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RESUMO

Castillo-Urquiza, G.P., D.S., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2008. Diversidade
e estrutura genética de begomovirus em duas regioes produtoras de tomate do
Sudeste do Brasil. Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior. Co-orientadores:
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Poliane Alfenas-Zerbini.

A incidéncia de begomovirus em tomateiros no Brasil vem aumentando gradativamente

desde meados da década de 1990, apés a introdug@o do bidtipo B da mosca-branca Bemisia

tabaci. O inseto vetor teria transferido virus nativos que infectam plantas silvestres ou
daninhas para o tomateiro. Apds um rapido processo evolutivo, novas espécies mais
adaptadas ao novo hospedeiro passaram a predominar no campo. Atualmente, cinco
espécies de begomovirus que infectam o tomateiro encontram-se caracterizadas, e seis
espécies tentativas foram parcialmente caracterizadas. Este trabalho teve como objetivos
determinar a diversidade e a estrutura genética de populacdes de begomovirus em
tomateiro e em plantas daninhas em duas regides produtoras da regido Sudeste do Brasil,
os municipios de Paty do Alferes (RJ) e Coimbra (MG). A estrutura genética de
populacdes refere-se a quantidade de variabilidade genética e a sua distribui¢do dentro e

entre subpopulagdes, refletindo a histéria evolutiva da populagdo. Um total de 115

amostras de tomateiro foram coletadas em Paty do Alferes em maio de 2005. Em Coimbra,
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em julho de 2007, foram coletadas 17 amostras de tomateiro ¢ 43 amostras de plantas
daninhas. A partir de DNA extraido das amostras, os genomas de begomovirus foram
clonados e completamente sequenciados. As seqiiéncias foram comparadas com as de
begomovirus previamente descritos, e foram realizadas andlises filogenéticas e de
determinagdo da estrutura genética das populagdes virais. Duas novas espécies virais em
tomateiros foram detectadas em Paty do Alferes, trés novas espécies nas plantas daninhas
Blainvillea rhomboidea, Sida micrantha e S. rhombifolia, foram detectadas proximas a
campos de tomateiro em Coimbra, ¢ uma nova espécie presente em plantas de tomateiro
nas duas localidades. As seis espécies virais possuem todas as caracteristicas de
begomovirus bissegmentados das Américas. Quatro das novas espécies (num total de 42
clones correspondentes a DNA-A) se agruparam com as demais espécies brasileiras na
arvore filogenética. Entretanto, duas das novas espécies (num total de 27 clones
correspondentes a DNA-A) foram agrupadas com virus identificados no México e na
América Central. Essas espécies podem pertencer a uma linhagem distinta de
begomovirus, detectada no Brasil pela primeira vez. A analise da estrutura genética das
populacdes de ToYVSV e ToCmMYV indicou maior variabilidade genética em ToCmMV.
Além disso, a comparagao das subpopulagdes de Coimbra e Paty do Alferes do ToCmMV
indica maior variabilidade em Coimbra. Considerando-se que a presenca de begomovirus
na regido de Coimbra vem sendo constatada desde 2001, ao passo que em Paty do Alferes
ocorreu apenas em 2005, os resultados obtidos sdo consistentes com a introdugdo recente
das populagdes virais em Paty do Alferes, seguido de expansdo populacional. Em Coimbra,
o virus e seu hospedeiro provavelmente estdo co-evoluindo hd mais tempo. Analises
posteriores investigardo a existéncia de eventos de recombinagdo entre os diferentes virus

encontrados, bem como o relacionamento filogeografico entre as espécies.
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ABSTRACT

Castillo-Urquiza, G.P., DS, Universidade Federal de Vigosa, March 2008. Diversity and
genetic structure of begomovirus populations in tomatoes in two growing regions
of Southeastern Brazil. Advisor: Francisco Murilo Zerbini Junior. Co-Advisers:
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and Poliane Alfenas-Zerbini.

The incidence of begomoviruses has sharply increased in Brazil since the mid 1990’s, after

the introduction of the B biotype of the whitefly Bemisia tabaci. It is believed that the

insect vector transferred indigenous viruses infecting wild and weed hosts to tomato. After

a rapid evolutionary process, novel species adapted to the new host became prevalent in

the field. To date, five begomovirus species infecting tomatoes have been characterized,

and six tentative species have been partially characterized. The objectives of this work
were to determine the diversity and the genetic structure of begomovirus populations
infecting tomatoes and associated weeds in two major tomato growing regions of

Southeastern Brazil, the cities of Paty do Alferes (Rio de Janeiro state) and Coimbra

(Minas Gerais state). The genetic structure of populations refers to the degree of genetic

variability and its distribution within and between subpopulations, reflecting the

evolutionary history and the potential of the population to evolve. A total of 119 tomato

samples were collected in Paty do Alferes in May 2005. In Coimbra, 17 tomato samples
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and 43 weed samples were collected in July 2007. Total DNA was extracted from the
samples and full-length begomovirus genomes were cloned by rolling circle amplification.
Clones were completely sequenced and the sequences were used for comparisons with
previously described begomoviruses, for phylogenetic analysis and for the determination
of the genetic structure of viral populations. Sequence comparisons indicated the presence
of two novel begomovirus species in tomato plants collected in Paty do Alferes, three
novel species in weed samples collected in Coimbra, and one novel species in tomato
samples collected at both locations. Sequence features indicate that all six species are
typical New World, bipartite begomoviruses. Four of the novel species (represented by 42
DNA-A clones) clustered with Brazilian viruses in the phylogenetic tree. Interestingly, the
two other new species (represented by 27 DNA-A clones) clustered with begomoviruses
from Mexico and Central America. These two species could represent a distinct lineage of
New World begomoviruses, found in Brazil for the first time. Analysis of the genetic
structure of ToYVSV and ToCmMYV populations indicates a higher degree of genetic
variability for ToCmMYV. Furthermore, comparison between the ToCmMYV subpopulations
from Coimbra and Paty do Alferes indicates greater variability in Coimbra. Considering
that the presence of begomoviruses in tomatoes has been verified in Coimbra since 2001,
but was verified for the first time in Paty do Alferes only in 2005, these results are
consistent with a recent introduction of viral populations in Paty do Alferes, followed by a
rapid populational expansion. In Coimbra, the virus and its host may have been co-
evolving for a longer time. Further analyses will investigate the existence of recombination

events among the detected viruses, as well as their phylogeographic relationships.
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INTRODUCAO

A familia Geminiviridae ¢é constituida por virus que possuem particulas
icosaédricas geminadas e um genoma composto por uma fita simples de DNA circular.
A familia ¢ dividida em quatro géneros (Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e
Topocuvirus), de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organiza¢do
do genoma ¢ relacionamento filogenético (Stanley et al., 2005). Os begomovirus
(género Begomovirus, familia Geminiviridae), transmitidos pela mosca branca Bemisia
tabaci, constituem um grupo de virus de plantas de grande relevancia para a agricultura,
dado o aumento na incidéncia e severidade de doencas por eles causadas nas ultimas
décadas, em diversas culturas de importancia econdmica, principalmente em regides
tropicais e subtropicais (Polston e Anderson, 1997; Morales e Anderson, 2001; Monci et
al., 2002; Briddon, 2003; Were et al., 2004). A cultura do tomateiro (Solanum
lycopersicum L. = Lycopersicon esculentum Mill.) é uma das mais afetadas pelos
begomovirus (Ribeiro et al., 2003; Morales e Jones, 2004).

No Brasil, foram cultivados em 2006 aproximadamente 57 mil hectares de
tomateiro, com uma produgdo de 3,3 milhdes de toneladas, destinada a dois mercados

distintos: processamento industrial e consumo in natura. As principais areas de



producdo concentram-se nas regioes Sudeste e Centro-Oeste, com os estados de Goias,
Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro respondendo por 71% da producao total
(Agrianual, 2007).

Nas Américas, as doengas causadas por begomovirus vém causando danos
significativos para a produgdo de tomate (Polston ¢ Anderson, 1997; Ribeiro et al.,
2003; Morales e Jones, 2004). Desde a década de 1980, perdas substanciais t€ém sido
relatadas em diversos paises, incluindo-se os EUA (principalmente o estado da Florida),
Meéxico, paises da América Central e Caribe, ¢ Venezuela (Polston e Anderson, 1997;
Varma e Malathi, 2003). A incidéncia pode ser tdo severa a ponto de impossibilitar o
cultivo comercial em determinadas regides, a exemplo do Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCYV) na Reputiblica Dominicana nos anos de 1997 e 1998 (Salati et al., 2002). No
Meéxico, diversos begomovirus que infectam tomateiros foram descritos nos ultimos
vinte anos (Brown e Nelson, 1988; Brown e Poulos, 1990; Torres-Pacheco et al., 1993;
Paplomatas et al., 1994). Com exce¢do do TYLCV, introduzido na Republica
Dominicana a partir de mudas de tomateiro importadas de Israel (Nakhla et al., 1994),
todos os demais virus isolados e caracterizados a partir de tomateiros nos paises do
continente americano sdo nativos desse continente, € nunca foram relatados em outros
locais (Morales e Anderson, 2001; Morales e Jones, 2004). De fato, a filogenia da
familia Geminiviridae (e nao apenas dos begomovirus que infectam o tomateiro) ¢é
altamente correlacionada com a distribuicdo geografica das espécies virais (Rybicki,
1994, Stanley et al., 2005), o que sugere que os geminivirus infectam espécies locais ¢
sdo transmitidos para espécies cultivadas pelo inseto vetor (Ribeiro et al., 2003).

O primeiro relato de begomovirus em tomateiro no Brasil foi feito na década de
1970 (Costa et al., 1975). O agente etioldgico foi caracterizado e denominado Tomato

golden mosaic virus (TGMV) (Matyis et al., 1975). Esse virus ndo se estabeleceu nas



areas produtoras de tomate, provavelmente porque o bidtipo A de B. tabaci, o unico
presente no Brasil naquela época, nao coloniza eficientemente o tomateiro (Bellows et
al., 1994; Brown et al., 1995). De fato, novo relato de infec¢do natural de tomateiro
pelo TGMYV s6 ocorreu duas décadas depois no estado do Rio de Janeiro (Alfenas et al.,
1998). A partir da década de 1990 observou-se um aumento consideravel de relatos de
begomovirus na cultura do tomateiro nas principais regides produtoras do Brasil,
provavelmente devido a introdugio do bidtipo B de B. tabaci, relatado pela primeira vez
em 1992 no estado de Sdo Paulo (Melo, 1992). O bidtipo B apresenta uma gama de
hospedeiros mais ampla em comparagdo ao biotipo A (incluindo o tomateiro), além de
maior fecundidade e capacidade de dispersdo (Bedford et al., 1994; Santos et al., 2004).

