaptacdo do ACMV no continente africano
por volta do século XVIII (BULL et al., 2006). Essa hipotese foi reforcada por
Tiendébéogo et al. (2012), que analisando um isolado, denominado por eles de
African cassava mosaic Burkina Faso virus (ACMBFV), verificaram que esse
apresentava o DNA-A recombinante, tendo como maior parente ACMV (61,5%) e
dois outros begomovirus com DNA monopartido, o Tomato leaf Curl cameroon
virus (ToLCCMV) e Cotton leaf curl Gezira virus (CLCuGV).

Atualmente, o CMD ja esta disseminado por todos os paises do
continente africano, além da india e Sri-Lanka (OWOR et al., 2004). No continente
africano ainda é considerada a principal doenca da cultura, causando em média,
perdas globais estimadas entre 19,6 - 27,8% da producdo total do continente
(ZHANG et al., 2005). Sdo conhecidas atualmente oito espécies de begomovirus
em mandioca (CMBs, Cassava mosaic begomoviruses), dos quais seis espécies
estdo presentes na Africa, e outras duas espécies na India e no Sri-Lanka
(FAUQUET et al., 2008). Como esta virose ndo ocorre no Brasil ela € considerada
pelo Ministério da Agricultura como praga quarentenaria A1 (MEISSNER FILHO &
VELAME, 2005).

A origem dos begomovirus que infectam a mandioca é desconhecida. A
hipétese provavel é que estes virus estavam presentes em outras espécies de
plantas hospedeiras e foram introduzidas na planta de mandioca pela mosca-
branca, se adaptaram de modo a infectar eficientemente este novo hospedeiro.
Diversos fatos suportam esta hipotese: (1) a mandioca € originaria da América do
Sul e foi introduzida na Africa no século 16 e na Asia no século 17, (2) ndo ha
relato de begomovirus infectando mandioca na América do Sul, sugerindo que 0s
que ocorrem na Africa e Asia sdo virus locais que passaram a ter contato com o
novo hospedeiro mediado pelo inseto vetor, (3) evidéncias demonstram que 0s
eventos de adaptacdo de begomovirus & mandioca na Africa e na Asia
provavelmente ocorreram de forma separada devido a grande divergéncia entre
0s virus presentes em cada continente (DUTT et al., 2005) e (4) a ocorréncia
natural destes CMBs em diversas espécies silvestres locais como Jatropha
multifida e Ricinus communis (Euphorbiaceae), Hewittia sublobata
(Convolvulaceae), Laportea aestuans (Urticaceae) Senna occidentalis

(Fabaceae), Combretum confertum (Combretaceae) L. Leucana leucocephala
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(Fabaceae) (BOCK et al., 1981; ALABI et al., 2007, 2008) que podem ser 0s
hospedeiros naturais ou hospedeiros alternativos destes (MGBECHI-EZERI et al.,
2008).

A mesma hipétese pode ser aplicada para explicar o drastico aumento na
incidéncia de begomovirus em tomateiro no Brasil nos dltimos anos. Assim como
na Africa, (1) o tomateiro ndo é originario do Brasil, (2) os begomovirus isolados
de tomateiro apresentam, em alguns casos, alta similaridade na sequéncia
gendmica, incluindo eventos de recombinacdo com begomovirus isolados de
plantas daninhas como Sida sp. (CALEGARIO et al., 2007), (3) a deteccao natural
do mesmo isolado de begomovirus de tomateiro simultaneamente em planta
daninha e cultivada (FERNANDES et al., 2006) e (4) a capacidade de alguns
begomovirus isolados de plantas daninhas em infectar o tomateiro (HOFER et al.,
1997).

Especificamente no caso do tomateiro, a explosdo de begomovirus no
Brasil se deu apés a introducdo do biétipo B da mosca-branca, que se adaptou
bem as condi¢des de clima e ao hospedeiro (neste caso o tomateiro) e devido a
sua ampla gama de hospedeiros, foi a responséavel por introduzir no tomateiro, 0s
begomovirus presentes nas espécies daninhas (ANDRADE et al., 2006). Apesar
de a mandioca ser cultivada em todas as regifes do Brasil, fato similar ainda ndo
ocorreu. O que se especula é que a auséncia de begomovirus em mandioca na
América do Sul como um todo, € em parte devido a inabilidade dos bidtipos
americanos da mosca-branca B. tabaci em colonizar eficientemente a mandioca
(COSTA & RUSSELL, 1975; BELLOTTI & ARIAS, 2001). As espécies mais
comuns na mandioca nas Américas sao: Aleurotrachelus socialis, Aleurothrixus
aepim, Trialeurodes variabilis e Bemisia tuberculata (BELLOTTI, 2000; SCHIMITT,
2002). Contudo, existem relatos de B. tabaci biétipo B se alimentando em
mandioca em Cuba, na Republica Dominicana e em Tibau e Pau Branco (RN),
Brasil (VASQUEZ et al., 1995; BROWN et al., 1995, OLIVEIRA & LIMA, 2006).
Estes exemplos podem indicar uma adaptacéo gradual da B. tabaci a mandioca, e
pode futuramente causar a introducdo em mandioca de begomovirus presentes

em outras espécies, cultivadas ou nativas.
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Carabali et al., (2005) avaliaram a capacidade de populacdes de B. tabaci
biotiopo B de colonizar mandioca apds passaram por uma adaptacdo gradativa
em diferentes hospedeiros, iniciando por Phaseolus vulgaris, seguido por
Euphorbia pulcherrima e Jatropha gossypiifolia (espécies existentes no Brasil).
Individuos coletados no terceiro hospedeiro foram transferidos para uma cultivar
de mandioca, sendo capazes de se alimentar, ovipositar e estabelecer uma
populacdo, demonstrando que é plausivel que a mandioca possa representar,
num futuro préximo, um hospedeiro adequado para B. tabaci. Esta possibilidade
aumenta com o fato de se cultivar a mandioca em todo territério nacional durante

0 ano inteiro.

Begomovirus em plantas daninhas no Brasil

As plantas daninhas possuem grande importancia como agente biotico em
sistemas agricolas, condicionando uma série de fatores como inferéncias no
crescimento e produtividade, bem como, afetando o processo de producéo de
algumas culturas (AMARAL, 2006). Estas também podem funcionar como fonte
de in6culo de virus para plantas cultivadas, principalmente de begomovirus. Ja
foram constatadas pelo menos 10 espécies de plantas daninhas que funcionam
como hospedeiras de begomovirus na regido Nordeste. As espécies estudadas
foram coletadas nos estados de Alagoas, Pernambuco e Bahia com sintomas de
mosaico amarelo, deformacdo do limbo foliar e reducédo do crescimento. Estas
foram distribuidas em cinco familias botanicas: Malvaceae foram encontradas
malva-guanxuma (Sida rhombifolia), mela-bode (Herissantia crispa), mela-veludo
(Sidastrum micranthum) e malva (Sida spinosa); Euphorbiaceae, cansancéo
(Cnidoscolus urens); Fabaceae, carrapicho (Desmodium sp.); Capparaceae,
mussambé (Cleome affinis); e, Sterculiaceae, carrapicho (Triumfetta semitriloba) e
malva-sedosa (Waltheria indica). As espécies H. crispa, W. indica, T. semitriloba e
Desmodium sp. ainda nao tinham sido relatadas como hospedeiras desses virus
no Brasil e no mundo (ASSUNCAO et al., 2006). Esses resultados ampliam ainda
mais a gama de hospedeiras conhecidas para begomovirus, consideradas como

das mais amplas entre os fitovirus.