O biotipo B se disseminou rapidamente por todas as regides quentes e secas do
Brasil, incluindo as principais regides produtoras de tomate (Lourengdo ¢ Nagai, 1994).
Simultaneamente, sintomas tipicos de infec¢do por begomovirus em tomateiros foram
relatados no Distrito Federal (Ribeiro et al., 1994), Triangulo Mineiro (Resende e
Cupertino, 1996; Zerbini et al., 1996b), Sdo Paulo (Faria et al., 1997), Rio de Janeiro
(Galvao et al., 1998) e na regido Nordeste, incluindo o estado da Bahia (Ribeiro et al.,
1996) e a regido do Sub-Médio Sao Francisco, entdo a principal regido produtora de
tomate para processamento industrial no Brasil (Bezerra et al., 1997).

A caracterizagdo preliminar das espécies de begomovirus associadas a alguns
desses relatos indicou a presencga de diversas novas espécies, sugerindo um grau elevado
de diversidade genética (Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 2003). Trabalhos
subseqlientes, baseados na determinacdo das seqliéncias completas dos genomas virais e
na producdo de clones infecciosos, levaram a descri¢do de cinco novas espécies:
Tomato rugose mosaic virus (ToRMV) (Fernandes et al., 2006), Tomato chlorotic

mottle virus (ToCMoV) (Ribeiro et al., 2007), Tomato yellow spot virus (ToYSV)



(Calegario et al., 2007), Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e Tomato severe
rugose virus (ToSRV) (Fernandes et al., 2008). Além dessas espécies, pelo menos seis
espécies tentativas, ainda ndo totalmente caracterizadas, foram descritas
(Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 2003; Inoue-Nagata et al., 2006). Algumas
dessas espécies encontram-se amplamente distribuidas pelo pais, enquanto outras estao
restritas a certas regioes. Por exemplo, o ToSRV ja foi relatado nos estados de Goids,
Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sdo Paulo (Rezende et al.,
1997; Lima et al., 2006; Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et al., 2007; Fernandes et
al., 2008). Por outro lado, o ToYSV foi relatado apenas em Minas Gerais (Calegario et
al., 2007).

A explicagdo mais provavel para o rapido surgimento e disseminagdo de
begomovirus na cultura do tomateiro ¢ a colonizagdo de plantas silvestres e daninhas
pelo bidtipo B de B. tabaci, possibilitando que virus nativos presentes nestas plantas
sejam transferidos para o tomateiro. Trés observagdes corroboram essa hipotese. Em
primeiro lugar, todas as espécies de begomovirus detectadas até o presente sdo de
ocorréncia restrita ao Brasil. Em segundo lugar, a caracterizagdo bioldgica de algumas
espécies (ToRMV, ToCMoV e ToYSV) confirmou que plantas daninhas como
Nicandra physaloides, Solanum nigrum e Datura stramonium s3o hospedeiras
(Fernandes et al., 2006; Calegario et al., 2007; Ribeiro et al., 2007). Por fim,
begomovirus originalmente encontrados em plantas silvestres/daninhas, como o Sida
mottle virus (SiMoV) e o Sida micrantha mosaic virus (SimMYV), ja foram encontrados
infectando naturalmente o tomateiro (Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et al., 2007).

A presenca de diversas espécies no campo, todas transmitidas pelo mesmo inseto
vetor, torna comum a ocorréncia de infecgdes mistas, com dois ou mais virus presentes

simultaneamente na mesma planta (Ribeiro et al., 2003; Castillo-Urquiza et al., 2007).



A presencga de dois ou mais begomovirus na mesma planta aumenta a probabilidade de
eventos de recombinagdo e/ou pseudo-recombinagdo entre componentes do genoma
viral, o que pode levar ao surgimento de novas espécies mais adaptadas ao novo
hospedeiro (Pita et al., 2001; Monci et al., 2002; Andrade et al., 2006; Inoue-Nagata et
al., 2006; Ribeiro et al., 2007).

Estudos sobre a distribuicdo e prevaléncia de diferentes espécies de
begomovirus, assim como de possiveis recombinantes, fornecem informagdes uteis para
programas de melhoramento na busca de fontes de resisténcia duraveis. Este tipo de
estudo também ¢é importante para entender a dindmica populacional e genética dos
processos que direcionam a emergéncia e evolucdo de novas espécies virais. Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo determinar a estrutura genética de
populacdes de begomovirus em tomateiro e plantas daninhas associadas em duas

regides produtoras do Sudeste brasileiro, os municipios de Paty do Alferes (RJ) e

Coimbra (MG).



REVISAO DE LITERATURA

Familia Geminiviridae

Os virus pertencentes a familia Geminiviridae sdo caracterizados pela
morfologia de particulas icosaédricas geminadas e genoma composto por DNA de fita
simples circular (Stanley et al., 2005). A familia ¢ formada por quatro géneros:
Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus, com base no tipo de inseto vetor,
gama de hospedeiros, organizagdo do genoma e relacionamento filogenético (Stanley et
al., 2005). O género Mastrevirus inclui os geminivirus com um componente genomico
transmitidos por diferentes espécies de cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) a plantas
monocotiledoneas. Este género inclui patégenos importantes de culturas como o milho
(Maize streak virus, MSV) e o trigo (Wheat dwarf virus, WDV). O género Curtovirus
engloba os geminivirus com um componente gendmico transmitidos por diversas
espécies de cigarrinhas a espécies dicotiledoneas. O Beet curly top virus (BCTV) ¢ a
principal espécie de importancia econdomica. O género TOpOCUVirus possui apenas uma
espécie (Tomato pseudo-curly top virus, TPCTV), com um componente gendémico, e
transmitida pela cigarrinha Micrutalis malleifera (Homoptera: Auchenorrhyncha) a

espécies dicotiledoneas. O género Begomovirus inclui as espécies com um ou dois



componentes gendmicos, transmitidas pela mosca-branca Bemisia tabaci (Homoptera:
Aleyrodidae) a espécies dicotiledoneas. Begomovirus com um componente gendomico
(monossegmentados) estdo presentes no “Velho Mundo” (Europa, Asia e Africa) e sdo
freqiientemente associados a um DNA satélite denominado DNA B. Os begomovirus
nativos das Américas possuem dois componentes gendmicos (bissegmentados),
denominados DNA-A ¢ DNA-B, cada um com aproximadamente 2600 nucleotideos
(nt). Os dois componentes gendmicos de uma mesma espécie viral ndo possuem
identidade em suas seqiiéncias, exceto por uma regido com aproximadamente 200 nt
denominada regido comum, que inclui a origem de replicagdo (Hanley-Bowdoin et al.,
1999). Atualmente, mais de 180 espécies de begomovirus ja foram descritas, incluindo
mais de 50 espécies que podem infectar o tomateiro (Fauquet et al., 2008).

O DNA-A dos begomovirus bissegmentados codifica de quatro a seis proteinas:
uma proteina associada a replicagdo (Rep, “replication-associated protein”,
anteriormente denominada AL1 ou ACI), iniciadora do mecanismo de replicacdo por
circulo rolante, com propriedade de liga¢do a acidos nucléicos, endonuclease ¢ ATPase
(Fontes et al., 1992; Orozco et al., 1997); uma proteina transativadora (TrAP, “trans-
activating protein”, anteriormente AL2 ou AC2), fator transcricional dos genes CP e
NSP, que também atua na supressao de respostas de defesa da planta (Sunter e Bisaro,
1992; Voinnet et al., 1999; Wang et al., 2005); a proteina Ren (“replication-enhancer
protein”, anteriormente AL3 ou AC3), fator acessorio (ndo-essencial) da replicacao viral
(Sunter et al., 1990; Pedersen e Hanley-Bowdoin, 1994); ¢ a proteina capsidial (CP,
“coat protein”, anteriormente AR1 ou AV1), que além de formar o capsideo viral ¢
essencial para a transmissdo do virus pelo inseto vetor (Briddon et al., 1990; Hofer et
al., 1997a). O gene AV2 (“pre-coat”) esta presente apenas nos begomovirus do “Velho

Mundo”, e atua no movimento do virus na planta (Padidam et al., 1996). O gene AC4



codifica uma proteina supressora de silenciamento génico (Vanitharani et al., 2004). 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 (Noueiry et al., 1994; Sanderfoot et al., 1996).

A maioria dos begomovirus monossegmentados esta associada a um DNA
satélite com aproximadamente 1.400 nt denominado DNA-f, o qual possui apenas uma
ORF que codifica uma proteina supressora de silenciamento génico denominada BCI
(Briddon et al., 2001; Briddon et al., 2003; Bull et al., 2004). Outros agentes subvirais
associados a begomovirus sao o DNA satélite do Tomato leaf curl virus (ToLCV-sat
DNA) e o DNA-1, similar a virus da familia Nanoviridae e que codifica uma proteina

similar a Rep (Dry et al., 1997; Mansoor et al., 1999; Saunders e Stanley, 1999).

Replicacgéo viral

A replicagdio dos geminivirus ocorre no nucleo das células infectadas,
dependendo em grande parte da maquinaria do hospedeiro. O genoma circular de fita
simples de DNA (ssDNA) ¢ replicado por meio de um intermediario de fita dupla,
denominado forma replicativa ou RF, utilizando um mecanismo de circulo rolante
semelhante ao utilizado pelos bacteriofagos X174 ¢ MI13 (Stenger et al., 1991;
Stanley, 1995). A RF serve como molde para a sintese dos novos componentes
gendmicos e também para a transcrigdo dos genes virais.

A origem de replicagao (ori) esta localizada na regido intergénica comum entre
os dois componentes gendmicos. A seqiiéncia da ori é conservada entre componentes de

um mesmo virus, porém variavel entre espécies, com exce¢do de uma regido de



aproximadamente 30 nt conservada entre todas as espécies (Davies et al., 1987,
Lazarowitz, 1992). Nesta regido se localiza uma seqiiéncia repetida e invertida
composta predominantemente por guanina e citosina, formando uma estrutura
conservada (“structurally-conserved element”, SCE) em forma de grampo, com uma
seqliéncia invariavel (5’-TAATATTAC-3’) encontrada em todos os geminivirus, que
constitui o dominio funcional da origem de replicagdo (Heyraud-Nitschke et al., 1995;
Orozco ¢ Hanley-Bowdoin, 1998). E neste nonanucleotideo que ocorre a clivagem que
inicia o processo de replicagdo por circulo rolante (Fontes et al., 1994a; Laufs et al.,
1995b). A clivagem ¢ realizada pela proteina Rep, que atua como uma endonuclease
sitio-especifica com requerimento de estrutura e seqiiéncia (Laufs et al., 1995a; Orozco
e Hanley-Bowdoin, 1998). Na regido comum encontram-se também seqiiéncias
especificas para a liga¢do da proteina Rep (Fontes et al., 1992; Fontes et al., 1994b) ¢
regides promotoras da RNA polimerase tipo II de plantas, responsavel pela transcri¢ao
dos genes virais (Hanley-Bowdoin et al., 1999).