13



Em estudos recente, Arnaud et al., (2007) descobriram a presenca de
begomovirus em espécies de plantas invasoras das familias Amaranthaceae
(Amaranthus spinosus L. e A. viridis) e Asteraceae (Ageratum conyoides L. e
Bidens pilosa) na Serra do Ipiapaba, Ceara. As quatros espécies estudadas séo
encontradas frequentemente nas lavouras de tomateiros e observou-se a
presenca de mosca-branca em suas folhas, indicando a movimentagao do inseto
entre as espécies de plantas daninhas e cultivadas, neste caso o tomateiro.

Ambrozevicius et al., (2002), analisaram a variabilidade de geminivirus
infectando tomateiros e algumas plantas daninhas associadas na regido Sudeste
do Brasil, além do tomateiro, encontraram begomovirus em trés plantas daninhas:
Sidastrun micranthum, Blainvilla rhomboidea e um tipo selvagem de feijdo comum
(Phaseolus vulgaris). Os autores observaram que os isolados de begomovirus
extraidos das plantas de tomateiro e das plantas daninhas associadas
aproximavam-se filogeneticamente, sugerindo que os hospedeiros naturais tém
um importante papel como reservatério de espécies de begomovirus e que alguns
virus que infectam tomate estdo evoluindo de plantas daninhas, principalmente
por recombinacdes e pseudorecombinacdes. Diferentes solanaceas hospedeiras
de begomovirus e as daninhas figueira-do-diabo (Datura stramonium), joa-de-
capote (Nicranda physaloides) e bucho-de-ra (Physalis floridana) foram testadas e
observou-se suscetibilidade a begomovirus (RIBEIRO et al., 2003; SANTOS et al.,
2004). 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 (ToMMV), 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 virus
(ToCMV). Estes estudos mostram que existe uma grande diversidade de
begomovirus infectando plantas espontaneas e que futuramente poderiam vir a
infectar mandioca. Fato semelhante ocorreu com o ACMV na Africa, pois o
ACMV ndo é originario da mandioca, mas de planta daninha da Africa, e que
passou a infectar a mandioca algum tempo depois desta ter sido introduzida no
continente africano.

Estudos recentes com a planta daninha Cleome affinis coletadas em
diferentes estados do nordeste do Brasil (Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco e
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Sergipe) revelou através da analise do genoma A completo que apenas o Cleome
leaf crumple virus (CILCrV) estava presente nas amostras, porém multiplos
eventos de recombinacdo foram detectados entre eles, devido seu elevado grau
de variabilidade genética e natureza recombinante, o que sugere que C. affinis
pode agir como uma fonte de novos virus para plantas cultivadas (SILVA et al.,
2011). Outro estudo com begomovirus infectando plantas daninhas leguminosas
foi realizado em quatro estados do nordeste do Brasil e, pela analise de suas
sequéncias verificou-se que ocorriam nelas seis espécies virais, sendo quatro
espécies novas: o Centrosema yellow spot virus (CenYSV); Macroptilium yellow
vein virus (MaYVV); Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) e Macroptilium yellow
net virus (MaYNV). Cinco das espécies virais encontradas foram agrupadas com
outros begomovirus brasileiros, mas o Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) foi
agrupado com espécies de virus relatadas em outros paises da América Central
e do Sul. Fortes evidéncias de recombinacao foram encontradas entre os isolados
de MaYSV. Com esses resultados observa-se que as plantas daninhas
leguminosas podem ser reservatérios de varios begomovirus no Brasil, e pode
desempenhar um papel significativo nas epidemias de begomovirus, tanto como

fonte de in6culo como fonte de novos virus emergentes (SILVA et al., 2012).

Mecanismos de diversidade genética de begomovirus

A diversidade genética em populac¢des virais proporciona oportunidades
para adaptacdo a novos hospedeiros e as mudancas das condicbes ambientais
(MONCI et al.,, 2002). A América Latina é um dos principais centros de
diversidade de begomovirus, com as plantas daninhas sendo uma das principais
fontes de novos begomovirus (MORALES, 2010). Mutacdo, recombinacdo e
pseudo-recombinacdo sdo as principais fontes de variabilidade genética de virus
em plantas (GARCIA-ARENAL et al., 2003; SEAL et al., 2006).

A recombinacao envolve a troca de fragmentos de material genético entre
genomas, enquanto que na pseudo-recombinacéo ocorre a troca de componentes
gendmicos intactos entre virus bipartidos, gerando uma nova combinacdo de
componentes (Seal et al., 2006). A existéncia de dois componentes gendmicos na

maioria dos begomovirus possibilita 0 mecanismo de pseudo-recombinacao.
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A alta frequéncia de recombinacdo dos geminivirus pode ser explicada em
parte por uma possivel estratégia de replicacdo dependente de recombinacao
(PREISS & JESKE, 2003), pela ocorréncia frequente de infeccdes mistas
(TORRES-PACHECO et al., 1996; HARRISON et al., 1997; SANZ et al., 2000;
PITA et al., 2001; RIBEIRO et al.,, 2003), e pela infeccdo do nucleo de uma
mesma celula por mais de um begomovirus (MORILLA et al., 2004). A maior parte
dos estudos com begomovirus mostram que a recombinacdo é o fator
preponderante para explicar a grande variabilidade genética existente (PADIDAM
et al., 1999; PITA et al., 2001; RIBEIRO et al., 2007). A recombinac¢ao pode levar
a alteracbes gendmicas que influenciam tanto a replicacdo do virus quanto o
movimento e acumulo do mesmo. Essas alteracfes podem levar a diferenciacéo
na gama de hospedeiras e nos sintomas que o virus causa (SANTOS et al.,
2004).

Alguns trabalhos identificando geminivirus recombinantes ja foram
descritos com mandioca na Africa, com algoddo no Paquistdo, com pimenta no
México e com tomate no Brasil e América Central (DENG et al., 1997; TORRES-
PACHECHO et al., 1993; ZHOU et al., 1998; CALEGARIO et al., 2007). Nesses
casos, 0 virus recombinante obteve uma vantagem adaptativa, pois passou a
infectar novos hospedeiros em relacdo aos virus parentais, além de induzir
sintomas mais severos. Tais relatos evidenciam que recombinacdes
interespecificas tém originado uma significante diversidade entre os begomovirus
(PADIDAM et al., 1999).