O sitio de ligacdo de Rep ao DNA viral esta localizado entre a caixa TATA do
gene rep e a SCE (Orozco et al., 1998), e ¢ constituido por duas seqiiéncias idénticas
repetidas denominadas “iterons”. A ligagcdo de Rep aos iterons é essencial para o inicio
da replicagdo. Apds a ligacdo de Rep ao DNA viral e estabilizagdo do complexo
formado por Rep, Ren e fatores do hospedeiro, a proteina Rep cliva o nonanucleotideo
localizado na SCE, dando inicio a replicagdo por circulo rolante (Fontes et al., 1994a;
Laufs et al., 1995b). O reconhecimento dos iterons por Rep ¢ considerado virus-
especifico (Argiicllo-Astorga et al., 1994; Harrison e Robinson, 1999; Ramos et al.,
2003), de modo que Rep s6 inicia a replicagdo de DNAs cognatos. O dominio funcional
da proteina Rep responsavel pelo reconhecimento foi mapeado em sua regido N-

terminal (Jupin, 1995; Gladfelter et al., 1997; Chatterji et al., 1999), ¢ inclui o dominio



de ligacdo a DNA, conservado entre todas as proteinas Rep. Partindo-se da premissa de
que o reconhecimento e ligacdo aos iterons por Rep ¢ especifico, foi proposto que certos
aminoacidos do dominio de ligagdo a DNA de Rep determinam essa especificidade
(Arguello-Astorga e Ruiz-Medrano, 2001). No entanto, a formagdo de pseudo-
recombinantes (virus hibridos compostos pelo DNA-A de um virus ¢ o DNA-B de
outro) viaveis entre componentes gendomicos com diferentes iterons indica que a
interagdo Rep-iterons ndo ¢ a unica forma de reconhecimento da origem de replicagao
pela proteina Rep (Garrido-Ramirez et al., 2000; Andrade et al., 2006). A descoberta
dos agentes sub-virais associados a begomovirus, que de modo geral ndo possuem
iterons conservados com o virus auxiliar, veio evidenciar esta versatilidade de Rep no

reconhecimento ¢ ligac¢do a origem de replicagdo (Lin et al., 2003; Stanley, 2004).

Interac6es geminivirus-hospedeiro

A replicagdo dos geminivirus tem um impacto significativo em diversas vias
metabolicas utilizadas pela célula hospedeira. Este impacto inclui mudangas na estrutura
e fun¢do dos plasmodesmas (Lazarowitz, 1999), a supressdo de mecanismos de defesa
do hospedeiro (Voinnet et al., 1999; Peele et al., 2001; Vanitharani et al., 2005), a
interagdo com reguladores de desenvolvimento ou senescéncia (Stanley e Latham, 1992;
Latham et al., 1997; Xie et al., 1999; Selth et al., 2005) ¢ mudangas na expressdo de
genes nas células infectadas, principalmente no sentido de ativar genes envolvidos na
sintese de DNA e na divisdo celular (Settlage et al., 2001; Luque et al., 2002; Arguello-
Astorga et al., 2004).

O genoma dos geminivirus ndo codifica uma DNA polimerase, e portanto esses
virus dependem do sistema enzimatico do hospedeiro para a sintese da forma replicativa

(RF) e de novas fitas de ssDNA. Dessa forma, ¢ fundamental que as células infectadas
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por geminivirus estejam sintetizando DNA, caso contrario as enzimas responsaveis pela
sintese ndo estardo presentes em concentracao suficiente para permitir a replicacdo do
virus. Uma vez que os geminivirus infectam células completamente diferenciadas onde
a sintese de DNA nao ocorre, o virus modifica o ciclo celular do hospedeiro no sentido
de ativar a transcricado de genes envolvidos na sintese de enzimas de replicagdo e de
outros fatores necessarios a replicagdo do DNA (revisado por Hanley-Bowdoin et al.,
1999; Gutierrez, 2000).

Nagar et al. (1995) demonstraram que células totalmente diferenciadas
infectadas pelo Tomato golden mosaic virus (TGMV) apresentavam concentragdo
elevada de proteinas associadas a replicacdo de DNA, que normalmente ndo estdo
presentes em niveis detectaveis. Também observaram que a replicagdo do TGMV causa
o acumulo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (“proliferating cell nuclear
antigen”, PCNA), um fator de processividade da DNA polimerase 6 encontrado na fase
S do ciclo celular em células diferenciadas. Estudos utilizando plantas transgénicas
expressando a proteina Rep do TGMV confirmaram que estes efeitos sdo mediados por
Rep, evidenciando uma interagdo da proteina com fatores do hospedeiro responsaveis
pelo controle do ciclo celular (Palmer et al., 1998). A habilidade de Rep em ativar a
expressdo de PCNA estd diretamente relacionada a sua capacidade de interagir com a
proteina pRB, homologa do regulador do ciclo celular retinoblastoma (Kong et al.,
2000; Arguello-Astorga et al., 2004). A segunda proteina envolvida da replicagdo dos
begomovirus, Ren, interage com Rep ¢ com pRB (Settlage et al., 2001). A intera¢do
entre PCNA e REn/Rep durante e infecg¢@o viral recrutaria a maquinaria de replicagdo
da planta necessaria para replicar o DNA viral, posicionando-a na origem de replicagao

do virus (Settlage et al., 2001; Luque et al., 2002; Castillo et al., 2003).

11



Outras interacdes foram demonstradas entre Rep e proteinas celulares de plantas.
Uma proteina cinase serina/treonina, uma cinecina ¢ uma histona H3 interagem com a
Rep do TGMV e do Cabbage leaf curl virus (CaLCuV) (Kong ¢ Hanley-Bowdoin,
2002). Esses resultados indicam que a interacao entre Rep e as proteinas envolvidas na
regulacao do ciclo celular do hospedeiro permite que a célula acumule as proteinas e
fatores acessorios necessarios para a replicagdo de DNA, porém sem entrar no estado de
divisdo celular propriamente dito, situagdo que favorece a infec¢do por geminivirus
(Kong e Hanley-Bowdoin, 2002).

O ToLCV induz em tomateiro a expressdo de uma proteina com dominio NAC
(um dominio funcional presente em diversas proteinas de plantas envolvidas na
regulagdo do desenvolvimento e em respostas de defesa), denominada SINAC1 (Selth et
al., 2005). SINACI1 ¢ induzida e interage com REn, e parece estar envolvida no
aumento do acimulo do DNA viral mediado por REn (Selth et al., 2005).

O transporte do ssDNA viral do ntcleo para o citoplasma e dai para células
vizinhas através dos plasmodesmas, um processo essencial para a infecgao sist€émica da
planta, ¢ facilitado pela a¢do coordenada das proteinas de exportagdo nuclear (NSP), de
movimento (MP) e capsidial (CP). A NSP do CaLCuV interage com uma proteina de
transporte nuclear de Arabidopsis thaliana denominada AtNSI, que acetila a si propria e
a CP (McGarry et al., 2003). A CP recruta o ssDNA viral nascente a partir do complexo
de replicagdo para que este seja transportado por NSP para o citoplasma. A
superexpressao de AtNSI aumenta a suscetibilidade ao CaL.CuV, sugerindo que esta
proteina facilita a transferéncia do DNA entre CP ¢ NSP (McGarry et al., 2003). Uma
vez presente no citoplasma em associagdo com NSP, o DNA ¢ transferido para a
proteina MP, encarregada de mové-lo através dos plasmodesmas (Noueiry et al., 1994).

Essa etapa exige a interacdo entre NSP e MP, comprovada por meio de analise
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mutagénica em ambas as proteinas em ensaios de expressao transiente em células de
insecto e protoplastos de Nicotiana tabacum cv Xanthi (Sanderfoot ¢ Lazarowitz, 1995;
1996). Embora o processo de movimento através dos plasmodesmas ainda ndo tenha
sido totalmente elucidado, ¢ consenso que deve ocorrer interagao entre MP e fatores do
hospedeiro (Gilbertson et al., 2003).

Outro pré-requisito para o sucesso da infecc¢do viral é a capacidade do virus em
suprimir os mecanismos de defesa da planta. A superexpressdo das proteinas de
transativagdo Trap do TGMV e C2 do BCTV em plantas transgénicas leva a maior
suscetibilidade da planta aos virus, caracterizada por um aumento da concentragao viral
(Wang et al., 2003). Esta maior suscetibilidade foi atribuida a interagdo da AC2 e C2
com uma adenosina cinase (ADK) e uma cinase homologa a SNF1 (“sucrose non-
fermenting 1”) de levedura (Hao et al., 2003; Wang et al., 2003). A ADK catalisa a
sintese de 5’-AMP, o qual por sua vez ativa SNF1, um regulador do nivel de ATP
celular. O fato de Trap interagir com SNF1 ¢ ADK sugere que as respostas metabolicas
mediadas por SNF1 sdo um componente importante da resposta de defesa a virus, e que
os geminivirus desenvolveram uma estratégia de contra-ataque baseada na inativac¢ao
dos dois componentes iniciais dessa via de defesa (ADK e SNF1). Esses resultados
demonstram ainda que genes responsaveis por processos metabolicos primarios
(“housekeeping genes”) também podem participar de respostas de defesa a estresses
bidticos.

Além desse efeito, as proteinas TrAP do African cassava mosaic virus (ACMV)
e do Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) foram identificadas como proteinas com
propriedade de inativar o mecanismo de silenciamento génico poOs-transcricional
(Voinnet et al., 1999; Van Wezel et al., 2003). Embora o mecanismo de atuagdo dessas

proteinas ainda ndo tenha sido elucidado, foi demonstrada uma relacdo de causa e efeito
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entre a inativacao da cinase ADK e a supressao de silenciamento, ambas mediadas por
Trap (Wang et al., 2005). Esses resultados sugerem que a atividade de ADK ¢
necessaria para o silenciamento, € que os geminivirus suprimem essa resposta de defesa
via inibi¢ao de ADK.

A interagdo de proteinas cinase do tipo serina/treonina, denominadas LeNIK
(Lycopersicon esculentum “NSP-interacting kinase”) e GmNIK (Glycine max “NSP-
interacting kinase”) com a proteina NSP foi demonstrada utilizando-se o sistema duplo-
hibrido de levedura (Mariano et al., 2004). Esta intera¢do foi associada a hipdtese do
modelo guarda de resisténcia em plantas, ou seja, NSP seria um fator de viruléncia que
se liga a NIK para que ndo ocorra a inducdo de uma resposta de resisténcia (Mariano et
al., 2004). A interacdo entre as proteinas NIK e NSP foi alvo de um estudo subsequente
com o objetivo de elucidar sua fungdo no ciclo de infecgdo viral (Fontes et al., 2004).
Neste estudo foi feita sua caracterizagdo bioquimica, demonstrando-se que as cinases
que interagem com NSP s3o proteinas que se localizam em membranas com
propriedades de receptores, € que a interacdo com NSP inibe essa atividade. Dessa
forma, a interagdo entre NSP e NIK seria uma outra forma de suprimir uma resposta de
defesa da planta ao virus.

As infec¢des causadas por geminivirus normalmente se restringem as células
associadas ao floema (Petty et al., 2000). Entretanto, alguns begomovirus sdo capazes
de infectar, além dos feixes vasculares, os tecidos associados ao mesofilo foliar (p.ex.,
TGMYV em N. benthamiana) (Morra e Petty, 2000). Esta propriedade ¢ conhecida como
tropismo de tecido (Tyler e Fields, 1996), e possui dois componentes principais: fatores
genéticos virais, que no caso do TGMV foram mapeados as regides correspondentes aos
genes Trap e NSP/MP e a regido reguladora da transcri¢do do gene NSP, denominada

BRi; e fatores do hospedeiro, pois embora os fatores genéticos do TGMV capacitem-no
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a infectar células do mesofilo foliar em N. benthamiana, esse virus € restrito ao floema

em feijoeiro (Morra e Petty, 2000).

Biologia de populagdes e suas interfaces com o manejo de viroses
vegetais

As estratégias de manejo de viroses vegetais devem ser estabelecidas com uma
base epidemioldgica (Nutter, 1997; Jones, 2004). Epidemiologia ¢ o estudo da dindmica
espacial e temporal de epidemias (Campbell e Madden, 1990), o que por sua vez é o
resultado da interag@o entre populagdes do hospedeiro e do patégeno (Zadoks e Schein,
1979). Assim, o estudo de epidemias de viroses vegetais deve ter uma abordagem
populacional (Sacristan et al., 2004). Biologia de populagdo é o estudo dos aspectos
genéticos e ecoldgicos de populagdes, e consiste na “sintese da epidemiologia e da
genética de populagdes” (Milgroom e Peever, 2003). Nesse contexto, definir a estrutura
genética ¢ o primeiro passo logico para estudar as populagdes virais, pois a estrutura
genética reflete a histdria evolutiva e o potencial da populagdo para evoluir (Pinel et al.,
2003; Moreno et al., 2004; Font et al., 2007).

A estrutura genética de populacdes de virus de plantas refere-se a quantidade de
variabilidade genética e a sua distribui¢do dentro e entre subpopulagdes (Garcia-Arenal
et al., 2001). A variabilidade genética é resultado do processo evolutivo atuando sobre a
populacdo. Assim, o entendimento dos mecanismos evolutivos que dao forma as
populagdes ¢ um objetivo comum nos estudos de biologia de populagdes (Lin et al.,
2004; Tomitaka e Ohshima, 2006; Font et al., 2007). Do ponto de vista evolutivo, a
variabilidade genética de populacdes ¢ importante porque esta determina o potencial de
adaptacdo de um organismo ao ambiente. A variabilidade genética de populagdes virais

afeta diretamente o manejo de viroses vegetais. Por exemplo, muta¢des pontuais podem
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resultar na mudanca da gama de espécies vetoras de um virus alterando a eficiéncia de
métodos de controle baseados no controle do inseto vetor (Moreno et al., 2005). A
selecdo de determinadas variantes pode afetar fortemente a efetividade e a durabilidade
de variedades resistentes (Van Den Bosch et al., 2006).

O controle de viroses por meio do uso de variedades resistentes ¢ uma pratica
altamente influenciada pelos processos evolutivos que atuam nas populacdes virais
(Mallowa et al., 2006; Seal et al., 2006b; Van Den Bosch et al., 2006). A durabilidade
da resisténcia pode ser estimada com base no conhecimento da estrutura populacional
do patogeno (Van Den Bosch et al., 2006). O mosaico da alface causado pelo Lettuce
mosaic virus (LMV) ¢ uma das doengas de maior importancia econdmica da cultura (Le
Gall, 2003). A resisténcia a doenca ¢ conferida por diversos genes com heranca
recessiva (mol!, mo1?) ou dominante (Mo2, Mo3) (Pink et al., 1992). A resisténcia
proporcionada pelos genes recessivos mol' e mo1? ¢ altamente duravel, possivelmente
devido ao custo de adaptabilidade (“fitness cost™) associado a mutagdes no gene de
aviruléncia correspondente no patégeno (Nicaise et al., 2003). De fato, um
levantamento da ocorréncia das estirpes “Common” e “Most” do LMV (a primeira
incapaz de infectar cultivares contendo os genes mol* ou mol?, a segunda capaz de
infectar essas cultivares) no estado de S3o Paulo indicou a prevaléncia da estirpe
“Common”, apesar do plantio em larga escala de cultivares contendo os genes de
resisténcia (Firmino et al., 2005).

O entendimento da dindmica da variabilidade de populac¢des de virus de plantas
€ necessario para compreender como as populagdes evoluem, bem como as implicagdes
para a durabilidade de medidas de manejo da virose (Seal et al., 2006a). Para a maior
parte dos objetivos, a genética de populagdes fornece a ferramenta mais conveniente

para estimar a diversidade genética de populagdes de patdgenos. Os principais
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mecanismos evolutivos que afetam a variabilidade das populagdes sdo sele¢do, deriva
genética, migragdo, mutacdo e recombinacdo (Hartl e Clark, 2007). Quantificar a
contribuicdo de cada mecanismo ¢ importante e constitui o objetivo de varios estudos de
biologia de populag¢des de virus de plantas (Bull et al., 2006; Wang et al., 2006; Garcia-

Andres et al., 2007).

Técnicas para quantificar a variabilidade genética de populagdes de virus

A variabilidade genética pode ser avaliada de diversas maneiras. Entre os
diversos marcadores para o estudo de populagcdes de fitopatdogenos, marcadores
morfologicos e patogénicos foram os primeiros a serem utilizados (Brown, 1996).
Entretanto, o uso de marcadores possui pouca aplicabilidade no caso de populagdes de
virus. Com as técnicas atuais de clonagem e seqiienciamento em larga escala, e levando-
se em consideracdo o tamanho reduzido dos genomas de virus de plantas, a
variabilidade genética pode ser investigada de forma altamente informativa com o
seqiienciamento e analise de genomas completos (Carrasco et al., 2007; Garcia-Andres
et al., 2007; Ge et al., 2007). O seqiienciamento de um ou mais genes ligados
diretamente a caracteristicas como resisténcia ou viruléncia também fornece
informagodes uteis, e tem sido empregado para virus com genomas de RNA para os quais
a clonagem do genoma completo ¢ mais dificil (Sanchez et al., 2003; Moreno et al.,
2004; Tomimura et al., 2004; Zhong et al., 2005).

Com as seqliéncias disponiveis podem-se adiantar diversas analises para
determinar a estrutura genética das popula¢des virais mediante descritores gerais de
variabilidade genética (nimero de sitios polimorficos, nimero de mutagdes, diversidade
nucleotidica, nimero de haplétipos, diversidade haplotipica), testes para caracterizar o

grau de diferenciagdo genética entre subpopulagdes (indices de fixag¢do, analises de

17



variancia), testes para tentar determinar os possiveis mecanismos evolutivos que atuam
nas populacdes (testes de neutralidade para testar hipdtese de ocorréncia de selegdo em
populagdes, como o teste D de Tajima, testes de migracdo) assim como analises
filogenéticas. A andlise da genealogia de genes baseada no processo de coalescéncia ¢
uma técnica poderosa e uma ferramenta de alta resolucdo utilizada em estudos de
genética de populacdes de microrganismos. Quando seqiiéncias de um grande nimero
de individuos de uma mesma espécie estdo disponiveis, informagdes genealdgicas
podem ser obtidas e arvores génicas podem ser inferidas (Hudson, 1991). E possivel
determinar quais seqiiéncias amostradas sdo mais relacionadas a outras baseadas na
analise das arvores génicas (Hudson, 1991). A coalescéncia ¢ uma aproximagdo
matematica (modelo) da estrutura ancestral de uma populagdo (Carbone e Kohn, 2004).
Trata-se de um processo estocastico capaz de modelar a genealogia de uma seqiiéncia
de DNA levando em consideracdo os resultados de seu historico de mutagdo,
recombinagdo e coalescéncia de linhagens na ancestralidade da amostra (Rosenberg e
Nordborg, 2002). As propriedades estocasticas da genealogia de um gene podem ser
utilizadas para estimar parametros da populacdo, tais como taxas de muta¢ao, migracao,
recombinacdo e sele¢do (Carbone e Kohn, 2004).

Genealogia génica e processo coalescente foram introduzidos recentemente na
analise de populacdo de virus. Um estudo foi conduzido para estimar a migracdo de
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1), um virus de RNA de dupla fita, entre gendtipos do
fungo Cryphonectria parasitica (Carbone et al., 2004). Isto ¢ importante porque a
infec¢do pelo CHV-1 pode resultar no controle biolodgico do fungo. Em um estudo com
o begomovirus Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), isolados virais foram coletados
na Ilha de La Réunion ao longo de um periodo de 8 anos. A andlise de seqiiéncias de

duas regides do genoma viral permitiu estimar a velocidade de geracdo da sua
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variabilidade genética assim como o efeito de diferentes fatores que direcionam a
evolugdo da populagdo de virus. A baixa diversidade constatada entre os isolados ¢
consistente com uma unica e recente introdugdo, seguida de uma diversificacao
moderada da populagdo viral (Delatte et al., 2007).