A ocorréncia frequente de infec¢des mistas facilita a pseudo-recombinacgéo
e recombinagdo, em mandioca, pelo menos em dois casos foi demonstrada a
emergéncia de novas espécies como consequéncia direta desses mecanismos
(ZHOU et al., 1997; FONDONG et al., 2000). Um recombinante entre o DNA-A do
ACMV e do East African cassava mosaic virus (EACMYV), denominado EACMV-
UG2, e um DNA-B pseudo-recombinante foram associados com a epidemia
severa que atingiu diversos paises da Africa Sub-Sahariana ao longo da década
de 1990 (LEGG & THRESH, 2000; PITA et al., 2001). Na Tanzénia, todas as sete
espécies de begomovirus que infectam mandioca ja foram relatadas
(NDUNGURU et al., 2005). Diversos eventos de recombinagcao foram detectados
entre as estirpes TZ1 e TZ7 do East African cassava mosaic Cameroon virus
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(EACMCV) pela analise de suas sequéncias. A variabilidade genética da
populacdo viral foi analisada também com base no DNA-B de isolados de
EACMV, o que também indicou a existéncia de diversos eventos de
recombinacdo. Os resultados indicam que a regido central do continente africano
€ um centro de diversidade genética viral para begomovirus (NDUNGURU et al.,
2005).

Andrade et al. (2006) descreveram a espécie Tomato yellow spot virus (ToYSV)
em tomate, mas que filogeneticamente estava proxim aos virus isolados de Sida
sp. (SiMoV, SImMV e SiYMV). Apesar disso, o ToYSV foi capaz de formar
pseudo-recombinantes com virus de tomate. Pseudo-recombinantes infectivos
formados entre o0 DNA-A de ToYSV e o DNA-B de Tomato crinkle leaf yellows
virus (TCrLYV) induziram sintomas severos em N. benthamiana. Esse potencial
para formar pseudo-recombinantes foi, em parte, atribuido ao fato de que a
origem de replicagdo de ambos 0os componentes possui a sequéncia do sitio de
ligacdo da Rep idéntica. Contudo, esse ndo foi o caso para outro pseudo-
recombinante viavel formado entre o DNA-A de Tomato golden mosaic virus
(TGMV) e o DNA-B de ToYSV, os quais possuem a sequéncia do sitio de ligacao
da Rep diferente. Estes resultados reforcam a idéia que a formacdo de pseudo-
recombinantes viaveis ndo se baseia apenas nas relacdes filogenéticas e nas

sequéncias conservadas dos itrons.
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CAPITULO 1

IDENTIFICA(;AO MOLECULAR PARCIAL DE BEGOMOVIRUS
INFECTANDO Manihot esculenta E PLANTAS DANINHAS
ASSOCIADAS A CULTURA

Artigo a ser submetido, formatado de acordo com as normas da revista Tropical
Plant Pathology.
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ABSTRACT

The Begomovirus (Fam. Geminiviridae) includes species that have circular single-
stranded DNA genome. The begomoviruses have economic importance because
of the high losses caused, mainly in tropical and subtropical regions. In addition,
several species of begomoviruses have been isolated from weeds plants and
these plants could act as a natural reservoir. Diseases caused by them in Brazil
reached higher levels of incidence and severity after introduction of biotype B of
the whitefly (Bemisia tabaci). The whitefly has a wide host range, facilitating the
transfer of begomoviruses from weeds to cultivated plants. Begomoviruses were
detected in four plants of cassava in Bahia. The presence of begomoviruses in
cassava in Brazil was not reported until now, making its characterization
necessary. The partial sequence of DNA-A of the isolates obtained from these
plants indicated the presence of two species possible. The isolates BGV-90 and
BGV-1209 share 93 and 95 % identity with Leonurus mosaic virus (LeMV),
respectively. The isolates BGV-520 and BGV-1363 share 95 and 90 % identity
with Passionfruit severe leaf deform virus (PSLDV). Partial molecular identification
of begomoviruses in weeds associated with cassava indicated a large number of
species. In twelve samples, we found possibly six species already described in
Brazil and two isolates, P-175 and P-271 could represent new species. The
detection of LeMV in Leonurus plants and two species of passion fruit show that
the virus is present in cassava plantations. Furthermore, the analyzes show that
passion fruit can be host of both virus, LeMV and PSLDV.

Keywords: Cassava, Geminivirus, detection.
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INTRODUCAO

O género Begomovirus pertence a familia Geminiviridae, e inclui as
espécies economicamente mais importantes (Stanley et al., 2005). Os geminivirus
possuem um genoma de DNA fita simples circular de aproximadamente 2.600
nucleotideos, encapsidados em uma particula icosaédrica geminada (Stanley et
al., 2005). O género Begomovirus inclui os virus com um ou dois componentes
gendmicos que infectam plantas dicotiledoneas e sao transmitidos pela mosca-
branca, Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) (King et al., 2012).

Os begomovirus possuem grande importancia econdémica, principalmente
em regides tropicais e subtropicais, sendo uma das maiores ameacas a
agricultura nestas regides (Morales & Anderson, 2001; Monci et al., 2002,
Briddon, 2003; Were et al., 2004). A emergéncia de novas espécies de
begomovirus infectando tomateiros nas Américas (Polston & Anderson, 1997,
Ribeiro et al., 2003; Morales & Jones, 2004;) veio ressaltar de forma dramatica o
impacto causado por esses patdgenos a agricultura.

No caso do tomateiro, a explosdo de begomovirus no Brasil se deu apdés a
introducdo do bidtipo B da mosca branca, que se adaptaram bem as condicfes de
clima e ao tomateiro, devido a sua ampla gama de hospedeiros, foi a responsavel
por introduzir no tomateiro, os begomovirus presentes nas espécies silvestres e
daninhas nativas (Andrade et al., 2006).

Fato similar ocorreu com a mandioca na Africa, atualmente hospedeira de
um complexo de begomovirus que causam o0 mosaico da mandioca (Cassava
Mosaic Disease, CMD). Apesar da mandioca ser originaria do Brasil e cultivada
em todas as regides do pais, fato similar ainda ndo ocorreu. A auséncia de
begomovirus em mandioca na América do Sul parece ser devida a inabilidade da
mosca-branca, B. tabaci em colonizar eficientemente a mandioca (Costa &
Russell, 1975; Bellotti & Arias, 2001). Contudo, ha relatos de colonizacdo de
mandioca pelo bidtipo B de B. tabaci no Brasil e em paises da Ameérica Central
(Oliveira & Lima, 2006; Vasquez et al.,, 1995; Brown et al., 1995), bem como
estudos que demonstram a capacidade de populacdes de B. tabaci provenientes
de hospedeiros alternativos em se adaptar a mandioca (Carabali et al., 2005).
Estas evidéncias permitem afirmar que a mandioca pode futuramente ser um

hospedeiro adequado para B. tabaci, e a partir deste evento, possa-se iniciar a
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introducdo de begomovirus presentes em espécies cultivadas ou daninhas na
cultura da mandioca.