As informagdes obtidas em estudos de biologia de populacdes podem contribuir
para a solucdo de questdes epidemiologicas praticas. Para virus com diferentes modos
de transmissdo (p.ex., pela semente e por meio de um inseto vetor), a contribuicdo de
cada modo de transmissdo pode afetar distintamente o manejo da doenga, determinando
estratégias de controle direcionadas ao modo de transmissdo mais importante (Grogan,
1980; Walkey et al., 1985). A analise de eventos de migra¢dao pode auxiliar no
rastreamento das vias de introducdo de novas variantes do patdogeno em uma area e,
mais importante, identificar quais os substratos (sementes, mudas, solo, etc.) podem
disseminar o patégeno ou seu inseto vetor. A determinagdo da origem de uma espécie
introduzida ou invasora ¢ util para: (i) inferir a historia evolutiva e prever o grau de
adaptabilidade dessa espécie ao ambiente local; (ii) identificar fontes de resisténcia do
hospedeiro; (iii) decifrar o historico de introdugdes e o padrao de disseminagdo por via

humana; e (iv) facilitar esforgos de quarentena (Downie, 2002).

Evolucédo dos geminivirus

Os geminivirus podem ter evoluido a partir de um replicon primitivo de DNA
extracromossomal, presente em procariotos ou em ancestrais primitivos das plantas
(revisado por Rojas et al., 2005). Evidéncias indiretas, como caracteristicas conservadas
com as proteinas iniciadoras da replicacdo de replicons de procariotos e eucariotos
contemporaneos (Ilyina e Koonin, 1992; Campos-Olivas et al., 2002), presenga de

mRNAs policistronicos, ¢ a capacidade dos geminivirus de replicarem em
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Agrobacterium tumefaciens (Ridgen et al., 1996; Selth et al., 2002), ap6éiam esta
hipétese. Durante a co-evolucdo com seus hospedeiros, estes replicons de DNA teriam
adquirido novos genes por meio de recombinagdo com o DNA do hospedeiro ou com
outros replicons (revisado por Rojas et al., 2005).

Estudos filogenéticos propdem que os geminivirus teriam sido derivados de um
ancestral comum, que possuia apenas um componente, infectava monocotiledoneas e
era transmitido por cigarrinhas (Rybicki, 1994; Rojas et al., 2005). Comparagdes de
seqiiéncias de espécies do género Mastrevirus com aquelas dos géneros Curtovirus e
Begomovirus demonstraram que as primeiras sdo mais divergentes entre si, 0 que sugere
que os mastrevirus evoluiram por um periodo de tempo mais longo. O processo
evolutivo levou a capacidade de infeccdo de plantas dicotiledoneas e em seguida a
transmissdo pela mosca-branca, uma vez que existem mastrevirus (transmitidos por
cigarrinhas) que infectam dicotiledoneas, mas até o presente ndo foram encontrados
geminivirus transmitidos por mosca-branca que infectem monocotiledoneas. Esse
ancestral dos begomovirus modernos possuia apenas um componente. A aquisi¢do do
segundo componente teria ocorrido antes da separacdo dos continentes, uma vez que os
begomovirus bissegmentados sdo encontrados tanto no Velho Mundo como no Novo
Mundo. Begomovirus monossegmentados adquiriram DNA satélites, como o DNA f,
em um ponto da sua evolugdo apds a separagdo dos begomovirus do Novo e Velho
Mundo, uma vez que, até o presente, os DNA satélites s6 foram encontrados em
associacdo com begomovirus monossegmentados nativos do Velho Mundo (Mansoor et
al., 2003). Analises filogenéticas dos DNAs [ e seus begomovirus associados sugerem
que o satélite e o virus auxiliar co-evoluiram como conseqiiéncia do isolamento

geografico e adaptag@o ao hospedeiro (Zhou et al., 2003; Rojas et al., 2005).
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Membros do género Curtovirus seriam derivados de antigas recombinagdes entre
mastrevirus e begomovirus, resultando na aquisi¢do da CP de um mastrevirus ancestral
transmitido por uma cigarrinha primitiva, ao passo que um begomovirus teria
contribuido com os genes associados a replicagdo (Rybicki, 1994; Padidam et al., 1995).
Outro evento de recombinagdo foi identificado para o TPCTV, o unico membro do
género Topocuvirus. O seqiienciamento do genoma completo desse virus demonstrou
que sua seqiiéncia ¢ totalmente distinta de todos os outros geminivirus, apressentando
19-22% de identidade com Mastrevirus, 34-37% com Curtovirus e 32-38% com
Begomovirus (Briddon et al., 1996). Além disso, verificou-se que esse virus surgiu apos
recombinagdo entre um curtovirus ancestral € um outro virus que nao possui semelhanga
com nenhum outro geminivirus, o que sugere que outros geminivirus, nao relacionados
com virus pertencentes aos quatro géneros atualmente reconhecidos, podem estar

presentes no campo (Briddon et al., 1996).

Diversidade e estrutura genética de populacdes de begomovirus
Populagdes de geminivirus, incluindo os begomovirus, possuem um elevado
grau de diversidade genética. A ocorréncia de eventos frequentes de recombinagdo
(Padidam et al., 1999), a ocorréncia de pseudo-recombinagdo entre virus com genoma
bissegmentado (Andrade et al., 2006), e a alta taxa de evolugdo molecular (Duffy e
Holmes, 2008) contribuem para esse elevado grau de diversidade. Diversos estudos ja
foram realizados com o objetivo de investigar a estrutura genética de populagdes de
geminivirus, em diversos hospedeiros e em diferentes regides geograficas.
Recentemente, com o advento de técnicas de amplificacdo do genoma viral completo

(“rolling circle amplification”, RCA), novas possibilidades foram criadas para a analise
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de populagdes virais em escala genomica (Haible et al., 2006), ¢ pelo menos um
trabalho nesse sentido ja foi publicado (Owor et al., 2007).

Mutacdo, recombinacdo e pseudo-recombinagdo sao as principais fontes de
variabilidade genética de virus em plantas (Garcia-Arenal et al., 2003; Seal et al.,
2006b). Sob diferentes condigdes de selecdo, como presenca de um efeito gargalo
(populacdo inicial pequena do virus, periodo curto de aquisi¢do pelo vetor),
transferéncias sucessivas entre hospedeiros sem emprego do vetor, e inoculagdo em
plantas resistentes, isolados de MSV apresentaram alta freqiiéncia de mutagdo, da
ordem de 10* a 10™ (Isnard et al., 1998). Resultados similares foram obtidos num
experimento controlado de analise da taxa de variabilidade genética do begomovirus
Tomato yellow leaf curl China virus (TYLCCNYV) onde foi encontrada uma freqiiéncia
média de mutagdo de 3,5x10™ ¢ 5,3x10™* apos 60 dias de infecgdo em N. benthamiana e
tomateiro, respectivamente (Ge et al., 2007). Taxas de mutagdo para o TYLCV foram
estimadas em 2,88x10™ subs/sitio/ano para o genoma completo (Duffy e Holmes,
2008). A regido que codifica a proteina capsidial apresentou uma taxa maior (4,63x10™
subs/sitio/ano) e a regido intergénica (ndo codificadora) apresentou uma taxa ainda
maior (1,56x107 subs/sitio/ano). Entretanto, as mutagdes observadas foram na maioria
sindnimas, sugerindo que as altas taxas de mutacdo observadas refletem mais uma
rapida dinamica mutacional do que uma freqiiente evolucdo adaptativa (Duffy e
Holmes, 2008). Estas taxas de mutacdo foram similares as estabelecidas para virus de
RNA, que estdo entre 10 e 10” subs/sitio/ano (Jenkins et al., 2002). Altas taxas de
mutagdo foram observadas para begomovirus infectando plantas daninhas (Ooi et al.,
1993) e plantas cultivadas (Sanz et al., 1999; Duffy ¢ Holmes, 2008). Por outro lado,
mutantes para a proteina Rep do TGMV e do CaLCuV que nao permitem a interagao

com a proteina pRB, inoculados em protoplastos de fumo e em plantas de N.
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benthamiana, apresentaram até 100% de freqiiéncia de reversdo da mutacdo,
evidenciando a capacidade de populacdes de geminivirus de evoluir rapidamente para
alterar mudangas deletérias em seu genoma (Arguello-Astorga et al., 2007).

As freqliéncias de mutagdo e as taxas de substituicdo de nucleotideos observadas
para geminivirus apresentam valores similares aos verificados para virus de RNA,
apesar da expectativa de que fossem menores devido a utilizacdo da maquinaria de
replicagdo do hospedeiro, que permite corrigir as incorporagdes incorretas de
nucleotideos, aumentando a fidelidade da replicagdo (Duffy e Holmes, 2008). E possivel
que os geminivirus ndo utilizem os mecanismos de correcdo de erro da sintese de DNA
do hospedeiro, permitindo o incremento das taxas de mutacdo de forma que mutagdes
ndo deletérias sejam mantidas (Sanz et al., 1999).

A recombinagdo intermolecular ¢ considerada fundamental para a geragdo de
variabilidade genética dos geminivirus. O conhecimento da existéncia e freqiiéncia de
recombinagcdo em uma populagdo de virus pode ajudar a entender quais genes sdo
intercambiados e o surgimento de novas variantes de virus. Esta informagao ¢é essencial,
por exemplo, para tentar determinar a durabilidade da resisténcia genética, pois novas
variantes recombinantes poderiam ser formadas com incremento da adaptabilidade a
genotipos resistentes (Awadalla, 2003).

A alta freqiiéncia de recombinagao dos geminivirus pode ser explicada em parte
por uma possivel estratégia de replicacdo dependente de recombinagdo (Preiss e Jeske,
2003), pela ocorréncia freqiiente de infecgdes mistas (Torres-Pacheco et al., 1996;
Harrison et al., 1997; Sanz et al., 2000; Pita et al., 2001; Ribeiro et al., 2003), ¢ pela
caracteristica de infeccdo do mesmo nucleo da célula por mais de um begomovirus

(Morilla et al., 2004).
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A emergéncia frequente de novas espécies de geminivirus devido a eventos de
recombinagdo foi demonstrada por meio de analise de conversdo génica (Padidam et al.,
1999). Embora na época o nimero de genomas completos sequenciados fosse pequeno,
os autores analisaram todas as combinagdes dois-a-dois possiveis, e identificaram 420
fragmentos recombinantes tanto entre espécies como entre géneros da familia
Geminiviridae. A recombinagdo entre geminivirus ¢ de fato um evento frequente, e um
sitio frequente (“hot spot”) de recombinagdo esta localizado na origem de replicagdo
viral. A comparacdo de seqiiéncias de begomovirus mono- e bissegmentados
depositadas no GenBank até maio de 2006 (123 e 116 seqiiéncias, respectivamente)
indicou que a regido do gene Rep que codifica a por¢do N-terminal da proteina Rep,
assim como a regido intergénica adjacente, sdo freqiientemente intercambiados durante
a replicagdo. Também foram determinados sitios freqlientes de recombinacdo (“hot-
spots”) localizados na regidao intergénica entre os genes CP e REn (Lefeuvre et al.,
2007).

A existéncia de dois componentes gendmicos na maioria dos begomovirus
promove um mecanismo alternativo, conhecido como pseudo-recombinagdo, pelo qual a
troca de material genético pode ocorrer sem necessidade de recombinagdo
intermolecular, ocorrendo apenas a troca de componentes entre dois virus distintos
(Gilbertson et al., 1993b; Sung e Coutts, 1995; Andrade et al., 2006; revisado por Rojas
et al., 2005). A ocorréncia natural de pseudo-recombinantes no campo foi verificada no
México, em tomateiros infectados pelo Chino del tomate virus (CdTV) (Paplomatas et
al., 1994).

Experimentos com pseudo-recombinacdo sdo ferramentas uteis no estudo de
funcdes de genes e podem revelar relagdes filogenéticas, como é o caso da mistura de

componentes genomicos do Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV) e Bean golden
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mosaic virus (BGMYV), que possuem identidade inferior a 75% em suas seqiiéncia de
nucleotideos e ndo formam pseudo-recombinantes infecciosos (Gilbertson et al., 1993a).
Por outro lado, pseudo-recombinantes formados a partir da mistura de componentes
gendmicos de dois isolados de BGYMYV mostraram-se infecciosos. Quando inoculada, a
mistura formada a partir do DNA-A do isolado da Guatemala (BGYMV-GA) e DNA-B
do isolado da Republica Dominicana (BGYMV-DR) foi capaz de induzir os mesmos
sintomas apresentados pelos virus parentais, enquanto o pseudo-recombinante reciproco
(DNA-A do BGYMV-DR ¢ DNA-B do BGYMV-GA) induziu sintomas atenuados e
tardios. Esses resultados demonstram que geminivirus com regides comuns
suficientemente similares podem formar pseudo-recombinantes infecciosos, mas
ressaltam que freqiientemente os pseudo-recombinantes reciprocos apresentam
diferencas na eficiéncia de replicagdo e infecgdo sistémica (Faria et al., 1994). Esse fato
também foi observado para o ACMV (Stanley, 1995) e TGMV (Von Arnim e Stanley,
1992).

A especificidade da liga¢ao da proteina Rep aos iterons € considerada o principal
determinante da formag¢do de pseudo-recombinantes vidveis entre diferentes
espécies/estirpes de begomovirus (Argiiello-Astorga et al., 1994; Eagle et al., 1994,
Fontes et al., 1994a; Chatterji et al., 1999; Andrade et al., 2006; Bull et al., 2007).
Outro fator importante ¢ a conservagao da seqiiéncia de aminoacidos da proteina Rep,
especialmente os trés aminoacidos que estariam envolvidos diretamente na ligagdo aos
iterons (Arguello-Astorga e Ruiz-Medrano, 2001). A viabilidade de pseudo-
recombinantes indica que fatores envolvidos na replicagdo e movimento sao
intercambiaveis entre espécies altamente relacionadas, ou entre estirpes de uma mesma

espécie. A assimetria entre pseudo-recombinantes reciprocos indica que a pseudo-
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recombinagdo entre begomovirus ¢ um fendmeno complexo que envolve interagdes
entre fatores do virus e do hospedeiro (Hill et al., 1998).

Embora a pseudo-recombinagdo seja comum entre estirpes de uma mesma
espécie de begomovirus, a formacdo de pseudo-recombinantes vidveis entre espécies
distintas ¢ mais dificil. Um pseudo-recombinante foi obtido entre 0 DNA-A do Abutilon
mosaic virus (AbMV) ¢ o DNA-B do Sida golden mosaic Costa Rica virus
(SiGMCRYV), porém o pseudo-recombinante reciproco ndo foi infeccioso (Hofer et al.,
1997b). Similarmente, um pseudo-recombinante viavel foi formado pelo DNA-A de um
isolado de SiIGMV de Honduras (SiGMV-[Hoy,]) e 0 DNA-B do SiGMCRYV (Unseld et
al., 2000). Entretanto, dentre os pseudo-recombinantes reciprocos formados pelo DNA-
A do SiGMCRV combinado ao DNA-B de trés isolados de SiGMV-[Hoy,] que
possuiam pequenas diferencas na composi¢do de nucleotideos, apenas um mostrou-se
viavel, porém pouco eficiente, e ndo foi capaz de infectar a planta a partir da qual foi
originalmente isolado (Unseld et al., 2000). Pseudo-recombinantes infecciosos entre o
DNA-A do CdTV e o DNA-B do BGYMYV foram formados apesar da baixa identidade
da regido comum (68%), porém o pseudo-recombinante reciproco ndo foi infeccioso
quando inoculado em feijoeiro (Garrido-Ramirez et al., 2000).

Pseudo-recombinantes produzidos entre o DNA-A do Tomato mottle virus
(ToMoV) ¢ o DNA-B do Bean dwarf mosaic virus (BDMV), embora infecciosos,
apresentaram acumulo reduzido do DNA-B e induziram sintomas atenuados em N.
benthamiana (Gilbertson et al., 1993b; Hou ¢ Gilbertson, 1996). Entretanto, apos trés
passagens mecanicas sucessivas nesse hospedeiro, os sintomas tornaram-se idénticos
aos produzidos pelo ToMoV e o nivel do DNA-B tornou-se igual ao do DNA-A. A
analise das regides comuns dos DNAs -A e -B do pseudo-recombinante comprovou a

ocorréncia de recombinagdo intermolecular na regido comum do BDMYV, que foi
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substituida quase que totalmente pela regido comum do DNA-A do ToMoV (Hou e
Gilbertson, 1996). Assim, o DNA-B passou a ser reconhecido com 100% de eficiéncia
pela proteina Rep do ToMoV. Esse resultado evidencia a importancia da pseudo-
recombinacao na evolugdo de geminivirus e em sua adaptacdo a novos hospedeiros.

A formagao de pseudo-recombinantes vidveis ndo depende somente da relagao
filogenética e conservagdo dos iterons, ja que pseudo-recombinantes infecciosos foram
formados entre 0o DNA-A do TGMYV e o DNA-B do Tomato yellow spot virus (ToYSV),
que possuem iterons distintos. Além disso, a assimetria na forma¢do do pseudo-
recombinante reciproco sugere que a proteina Rep do TGMV tem maior versatilidade
em termos de reconhecimento de componentes de DNA heterologos comparada a do
ToYSV (Andrade et al., 2006).

Além de fatores virais, fatores relacionados ao hospedeiro determinam o grau de
variabilidade genética da populacdo viral. Por exemplo, foi demonstrado que a
propagacao sexuada de plantas de Eupatorium leva a um maior grau de variabilidade
genética da populagdo viral em relagdo a propagagdo assexuada do mesmo hospedeiro
(Ooi e Yahara, 1999). Além disso, a frequéncia de infeccdo foi maior nas plantas
propagadas assexuadamente, provavelmente em consequéncia da menor variabilidade
genética do hospedeiro. Levando em consideracdo os efeitos da reproducdo sexuada nas
populacdes do patdégeno e do hospedeiro, os autores concluem que a reproducio
sexuada ¢ vantajosa para o hospedeiro. Entretanto, a metodologia utilizada (analise dos
padroes de conformagdo de DNA de fita simples) fornece informagdes limitadas.
Atualmente, com a possibilidade do sequenciamento em larga escala de genomas
completos, informagdes mais confiaveis podem ser obtidas.

Diversos trabalhos realizados ao longo das décadas de 1990 e 2000 avaliaram a

estrutura populacional de begomovirus infectando mandioca na Africa Sub-Sahariana e
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no Sub-Continente Indiano. Nos paises dessas regioes, a mandioca pode ser infectada
por sete espécies de begomovirus (Fauquet e Fargette, 1990; Fargette et al., 1993; Legg
e Raya, 1993) (curiosamente, ndo existem relatos de begomovirus que infectam
mandioca no Brasil, o centro de origem e diversidade genética da planta). Os estudos
realizados demonstraram um elevado grau de variabilidade genética da populacao viral
em diversos paises. A ocorréncia frequente de infecgdes mistas facilita a ocorréncia de
pseudo-recombinagdo e recombinacdo, ¢ em pelo menos 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 0o DNA-A do ACMV ¢ do East
African cassava mosaic virus (EACMYV), denominado EACMV-UG2, ¢ 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 e Thresh, 2000; Pita
etal., 2001).

Na Tanzania, todas as sete espécies de begomovirus que infectam mandioca ja
foram relatadas (Ndunguru et al., 2005). Diversos eventos de recombinagdo foram
detectados entre as estirpes TZ1 e TZ7 do East African cassava mosaic Cameroon virus
(EACMCYV). A andlise de sequéncias indicou que as duas estirpes t€m a mesma origem
local, e portanto ndo foram introduzidas recentemente. 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 recombinagdo. Os resultados
indicam que a regido central do continente africano ¢ um centro de diversidade genética
viral (Ndunguru et al., 2005).

Além dos begomovirus que infectam a mandioca, a Africa também é o centro de
origem dos mastrevirus que infectam gramineas (Palmer e Rybicki, 1998). Um estudo

recente utilizando RCA analisou a estrutura genética da populagdo viral em Uganda, um
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dos paises mais afetados pelo estriado do milho causado pelo MSV (Owor et al., 2007).
Amostras foram coletadas em 155 locais cobrindo todo o pais. Inicialmente, fragmentos
do genoma viral foram amplificados via PCR e a variabilidade foi analisada por meio de
PCR-RFLP. Um total de 49 variantes foram identificadas a partir de 391 isolados virais.
A partir dessas 49 variantes, um total de 62 genomas completos foram sequenciados, e
uma origem recombinante foi demonstrada para 52 desses genomas. Entretanto, um
unico recombinante, denominado MSV-A(1)UgIII, estava presente em infec¢ao simples
em mais de 60% das amostras infectadas em todo o pais. Os autores concluem que,
embora a ocorréncia de recombinagdo entre mastrevirus seja tdo ou mais frequente em
comparagdo com os begomovirus, 0 MSV deve estar sujeito a gargalos que limitam a
variabilidade genética das populag¢des naturais.