Recentemente, quatro acessos (90, 520, 1209 e 1363) do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG-mandioca) de Cruz das Almas, apresentando sintomas de
infecgdo viral foram analisados por RCA-PCR, confirmando a presenca de
begomovirus nestes acessos, um fato inédito no Brasil. Diante desta descoberta,
0 objetivo deste trabalho foi realizar a identificacdo molecular parcial deste(s)
begomovirus, bem como identificar begomovirus presentes em plantas daninhas

associadas a cultura da mandioca.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta e extracdo de DNA de mandioca

Foram coletados em 2012 amostras foliares de cinco acessos de mandioca
(90, 520, 1209 e 1363) que fazem parte do Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
da Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF) (Tabela 1). Todos os acessos
apresentavam sintomas de infeccéo viral (Figura 1).

O DNA total foi extraido seguindo a metodologia proposta por Dellaporta et
al., (1983). Cerca de 0,5 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido. O
tecido triturado foi transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL contendo
750 pl de tampéao de extracao (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM de NaCl, 50 mM
de EDTA, 10 mM 2-mercaptoetanol, 20% de SDS). O tubo foi agitado em vortex
durante 2 minutos e incubado a temperatura de 65°C durante 15 min.
Subsequentemente, 1 volume (V) de cloroférmio:alcool iso-amilico (24:1) foi
adicionado a cada tubo. Em seguida agitou-se por 2 minutos, centrifugou-se a
10.000 rpm durante 10 minutos, e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo. O DNA foi precipitado pela adicAo de um volume de isopropanol e
centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos. O sedimento foi lavado com 500
uL de etanol a 70%, e ressuspendido em 100 pL de TE (Tris-HCI 10nM, pH 8,0;
EDTA 1mM) com RNase A. A qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em
gel de agarose 1 %.

Figura 1: Acessos de mandioca do BAG com suspeita de infec¢do por begomovirus. (A)
BGM - 90, (B) BGM - 520, (C) BGM — 1209, (D) BGM — 1362, (E) BGM - 1363.
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TABELA 1: Acessos de mandioca infectados com

durante o desenvolvimento deste trabalho.

begomovirus analisados

Acessos Variedade Origem
BGM - 90 Hibrido 049/71A Itabuna-BA
BGM - 520 Vassourinha 1 Vigcosa-MG
BGV-1209 Dinheiro lapoc-AP
BGV - 1362 Cambadinha Desterro-PB
BGV - 1363 Sem nome Desterro-PB

Coleta e extragcdo do DNA de plantas daninhas

Foram coletadas 23 plantas daninhas presentes em plantios de mandioca
em dois estados do Brasil: sendo 18 (dezoito) na Bahia (Cruz das Almas e Vitéria
da Conquista) e 5 (cinco) no Parana (Paranavai). Todas as plantas apresentavam
sintomas tipicos de infeccado por begomovirus, incluindo clorose, distor¢ao foliar,
mosaico e clareamento das nervuras (Figura 2).

O DNA total foi extraido utilizando o protocolo descrito por Doyle & Doyle
(1987). Macerou-se cerca de 300 mg de folha em almofariz na presenca de
nitrogénio liquido, transferindo-se em seguida para microtubos de 2,0 mL. Em
seguida adicionou 1000 mL do tampéao de extracdo (2% CTAB; 1,4 M NacCl; 0,1 M
Tris-HCI (pH 8,0); 20 mM EDTA, pH 8,0; 1% polivinilpirrolidona; 0,4% 2-
mercaptoethanol), homogeneizou em vortex suavemente durante 5 minutos e
incubou em banho-maria a 65°C por 15 minutos. Posteriormente, adicionou-se
700 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), a amostra foi misturada até formar
uma emulsdo que foi entdo centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo, adicionou-se novamente 700 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguido por uma homogeneizacdo e
centrifugacéo por 10 minutos a 10.000 rpm. O DNA foi precipitado pela adicado de
450 pL de alcool isopropilico gelado, seguido da centrifugagdo por 10 minutos a
10.000 rpm. O DNA foi ressuspendido em 600 pL de tampéo TE (Tris-HCI 10 nM,
pH 8,0; EDTA 1mM), seguido pela adicdo de 200 pyL de acetato de amoénio a 7,5
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M, homogeneizado suavemente por inverséao e incubado no gelo por 15 minutos.
Em seguida realizaou-se uma centrifugacdo por 15 minutos a 10.000 rpm, o
sobrenadante transferido para novos tubos. Adicionou-se 800 pL de etanol
absoluto e incubou-se por 1 hora a - 20°C. Ap6s uma centrifugacdo por 10
minutos a 10.000 rpm o pellet foi lavado duas vezes com 500 pL etanol 70% e
ressuspendido em 100 puL de TE com RNAse e incubou em estufa a 37°C por 1

hora, e o DNA armazenado a — 20°C.

Figura 2: Plantas daninhas apresentando sintomas de mosaico amarelo, redugéo
foliar e bolhosidade em decorréncia da infec¢do por begomovirus. (A) Ipomea, (B)
Leonurus e (C) Solanum.

Amplificacdo do DNA via RCA

O DNA total extraido de plantas de mandioca e plantas daninhas foi
utilizado para a amplificagcdo do DNA gendmico de begomovirus pela técnica de
amplificagcdo por circulo rolante (RCA) utilizando-se o Kit lllustra Templiphi
amplification Kit (GE Healhtcare), como segue: em um microtubo foram
adicionados 1 pL do DNA total, 5 uL do tampdo de amostra, em seguida
aguecidos a 95 °C durante 3 minutos, sendo transferidas imediatamente para o
gelo. Em seguida foram adicionados 5 pL de tampédo de reacédo e 0,2 uL de
mistura contendo a polimerase (DNA polimerase Phi29) e hexameros aleatérios.
A reacdo foi incubada por 18 horas a 30°C, seguido da inativacdo da enzima a
65°C por 10 minutos. A qualidade e uma estimativa da quantidade dos produtos

de RCA foram analisadas por eletroforese.
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Amplificagédo do fragmento viral por PCR

A deteccdo da presenca de begomovirus nas amostras de mandioca e
plantas daninhas foi realizada via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizando primers universais para begomovirus, PALv1978 e PARc496 (ROJAS et
al., 1993). Inicialmente utilizou-se como molde o DNA total (100 ng), entretanto
devido a ineficiente amplificacdo do fragmento por PCR com o DNA total, passou-
se a utilizar o DNA viral amplificado por RCA como molde para as reacdes de
PCR. A presenca de um fragmento esperado de 1100 pb foi confirmada por meio
de eletroforese em gel de agarose a 1 % em TAE 0,5 X. O fragmento ampllificado
foi entdo purificado do gel de agarose utilizando o Kit llustra PCR and GEL
purification (GE Healhtcare) de acordo com as especificacdes do fabricante. A
qualidade e concentragdao do DNA foram avaliadas em gel de agarose a 1%.

Sequenciamento e analise gendmicas

Os fragmentos de PCR, foram purificados e sequenciados na Macrogen
Inc. (Coréia do Sul) utilizando os primer PALv1978 (F) e PARc496 (R). A
sequéncia consenso de cada isolado foi obtida pelo alinhamento das sequéncias
F e R geradas pelo programa SegAssem. O programa Blastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foi utilizado para a identificacdo de
sequéncias similares no banco de dados, GenBank. As sequéncias parciais de
nucleotideos do DNA-A dos diferentes isolados virais foram analisadas,
comparadas entre si e alinhadas utilizando o programa Clustal W (Thompson et
al., 1994). Arvores filogenéticas foram construidas com o programa MEGA 5
(Tamura et al., 2011), usando o algoritmo de Neighbor-Joining com 10000

bootstrap de repeticoes.
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RESULTADOS

Identificacdo molecular parcial de begomovirus presentes em Manihot
esculenta

Durante o processo de indexacdo do BAG de mandioca do CNPMF
realizado em 2009, nos acessos 90, 520, 1209, 1362 e 1363 (Hibrido 049/71A,
Vasourinha 1, Dinheiro, Mandioca cambadinha e sem nome) foi possivel detectar
0 virus do mosaico comum (Cassava commom mosaic virus, CsCMV) em todos
0S cinco acessos, através da ELISA-indireto, do virus do mosaico das nervuras
(Cassava vein mosaic virus, CsVMV) nos acessos 520, 1209, 1362 e 1363 e

fitoplasma nos acessos 520, 1209, 1362, via técnica da PCR.

Além destes patogenos, foi detectado por RCA-PCR a presenca de
begomovirus nestes cinco acessos, fato ainda ndo relatado no Brasil. Visando a
identificacdo molecular e a consequente identificacdo da(s) espécie(s) de
begomovirus presentes, foi feito a amplificacdo do DNA gendmico destes virus

pela técnica de amplificagdo por circulo rolante (RCA) (Figura 3A).

Entretanto, devido a dificuldades no processo de clonagem (baixa
guantidade de DNA viral amplificado que dificultava o processo de digestdo por
enzima de restricdo), optou-se por utilizar o DNA viral amplificado por RCA como
molde para a obtencdo de um fragmento do genoma viral via PCR. A regiado
gendmica amplificada para a andlise corresponde a parte do gene que codifica a
proteina associada a replicacdo (Rep), a regido comum e parte da proteina
capsidial (CP).

Utilizando o DNA viral amplificado via RCA como molde na reagdo de PCR
foi possivel amplificar um fragmento de aproximadamente 1100 pb dos cinco
isolados de mandioca: 90, 520, 1209, 1362 e 1363 (Figura 3B). Os fragmentos
foram purificados e sequenciados, exceto o isolado do acesso 1362 cuja
sequéncia nao tinha boa qualidade e ndo foi utilizada neste trabalho. As
sequéncias dos isolados passaram a ser denominados de BGV-90, BGV-520,
BGV-1209 e BGV-1363.
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Figura 3: (A) Amplificacdo do DNA gendmico de begomovirus via RCA (seta) dos
acessos de mandioca sintométicas. (B) Amplificagdo por PCR de um fragmento
de aproximadamente 1100 pb utilizando o DNA amplificado por RCA dos acessos
de mandioca. M, marcador de peso molecular 1 Kb, (-) controle negativo, (+)
controle positivo oriundo de uma planta daninha.

A analise comparativa das sequéncias mostrou que os isolados BGV-90 e
BGV-1209 possuem uma identidade de 96% entre si, enquanto que os isolados
BGV-520 e BGV-1363 compartilham identidade de 91% (Tabela 2). Em
contrapartida, os isolado BGV-90 e BGV-1209 apresentou 74% e 78% de
identidade com os isolados BGV-520 e BGV-1363, respectivamente.

Considerando a sequéncia parcial de nucleotideos do DNA-A e usando o
programa BLASTn para a busca de sequéncias similares no GeneBank, os
isolados BGV-90 e BGV-1209 apresentaram uma alta identidade com o Leonurus
mosaic virus (LeMV) e Tomato yellow spot virus (ToYSV), com 95/94% e 93/92%,
respectivamente (Tabela 2). Ao realizar a comparacdo das sequéncias dos
isolados BGV-520 e BGV-1363 com as disponiveis no banco de dados
(GenBank), estes apresentaram maior identidade com o Passionfruit severe leaf

distortion virus (PSLDV), com 95 e 90 %, respectivamente (Tabela 2).

Os isolados em estudo provavelmente pertencem as espécies proximas
pela identidade apresentada. De acordo com o 9° relatorio do ICTV, isolados cuja
identidade de sequéncias do DNA-A completo seja superior a 89% séo
considerados da mesma espécie (King et al., 2012). Porém pelo fato de termos
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apenas sequéncias parciais, ndo podemos afirmar que os isolados BGV 90/BGV-

1209 e BGV-520/BGV-1363 séo isolados de uma mesma espécie. Da mesma

forma, ndo é possivel afirmar que os isolados BGV 90/BGV-1209 e BGV-
520/BGV-1363 sejam isolados do LeMV/ToYSV e PSLDV, respectivamente.

TABELA 2: Percentual de identidade entre sequéncias parciais de nucleotideos
do DNA-A dos begomovirus presentes nos acessos de mandioca e outras
espécies de begomovirus.

BGV 90 BGV-520 BGV-1209 BGV-1363
BGV 90 -
BGV-520 74 -
BGV-1209 96 78 -
BGV-1363 74 91 78 -
LeMV 93 56 95 55
SiMoV 75 58 79 54
SiMMV 75 58 79 54
OMoV 75 58 79 55
EuMV 50 52 51 47
CiLCrV 60 54 60 51
ToYSV 92 74 94 74
ToRMV 71 57 70 54
ToYVSV 65 66 66 63
ToMLCV 62 83 62 84
PSLDV 74 95 78 90
PYMPV 58 78 57 75
ACMV 58 54 51 50
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Andlises filogenéticas baseadas na sequéncia parcial de nucleotideos do
DNA-A permitiu agrupar os isolados de acordo com a regido geografica e com
base em seus hospedeiros. Esta analise indicou que os isolados de mandioca
formaram dois grupos distintos (Figura 4). Os isolados BGV-90 e BGV-1209 foram
colocados em um grupo, com 99 % de valor de boostrap, que inclui dois
begomovirus infectando plantas daninhas: Leonurus no Brasil e Paraguai (LeMV)
e Sida no Brasil (SiMoV) e dois begomovirus infectando plantas cultivadas no
Brasil: ToYSV, que infecta tomateiro e Okra mottle virus (OMoV), que infecta
quiabo. Os isolados BGV-520 e BGV-1363 formaram outro grupo, com 96 % de
valor de boostrap, se posicionando proximo ao PSLDV e com outros begomovirus
isolados de plantas cultivadas, especialmente solanaceas, encontrados na
América do Sul e Central e um begomovirus infectando planta daninha do género
Sida (Sida yellow mosaic virus, SiYMV).
As sequéncias gendmicas parciais dos isolados de mandioca quando
comparadas entre si revelaram que provavelmente se tratam de duas espécies

distintas, uma presente nos acessos 90 e 1209 e outra nos acessos 520 e 1363.