Na Europa e demais paises do Mediterrdneo, a cultura do tomateiro ¢
severamente afetada pelo enrolamento amarelo causado pelo complexo de espécies
relacionadas a0 TYLCV (Moriones e Navas-Castillo, 2000). Na Espanha, as espécies
TYLCYV e Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) coexistem no campo e sao
frequentemente encontradas em infeccdes mistas. Um recombinante natural entre as
duas espécies, denominado ES421/99, foi detectado ¢ caracterizado (Monci et al.,
2002). O recombinante ES421/99 apresenta um fenotipo mais agressivo em relagdo aos
virus que lhe deram origem, o que foi sugerido ser uma vantagem adaptativa. Essa
hipdtese foi comprovada em levantamentos de campo que confirmaram a prevaléncia do
recombinante nas regides geograficas onde ele foi inicialmente detectado (Monci et al.,
2002).

Uma andlise mais ampla, com mais de 1900 amostras de dois hospedeiros
(tomateiro e feijoeiro comum) coletadas ao longo de quatro anos em diferentes paises da

regido mediterranea, identificou isolados pertencentes a trés espécies (TYLCV,
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TYLCSV ¢ Tomato yellow leaf curl Malaga virus, TYLCMV), além de um novo
recombinante (Garcia-Andres et al., 2007). Apesar da ocorréncia frequente de infecgdes
mistas, as populagdes virais eram altamente estruturadas, com base no hospedeiro, na
regido geografica e no tempo. Com excecao da estirpe tipica do TYLCV, subpopulagdes
unicas, nao diferenciadas, foram encontradas para cada espécie e estirpe viral,
provavelmente como consequéncia de um efeito fundador pronunciado. Resultados
bastante semelhantes foram encontrados apds a analise de 358 isolados de TYLCV e
TYLCSV coletados na Espanha de 1997 a 2001 (Font et al., 2007), e de 111 isolados de
TYLCV coletados nas Ilhas La Réunion de 1997 a 2004 (Delatte et al., 2007). Nesse
ultimo caso, a baixissima variabilidade genética encontrada inicialmente foi seguida de
um aumento praticamente linear da variabilidade ao longo do periodo amostral. Além
disso, o tamanho efetivo da populacdo aumentou repentinamente de 2001 a 2004, o que
¢ consistente com um efeito fundador devido a introdug¢do de uma populagdo pequena
em um ambiente geograficamente isolado.

Em contraste com a baixa variabilidade genética encontrada em populagdes
naturais do TYLCV na Europa, uma elevada taxa de evolucdo de isolados do Tomato
yellow leaf curl China virus (TYLCCNV) foi relatada apos a inoculagdo artificial de
plantas de tomateiro ¢ N. benthamiana (Ge et al., 2007). A populagdo de TYLCCNV
nessas plantas consistia em uma sequéncia consenso ¢ um grupo de mutantes bastante
relacionados a essa sequéncia consenso, o que estd de acordo com o conceito de
quasispecies proposto para populagdes de virus de RNA. A frequéncia de mutagdo
encontrada foi de 3,5x10* e 5,3x10™ apos 60 dias de infec¢do em N. benthamiana e
tomateiro, respectivamente, valores comparaveis aos relatados para virus de RNA. Os
resultados sugerem que o TYLCCNV possui uma rapida taxa de evolugdo e adaptacdo

em resposta a praticas agricolas. Entretanto, ¢ fundamental ressaltar que esses estudos
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foram feitos sem o emprego do inseto vetor. Portanto, seria mais correto afirmar que o
TYLCCNV apresenta uma taxa potencial de evolugdo molecular elevada. E razoavel
supor que populacdes naturais possuem variabilidade genética inferior ao potencial,
devido ao gargalo genético imposto pelo inseto vetor.

Uma andlise recente utilizando técnicas de genealogia por processos
coalescentes estimou a taxa de evolugao molecular do TYLCV com base em seqiiéncias
depositadas em bancos de dados (e, consequentemente, provenientes de populagdes
naturais transmitidas pelo inseto vetor) entre 1988 e 2006 (Duffy e Holmes, 2008).
Eliminando seqiiéncias com origem recombinante, os autores encontraram uma taxa
média de substitui¢do para o gene que codifica a proteina capsidial de 4,63x10™
subs/sitio/ano. A regido intergénica, supostamente mais variavel, de fato apresentou
uma taxa ainda maior de 1,56x107 subs/sitio/ano. Essas taxas sio semelhantes as que
foram encontradas para virus de ssDNA infectando mamiferos e também para virus de
RNA, e sugerem que a alta taxa de evolu¢dao dos geminivirus, independentemente da
ocorréncia de eventos de recombinagdo, poderia explicar a freqiiente emergéncia de
novas espécies em diferentes hospedeiros. Os autores utilizaram esses dados para
calibrar o “relogio molecular” do virus e assim calcular o tempo ao mais recente
ancestral comum, determinando que o complexo TYLCV diversificou-se antes do

advento da agricultura (Duffy e Holmes, 2008).

Variabilidade genética de begomovirus em tomateiro no Brasil

O primeiro relato de geminivirus em tomateiro no Brasil foi feito na década de
1970 (Costa et al., 1975). O virus foi caracterizado ¢ denominado Tomato golden
mosaic virus (TGMV). Além do TGMYV, cinco outros virus transmitidos por mosca-

branca foram identificados, porém sem causar danos de importancia economica (Matyis
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et al., 1975). Isso provavelmente ocorreu porque o bidtipo A de B. tabaci, o unico
presente no Brasil na época, coloniza o tomateiro com baixa eficiéncia (Bedford et al.,
1994).

Em 1992, no estado de Sao Paulo, constatou-se a presenga do bidtipo B de B.
tabaci, provavelmente introduzido pela importagdo de plantas ornamentais da Europa
ou dos EUA (Melo, 1992). Comparado ao bidtipo A, o bidtipo B apresenta maior grau
de adaptagdo e dispersdo, com uma gama de hospedeiros muito mais ampla, incluindo
solanaceas como o tomateiro, e diversas espécies de plantas silvestres e/ou daninhas
(Bedford et al., 1994).

A presenca do biotipo B no Distrito Federal foi confirmada em 1993, associada a
sintoma de infeccdo por begomovirus em tomateiros para processamento industrial
(Ribeiro et al., 1994; Franga et al., 1996). A partir de plantas com sintomas tipicos,
fragmentos de DNA correspondentes aos dois componentes genomicos dos
begomovirus foram amplificados via PCR. A seqiiéncia de nucleotideos desses
fragmentos indicou tratar-se de nova espécie de begomovirus, distinta do TGMV e
denominada Tomato chlorotic vein virus (TCIVV) (Bezerra et al., 1996; Ribeiro et al.,
2003). Até o presente, a caracterizacdo molecular do TCIVV ainda ndo foi completada.

Relatos adicionais de begomovirus em tomateiro foram feitos em Sao Paulo
(Faria et al., 1997), no Rio de Janeiro (Galvéao et al., 1998) e na regido Nordeste, em
amostras de tomateiro provenientes da Bahia (Ribeiro et al., 1996) e de Pernambuco
(Bezerra et al., 1997). Em 1997 a doenga foi relatada no submédio Sdo Francisco, na
época a principal regido produtora de tomate para processamento industrial no Brasil,
acarretando perdas de até 100% em diversas areas e levando ao abandono da
tomaticultura intensiva na regido (Bezerra et al., 1997). Em todos esses casos, o

aparecimento do virus ocorreu logo ap6s a introdugdo do bidtipo B de B. tabaci.
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No Triangulo Mineiro, uma nova espécie de begomovirus foi identificada em
tomateiros em 1996 (Rezende et al., 1996; Zerbini et al., 1996b). A comparac¢do da
seqliéncia completa de nucleotideos do DNA-A e DNA-B com as de outros
begomovirus comprovou tratar-se de uma nova espécie, denominada Tomato rugose
mosaic virus (ToORMV) (Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al., 2006). Levantamento de
campo realizado em junho de 2000 nos municipios de Araguari, Indianopolis e
Uberlandia indicou a prevaléncia do ToRMV, detectado em 73% das 148 amostras
coletadas e positivas para begomovirus (Fernandes, 2001). O ToRMYV foi caracterizado
biologicamente e molecularmente (Fernandes et al., 2006).

Na Zona Metalurgica de Minas Gerais, outro begomovirus foi isolado de
amostras de tomateiro no mesmo ano (Zerbini et al., 1996a). A comparagdo da
seqiiéncia completa de nucleotideos do DNA-A e DNA-B com outros begomovirus
(incluindo o ToRMYV) demonstrou tratar-se de nova espécie, designada Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) (Andrade et al., 2002; Ribeiro et al., 2003). A
identidade de seqiiéncia entre 0 ToOCMoV e o0 ToORMYV ¢ de aproximadamente 85% para
0 DNA-A e 80% para o DNA-B, indicando tratar-se de virus distintos, porém altamente
relacionados. Outros isolados do ToCMoV foram identificados na Bahia, Espirito
Santo, Pernambuco e Rio de Janeiro (Ribeiro et al., 2003). O isolado da Bahia foi
caracterizado biologicamente ¢ molecularmente (Ribeiro et al., 2007).

Além do ToORMV e ToCMoV, um isolado de begomovirus foi detectado em Sao
Jodo de Bicas, Minas Gerais, causando sintomas severos em tomateiro. O isolado,
denominado MG-Bi2, foi caracterizado Dbiologicamente e molecularmente,
demonstrando tratar-se de uma nova espécie denominada Tomato yellow spot virus
(ToYSV) (Calegario et al., 2007). Curiosamente, apesar de ter sido isolado de

tomateiro, o ToYSV apresenta relacionamento filogenético mais proéximo com
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begomovirus isolados de Sida sp., como o Sida mottle virus (SiMoV), Sida yellow
mosaic virus (SiYMV) e Sida micrantha mosaic virus (SimMV) (Andrade et al., 2006).

A caracterizacdo molecular parcial de begomovirus isolados de tomateiros nas
principais regioes produtoras do Nordeste e Sudeste brasileiros (com exce¢do do estado
de Sao Paulo) indicou a presenga de pelo menos cinco novas espécies virais, incluindo o
ToRMV, ToCMoV e ToYSV (Ribeiro et al., 2003).

Esses relatos, considerados em conjunto, indicam claramente que a emergéncia
de novos begomovirus em tomateiros no Brasil foi favorecida pela rapida disseminagao
do biotipo B de B. tabaci (Lourengao e Nagai, 1994; Haji et al., 1999). Agindo como
vetor, o inseto teria permitido que virus nativos infectando plantas silvestres e daninhas
chegassem ao tomateiro ¢ se adaptassem ao novo hospedeiro em um rapido processo
evolutivo, culminando com o surgimento de novas espécies. Estudos realizados no
Meéxico e nos EUA sugerem que esse processo de evolucdo e adaptagcdo pode ocorrer
em periodos de tempo da ordem de 5-10 anos (Hou e Gilbertson, 1996; Torres-Pacheco
etal., 1996).