38



93— BGV90
34 L BGV1209

100 KC683374_LeMV
a9 DQ336350_ToYSV
AY090555_SiMoV
91 300 — AJ557450_SIMMV
5L EFU914817_OMoV
AF291705_ToRMV
HE814065_ACMV
EF417915_ToYVSV
Y15034_PYMPV
JF803249_ToMLCV
BGV520
FJ972767_PSLDV
BGV1363
FN435999_CILCrV
FN435997_EuMV

1

36

36

33

100

Figura 4. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento da sequéncia parcial
do DNA-A dos isolados de mandioca e outras espécies de begomovirus de
diferentes hospedeiros. Foi utilizado o programa Mega 5.0 (Tamura et al., 2011),
método “Neighbor-Joining” e bootstrap com 10000 repetigdes.

Identificacdo molecular parcial de begomovirus infectando plantas daninhas
associados a cultura da mandioca

Diante de inumeras evidéncias de que atualmente o0s begomovirus
presentes nas plantas cultivadas tem sua origem nas plantas daninhas, foram
coletadas plantas daninhas apresentando sintomas tipicos de begomovirus em
cultivos de mandioca nos estados brasileiros da Bahia e Parana. No total, vinte e
trés amostras de plantas daninhas foram coletadas e testadas, detectando
begomovirus em dezenove amostras. Neste trabalho foram utilizadas treze
amostras, cujo fragmento do genoma sequenciado apresentou boa qualidade

para as analises (Tabela 3).
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Tabela 3: Plantas daninhas coletadas em regides produtoras de mandioca, e

avaliadas neste trabalho.

ISOLADOS NOME HOSPEDEIRO FAMILIA LOCALIZACAO | ANO
COMUM
Macroptilium Cruz das
1. P-144 Siratro atropurpureum Fabaceae Almas-BA 2011
(DC.) urb.
2. P-145 Mussambé Cleome Cleomaceae Cruz das 2011
gynandra L. Almas-BA
3. P-146 L= d,e B Lgo_n_urus Lamiaceae Paranavai-PR | 2011
Macaé sibiricus
Picao- Blainvillea Cruz das
4. P-173 acmella (L.) Asteraceae 2011
grande o Almas-BA
philipson
Corda — de I[pomoea Cruz das
5. P-175 _ viola purpurea Convolvulaceae Almas-BA 2011
. Euphorbia : Cruz das
6. P-176 Leiteira heterophylla L. Euphorbiaceae Almas-BA 2011
Passiflora Livramento de
7.P-269 Maracuja ; Passifloraceae | Nossa Senhora- | 2013
edulis
BA
Nao N&o . " Vitéria da
8.p-270 identificada identificada N&o identificada Conquista-BA 2010
9. P-271 Malva S_ldastrum Malvaceae V'tor.'a da 2010
micranthum Conquista-BA
10.P-273 Maracuja P_as_sﬁlora Passifloraceae Vltor_la da 2010
cincinnata Conquista-BA
11. P-275 | Guanxuma Si.da. Malvaceae Paranavai-PR | 2011
; rhombifolia L.
12. P-276 | Guanxuma Sida Malvaceae Paranavai-PR | 2011
' rhombifolia L.
13. P-278 Leiteira EUPTDAYE Euphorbiaceae Paranavai-PR | 2011

heterophylla L.

O DNA total extraido das amostras de plantas daninhas foi utilizado para a

amplificacdo do genoma via RCA (Figura 5A), que por sua vez, foi utilizado como
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molde nas reacdes de PCR, sendo possivel amplificar um fragmento de
aproximadamente 1100 pb (Figura 5B), que foi sequenciado.

Andlises comparativas da sequéncia parcial do DNA-A dos isolados em
estudo com o banco de dados (GenBank), indicou que os treze isolados
provavelmente correspondem a seis diferentes espécies de begomovirus, visto
gue os valores de identidade estdo entre 93 e 99%, com excec¢éo dos isolados P-
175 e P-271, que apresentaram valores abaixo de 89%, e com isso podem

representar novas espécies (Tabela 4).

O isolado P-144 de Macroptilium atropurpureus correspondeu a um isolado
de Cowpea golden mosaic virus (CGMV), com 94% de identidade com o DNA-A
de um isolado CGMV do Brasil.

O isolado P-145 obtido de Cleome gynandra L., correspondeu ao isolado
Cleome leaf crumple virus (CILCrV), com 93% de identidade com um isolado
CILCrV do Brasil. Recentemente, um novo begomovirus, Cleome leaf crumple
virus (CILCrV) foi encontrado infectando plantas daninhas do género Cleome no
estado do Mato Grosso do Sul (Paprotka et al., 2010).

Os isolados P-146 (Leonurus sibiricus), P-269 (Passiflora edulis), P-270
(hospedeiro ndo identificado) e P-273 (Passiflora cincinnata) apresentaram maior
identidade de sequéncia com LeMV, com 94%, 94%, 95% e 94%,
respectivamente. Esta informacéo reforca a hipétese de que o BGV-90 e BGV-
1209 possam realmente ter como hospedeiras o L. sibiricus e alguma espécie de
maracuja, possivelmente uma espécie de maracuja selvagem. Neste contexto, 0
maracuja pode também ser o hospedeiro dos isolados BGV-520 e BGN 1363 que
apresentam alta identidade com o PSLDV, uma espécie de begomovirus
identificado em maracujia, mas que apresenta maior identidade de sequéncias

com begomovirus de tomateiro (ToCMoV e ToYSV) (Ferreira et al., 2010).

O isolado P-173 de Blainvillea acmella, correspondeu ao isolado Blainvillea
yellow spot virus (BIYSV), com 96% de identidade. Os isolados P-176 e P-278
obtidos de Euphorbia heterophylla tiveram alta identidade com o isolado

Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV), com 99% e 96% de identidade,
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respectivamente. Os isolados P-275 e P-276 oriundos de Sida rhombifolia L.,

apresentaram maior identidade com SiIMMV, com 97% e 93%, respectivamente.

1,5Kb
1Kb

Figura 5: (A) Amplificacdo do DNA genémico de begomovirus (seta) via RCA das
plantas daninhas sintomaticas. (B) Amplificacdo por PCR do fragmento de
aproximadamente 1100 pb das plantas daninhas coletadas em areas de cultivo de

mandioca. M, marcador de peso molecular 1 Kb.

TABELA 4: Espécies de begomovirus que apresentaram maior identidade com os
isolados de begomovirus presentes nas plantas daninhas coletadas em cultivo de
mandioca e nos acessos de mandioca analisados.

SOLADO BEGOMOVIRUS COM | ACESSOS | ACESSOS
MAIOR IDENTIDADE 90/1209 520/1363
P-144 CaGMV (94%) 67/69% 62/64%
P-145 CILCrV (93%) 66/67% 64/63%
P-146 LeMV (94%) 93/98% 66/67%
P-173 BIYSV (96%) 50/50% 54/50%
P-175 CILCrV (82%) 61/59% 52/51%
P-176 EuYMV (99%) 64/60% 63/58%
P-269 LeMV (94%) 92/98% 65/68%
P-270 LeMV (95%) 95/98% 68/69%
P-271 SICmMV (81%) 79/75% 69/69%
P-273 LeMV (94%) 89/97% 65/66%
P-275 SIMMV (97%) 70/75% 69/62%
P-276 SIMMV (93%) 72/76% 66/63%
P-278 EuYMV (96%) 58/61% 63/56%
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O isolado P-175 de Ipomoea purpurea € uma possivel representante de
uma nova espécie, que foi mais estritamente relacionada com o isolado CILCrV
(82% de identidade). Uma outra possivel nova espécie € representada pelo
isolado P-271 de Sidastrum micranthum, que foi mais relacionada ao isolado Sida
commom mosaic virus (81% de identidade). Entretanto, para se confirmar que
estes dois isolados correspondem mesmo a novas espécies sera necessario obter
a sequéncia completa do DNA-A, e esta devera possuir menos que 89% de

identidade com espécies ja caracterizadas (King et al., 2012).

A partir das analises filogenéticas, os isolados detectados nas plantas
daninhas foram posicionados em cinco grupos distintos (Figura 6). Os isolados
presentes no grupo | (P-175, P-145) se agruparam apenas com o CILCrV, em um
ramificacdo distante do restante das espécies, indicando que estes dois isolados
tem um relacionamento com o CILCrV, apesar do isolado P-175 apresentar uma
menor identidade a nivel de sequéncia. De forma similar, os isolados presentes
no grupo Il (P-176 e P-278) se agruparam apenas com o EuYMV, evidenciando

um maior distanciamento dos outros.

No grupo lll, encontram-se os isolados P-275 e P-276, junto a begomovirus
isolados do tomateiro (ToORMV e ToSRV), mas que ja foram detectados
naturalmente infectando plantas daninhas (Fernandes et al., 2006; Barbosa et al.
2009), além do SiIMMV, isolado de S. micranta.

O grupo IV incluiu os isolados P-146, P-269, P-270, e P-273, os
identificados em mandioca (BGV-90 e BGV-1209), o ToYSV que apesar de
também ter sido identificado em tomateiro, originou-se de um evento de
recombinacdo entre um virus proveniente de Sida e um outro parental ainda
desconhecido (Andrade et al., 2006).

O grupo V encontra os isolados P-144 e P-173 com outros begomovirus
que foram isolados das mesmas espécies de plantas daninhas que eles foram,
evidenciando que estas espécies sao especificas dessas plantas. O Unico isolado
que foi posicionado em um ramo isolado foi o P-271, que estd proximo ao
SiCmMV, que também foi isolado de Sida. Este fato reforca a possibilidade de se

configurar em uma nova espécie de begomovirus.
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Figura 6: Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento da sequéncia parcial
do DNA-A dos isolados de begomovirus de plantas daninhas, de mandioca e com
outras espécies de begomovirus de diferentes hospedeiros. Foi utilizado o
programa Mega 5.0 (Tamura et al., 2011), método “Neighbor-Joining” e bootstrap
com 10000 repeticbes. Begomovirus usados nas andlises (Silva et al., 2012):
Blainvillea yellow spot virus (BIYSV); Cleome leaf crumple virus (CILCrV);
Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV); Okra mottle virus (OmoV); Passionfruit
severe leaf distortion virus (PSLDV); Sida common mosaic virus (SiCmMV); Sida
mosaic Brazil virus (SiMBV); Sida micrantha mosaic virus (SiMMV); Sida mottle
virus (SiMoV); Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV); Sida yellow mosaic virus
(SIYMV); Soybean blistering mosaic virus (SoBIMV); Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV); Tomato common mosaic virus (ToCmMV); Tomato golden mosaic
virus (TGMV); Tomato rugose mosaic virus (ToORMV); Tomato severe rugose
(ToSRV); Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV); Macroptilium golden mosaic
virus (MaGMV); Pepper golden mosaic virus (PepGMV); Rhyncosia golden mosaic
Sinaloa virus (RhGMSV); Squash mild leaf curl virus (SQMLCV); Euphorbia
mosaic virus (EuMV); Cowpea Golden mosaic virus (CaGMV); Tomato mottle leaf
curl virus (ToOMLCV); Tomato yellow spot virus (ToYSV); Tomato yellow vein
streak virus (ToYVSV); Potato yellow mosaic Panama virus (PYMPV); Potato
yellow mosaic virus (PYMV); Cabbage leaf curl virus (CaLCuV); Cabbage leaf curl
Jamaica virus (CaLCuJV); Tomato mild vyellow leaf curl Aragua virus
(ToMYLCAYV); Cotton leaf curl virus (CLCrV); Corchorus yellow spot virus
(CoYSV).
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DISCUSSAO

O presente trabalho descreve pela primeira vez no Brasil a identificacao
molecular parcial de begomovirus isolado de mandioca. Apesar dos begomovirus
no Brasil serem um grande problema fitossanitario nas culturas do tomateiro e do
feijoeiro, a identificacdo de geminivirus em outros hospedeiros, como a mandioca,
€ de grande importancia. Isso demonstra a rapida evolucdo e adaptacdo das
espécies dessa familia a novos hospedeiros. Isso também pode ser um indicio de
que o biétipo B de Bemisia tabaci presente no Brasil estd se adaptando a
mandioca. Estudos demonstram a capacidade de populacdes B. tabaci
provenientes de hospedeiros alternativos em se adaptar a mandioca (Carabali et
al., 2005).

A analise das sequéncias parciais do DNA-A dos isolados BGV-90 e BGV-
1209 apresentaram maior identidade com o LeMV, um begomovirus presente em
plantas daninhas e cultivadas. Leonurus mosaic virus — LeMV é, até o presente
momento, a Unica espécie de Begomovirus formalmente registrada nesta
hospedeira no Brasil (Faria & Maxwell, 1999; Colariccio et al., 2007). Ele foi o
begomovirus mais frequente nas amostras coletadas em areas com plantios de
mandioca. Estes dados reforcam a capacidade de begomovirus em se adaptar a
diferentes hospedeiros, visto que a mandioca, o0 Leonurus e 0O maracuja
pertencem a familias botanicas distintas. A possibilidade de que begomovirus
passem a ser um grande problema fitossanitario em plantas de mandioca num
futuro proximo ndo deve ser descartada.

Os isolados BGV-520 e BGV-1363 mostraram alta identidade de sequéncia
com PSLDV (95% e 90%), virus recentemente encontrado infectando
maracujazeiro no Brasil. O PSLDV infecta com tanta eficiéncia espécies de
solanaceas, mas ndo o tomateiro, sugerindo que durante o processo evolutivo ele
pode ter se adaptado ao maracujazeiro e/ou perdido a capacidade de infectar o
tomateiro (Ferreira et al., 2010). Fato similar pode ocorrer com begomovirus em
mandioca no Brasil.

As 13 espécies de plantas daninhas constatadas como hospedeiras de
Begomovirus neste trabalho estdo distribuidas em oito familias botanicas:

Fabaceae, Cleomaceae, Lamiaceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae,
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Passiloraceae e Malvaceae. A infeccdo por Begomovirus tém sido considerada
muito frequente na maioria dessas espécies. Neste trabalho detectou-se seis
espécies diferentes de Begomovirus nas plantas analisadas. Resultados similares
ja foram encontrados, espécies de plantas invasoras das familias Malvaceae,
Euphorbiaceae, Lamiaceae, Cleomaceae e Fabaceae tém sido relatadas como
hospedeiras de begomovirus em varios paises (Morales & Anderson, 2001),
inclusive no Brasil (Assuncéo et al., 2006).

Plantas daninhas tém chamado a atencdo de pesquisadores porque
servem como reservatérios para varios geminivirus e, assim, atuam como
hospedeiros adequados para recombinacdo génica dos virus. Como muitas
plantas daninhas sdo perenes, elas podem manter populacbes virais na
entressafra (Assuncao et al., 2006).

Em estudos recentes com plantas de Cleome e plantas daninhas
leguminosas da familia Fabaceae observou-se fortes evidéncias de eventos de
recombinacdo entre os virus estudados. No trabalho com a Cleome affinis,
apenas um virus (Cleome leaf crumple virus, CILCrV) foi encontrado, porém
multiplos eventos de recombinacdo foram detectados, sugerindo que C. affinis
pode agir como uma fonte de novos virus para as plantas cultivadas (Silva et al.,
2011). Ja no estudo com daninhas leguminosas seis espécies virais foram
encontradas, sendo quatro espécies novas e ainda evidéncias de recombinacao.
Os resultados indicam que as plantas daninhas leguminosas da familia Fabaceae
sdo reservatorios de varios begomovirus no Brasil, e podem desempenhar um
papel significativo nas suas epidemias tanto como fonte de indculo quanto como
fontes de novos virus (Silva et al., 2012).

A deteccdo de isolados de begomovirus com elevada identidade com o
LeMV tanto nas plantas daninhas como nas cultivadas (maracuja) coletadas em
areas de mandioca, evidéncia que estes virus estdo proximos a mandioca, e que
a mosca-branca, mesmo que de forma isolada, € capaz de introduzi-los.

A identificacdo molecular parcial de begomovirus presentes em plantas
daninhas coletada em plantios de mandioca reforca dados de levantamentos ja
realizados no Brasil, de que existe uma grande diversidade de espécies de
begomovirus infectando estas plantas, e que tem sido introduzido em espécies
cultivadas pela mosca-branca. Diferentes espécies de plantas invasoras como:
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Cleome affinis D.C., Cnidoscolus urens (L.), Macroptillium lathyroides (L.),
Leonurus sibiricus, Sida rhombifolia, Herissantia crispa (L.) Brizicky, Sida
micrantha e S. Spinosa ( L.), Waltheria indica L. e Triumfetta semitriloba Jacg. tém
sido relatadas como hospedeiras de begomovirus no Brasil, constituindo um
importante reservatorio de virus que podem ser transmitidos para espécies
cultivadas (Faria & Maxwell, 1999; Assuncao et al., 2006).
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CONCLUSOES

Espécies de begomovirus foram encontradas em plantas de mandioca no
Brasil. Uma amostragem realizada no Banco Ativo de Germoplasma de mandioca
da Embrapa Mandioca e Fruticultura demonstrou a presenca de duas possiveis
espécies infectando acessos de mandioca. Analises comparativas da sequéncia
parcial de nucleotideo do DNA-A dos isolados coletados em mandioca (BGV 90,
BGV-520, BGV-1209 e BGV-1363) apontam para a existéncia de duas espécies
nestas plantas, sendo os isolados BGV 90/BGV-1209 com elevada identidade
com o LeMV (93/95%) e os isolados BGV-520/BGV-1363 como elevada
identidade com o PSLDV (95/90%).

Seis espécies de begomovirus foram identificadas nas plantas daninhas
associadas a mandioca, evidenciando uma grande diversidade de begomovirus
presentes nelas. Quatro desses isolados apresentaram elevada identidade com
os isolados BGV 90/BGV 1209 e com 0 LeMV.

Os isolados P-175 e P-271 podem representar duas novas espécies de

begomovirus, visto que, apresentaram identidade menor que 89%.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Em funcdo dos resultados obtidos é importante uma analise futura de um
ndamero maior de plantas de mandioca na busca por outros begomovirus e a
realizacdo do sequenciamento completo do genoma A desses isolados e outros

isolados para permitir uma classificacdo dos mesmos.

Outro aspecto que pode ser avaliado € o estudo de transmissdo destes
begomovirus pela mosca-branca para plantas de mandioca, com o intuito de

melhor caracterizar biologicamente os isolados identificados.

Também é importante selecionar plantas com resisténcia para begomovirus

pela sua inoculacdo com clones infecciosos de begomovirus via biobalistica.
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Caszava (Mmnihor esculenta Crantz) & a major staple crop in developing countries and a
larpe source of mw maierial for indusiry as foor, starch, and ethanol. In Jamoary 2012 a
cassava plant exhibiting symptoms of vims infection (mesaic and leaf dizstortion) was
observed in the fisld of maintenance from the Brazilian Cassava Germplasm (Jocated at
Embrapa Cassava & Fruits, Cruz das Almas, Bahia State, Brazil). The plant from the
accession BOGM 90 was tested for the presence of a range of viras already reported on
caszava in Brazil and South America (1), Alse, due to the quaranfine namure of the
African caszava mosaic begomewines (CMB:) in Brazl we tested the plant faor it
presence. To imvestizate specifically the presence of bepomovinises, total DWNA was
extracted from 0.5 g of leaf tizsue from sympiomatc acceszion and asymptomatic plants
by a CTAR method The PCR was camied out using bepomovimsss depensraed
primers, fargeting a viral region encompassing part of te Replication-associated profem
{(Bep), the commion region and part of the CP gepe (). Wo PCR amplification was
obtained fom healthy cassava plants. In comirast, a 1.1 kb amplicon was obtamed from
the BGM 90 accession plant indicating a presence of begomoviras. In order to
determine if thiz isolate belones to the Brazlin qumontine CMBs list it's a
characterized specie or even a new specie, the PCE product was purified and sequenced
by Macrogen, (Seol. South Eorea), and the consensus seguences compared with those
deposited on GeneBank. The sequence obiained shares hishest identity (#2%) with the
bepomovirns Leemmus mosaic vins, isolate PARDT (EC683374.1) (E-Falue =00). In
conmast, the seguence shares an idemtify lewel of only 38% with ACMV (HEB14065)
and §9°% with EACMV (TF200047.1). This result confirms that the amplicon &= fom a
bepomioviras, and it represents the first repont of this gemas of vinis infecting cassava m
Brazl and Sowth America. Also, and most important. based on the comparative analysis
of partial sequence obtained we rule out the possibility that any specie of CMBs &=
przzent in thiz plant. However, bazed on partial penoms sequance we got, we'te oot able
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o identify exactly which species is present in this plant. In accerd with the ICTV, the
bepomovinas specie determination iz based on the complete DWA-A sequence. We
expect that it"s is ot likely to be an isolated case, and possible mors cassava plants are
mfected with begomovirnses in Bzl It will be mmportant to expand the surveys to
kmow if it just only ome begomevimis specie mocassava or not, and which is‘are the
primarily host plants) for the vinas.
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