Evidéncias de recombinagdo e pseudo-recombinagdo ja foram encontradas em
associag¢@o ao complexo de begomovirus infectando o tomateiro no Brasil. Galvao et al.
(2003) e Ribeiro et al. (2007) sugeriram que os isolados MG-Btl e¢ BA-Sel,
respectivamente, do ToCMoV, possuem origem recombinante. A formagao de pseudo-
recombinantes vidveis entre clones infecciosos do TGMV (DNA-A) e ToYSV (DNA-
B), ¢ entre 0 ToYSV (DNA-A) e o Tomato crincle leaf yellow virus (ToCrLYV) (DNA-
B), foi demonstrada em experimentos de inoculagdo com clones infecciosos (Andrade et
al., 2006). Além disso, foi sugerida a pseudo-recombinagéo entre 0o TORMV ¢ um novo

virus em condig¢des naturais (planta infectada no campo) (Fernandes et al., 2006).
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Levantamentos realizados nos ultimos cinco anos (Castillo-Urquiza et al., 2007,
Cotrim et al., 2007, Fernandes et al., 2008) indicam que determinadas espécies
tornaram-se prevalentes em diferentes regides do pais. Seqiienciamento direto de
fragmentos de PCR de amostras de tomateiro coletadas na regido central do estado de
Sao Paulo nos anos de 2003 e 2004 indicou como espécie predominante o Tomato
severe rugose virus (ToSRV), presente em 50% das amostras analisadas. A presenca do
Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) ¢ do SiMoV também foi detectada (Cotrim
et al., 2007). Também mediante o seqiienciamento de fragmentos de PCR obtidos de
amostras de tomateiro, coletadas entre 2002 e 2004 no Distrito Federal e nos estados da
Bahia, Goias, Minas Gerais, Pernambuco e¢ S3o Paulo, verificou-se a presenga do
ToSRV em 61% das amostras, além do Tomato golden vein virus (TGVV), Tomato
mottle leaf curl virus, ToYVSV e duas possiveis novas espécies (Fernandes et al.,
2008).

Diversas espécies de begomovirus infectando plantas daninhas como Sida
rhombifolia, S. micrantha e Agerantum conizoides ja foram isoladas e caracterizadas
(Tan et al., 1995; Frischmuth et al., 1997; Jovel et al., 2004). Diversos relatos podem
ser encontrados na literatura associando infec¢des de plantas por geminivirus a presenca
de plantas daninhas nas lavouras (Creamer et al., 1996; Roye et al., 1997; Umaharan et
al., 1998; Sanchez-Campos et al., 1999). O SiGMYV, isolado a partir de S. rhombifolia e
que ndo tem ocorréncia no Brasil, é capaz de infectar também plantas de tomateiro e de
feijoeiro (Frischmuth et al., 1997).

O SiMoV, obtido de plantas de S. rhombifolia coletadas em Vigosa, MG
(Fernandes et al., 1999), foi encontrado em plantas de tomateiro na Zona Metaltrgica
no estado de Minas Gerais (Calegario, 2004). No estado do Ceard, espécies de plantas

daninhas pertencentes as familias Amaranthacea, Asteraceae, Euphorbiaceae e
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Rubiaceae (Acanthospermum hispidum, Ageratum conyzoides, Amaranthus deflexus, A.
spinosus, A. viridis, Bidens pilosa, Borreria capitata e Euphorbia heterophylla), sem
sintomas visiveis de infeccdo viral porém associadas a cultivos de tomateiro com
sintomas tipicos de infec¢do por begomovirus, foram identificadas como hospedeiras
naturais de begomovirus (Santos et al., 2003; Arnaud et al., 2007). Plantas daninhas
coletadas em municipios dos estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco, com sintomas de
mosaico amarelo, deformagdo do limbo foliar ¢ redugdo do crescimento, foram
avaliadas para a presenga de begomovirus via PCR (Assungao et al., 2006). A infecgdo
viral foi confirmada em Cleome affinis, Cnidoscolus urens, Desmodium sp., Herissantia
crispa, Macroptilium lathyroides, Sidastrum micranthum, Sida rhombifolia, Sida
spinosa, Triumfetta semitriloba e Waltheria indica (pertencentes as familias
Capparaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Malvaceae ¢ Sterculiaceae). Padroes distintos
de clivagem obtidos em analise de PCR-RFLP sugeriram a existéncia de um alto grau
de variabilidade genética (Assungdo et al., 2006). Entretanto, as espécies de

begomovirus infectando estas plantas nao foram identificadas e nem caracterizadas.
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Abstract

The incidence of tomato-infecting begomoviruses has sharply increased in Brazil
following the introduction of the B biotype of the whitefly vector in the early 1990’s.
Five definitive species and six tentative species have been described since then. Here,
we report the detection of an additional six novel species, three in tomato and three
infecting weeds which are commonly associated with tomato fields: Blainvillea
rhomboidea, Sida rhombifolia and Sida micrantha. Tomato and weed samples were
collected in two major tomato-growing regions of Southeastern Brazil in 2005 and
2007. Two of the novel viruses were present in tomato plants collected in Paty do
Alferes, Rio de Janeiro state. Three novel viruses were present in weed samples
collected in Coimbra, Minas Gerais state. One virus was present in tomato samples
collected at both locations. Genome features indicate that all six species are typical New
World, bipartite begomoviruses. However, two of the novel species did not cluster with
the Brazilian viruses in a phylogenetic tree. These species could represent a distinct

lineage of New World begomoviruses, found in Brazil for the first time.
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Begomoviruses (whitefly-transmitted geminiviruses) cause serious diseases in a number
of economically important crops, mostly in tropical and subtropical regions [17]. The
most affected crops in Brazil are beans and tomatoes [5, 19]. The incidence of
begomovirus infections in tomatoes has sharply increased following the introduction of
the B biotype of Bemisia tabaci in the early 1990°s [13]. Since then, five definitive
begomovirus species have been described: Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV),
Tomato rugose mosaic virus (ToRMV), Tomato severe rugose virus (ToSRV), Tomato
yellow spot virus (ToYSV) and Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) [2, 4, 9,
15]. Six tentative species have also been described based on partial genome sequences
[8, 14]. In addition, three species have been detected in weeds which are closely
associated with tomato fields: Sida mottle virus (SiMoV), Sida yellow mosaic virus
(SiYMYV) and Sida micrantha mosaic virus (SimMV) [7, 12].

Brazilian begomoviruses are typical New World, bipartite begomoviruses which
form two monophyletic clusters, one containing the viruses found in weeds but
including ToYSV, and the other containing the viruses infecting crop plants [1].
ToYVSV and ToSRV types have become predominant in tomato fields over the years,
being detected in the majority of samples collected in a number of surveys [8, 10].
However, the other viruses are always detected, albeit in a smaller number of samples.
It is believed that the emergence of tomato-infecting begomoviruses was the result of
horizontal transfer of indigenous viruses that infect wild or weed hosts by the new
biotype of the whitefly vector. Once present in the new host, these indigenous viruses
would have rapidly evolved via recombination and pseudorecombination, giving rise to
the species currently detected in the field. The predominance of a couple of species
could be due to differential adaptation of the emerging viral species to tomato or
differential efficiency of vector transmission.

As part of an ongoing effort to assess begomovirus diversity and the emergence
of novel species, we carried out surveys of two major tomato-growing regions of Brazil,
the cities of Paty do Alferes, in Rio de Janeiro state (coordinates 22°25'44" S; 43°25'08"
W) and Coimbra, in Minas Gerais state (20°51'55" S; 42°49'01" W). In Paty do Alferes,
119 tomato samples were collected in May 2005. In Coimbra, 17 tomato and 43 weed
samples were collected in July 2007. Total DNA was extracted [3] and the presence of a
begomovirus was confirmed by PCR using universal primers for the genus [16]. Full-
length viral genomes were amplified from the PCR-positive samples by rolling-circle

amplification [11], cloned in pPBLUESCRIPT KS+ (Stratagene) after monomerization
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with the restriction enzymes Apa I, BamH I, Cla I, EcoR I, HinD III, Kpn I or Pst I, and
sequenced at Macrogen, Inc. (Seoul, South Korea) by primer walking. DNA-A
nucleotide sequences were initially submitted to a BLAST search for preliminary
species assignment based on the 89% threshold level established by the Geminiviridae
Study Group of the ICTV [6]. Additional pairwise comparisons were made with
DNAMan version 4.0, using the Optimal Alignment option with the following
parameters: K-tuple=2, Gap penalty=7, Gap open=10, Gap extension=5. The deduced
amino acid sequences for the seven viral ORFs (Rep, Trap, Ren, AC4 and CP in DNA-
A; MP and NSP in DNA-B) were also compared using the following parameters:
BLOSUM matrix, K-tuple=1, Gap penalty=4, Gap open=10, Gap extension=0.1.
Multiple sequence alignments were prepared with the Clustal W module in Mega 4.0
[18]. Maximum parsimony trees were generated using MEGA 4.0 with 1000 bootstrap
replications.

Using rolling circle amplification, more than 900 clones were obtained from the
179 samples collected, and 106 were selected for sequencing. Pairwise sequence
analysis indicated that isolates BR:Pda4:05, BR:Pda58:05 and BR:C0i22:07 (from
tomato), BR:Coi3:07 (from S. rhombifolia), BR:Co0i4:07 (from Sida micrantha) and
BR:Co0i25:07 (from Blainvillea rhomboidea), had <84% DNA-A identity with all
previously described begomoviruses, and <85% identity amongst themselves (Table 1).
Thus, each one comprises a new begomovirus species. Cognate DNA-Bs (cloned from
the same samples from which the correspondent DNA-A was cloned, and displaying
>94% identity for the common region sequence with identical iterons) were identified
for BR:Pda58:05, BR:C0i22:07 and BR:C0i25:07.

All six viruses have the typical genome organization of New World, bipartite
begomoviruses, with five ORFs in the DNA-A and two ORFs in the DNA-B. Pairwise
sequence comparisons for each ORF in the DNA-A (available on line as Supplemental
Tables S1-S7) indicate that the coat protein ORF is the most conserved among the six
species, with 86-97% identity, and AC4 is the least conserved, with <68% identity. For
the DNA-B ORFs, NSP has 66-70% identity and MP has 78-83% identity. All
components (DNA-A and DNA-B) have the conserved nonanucleotide
(5’TAATATTACS3’) as part of a stem-loop structure in the origin of replication.
Cognate DNA-A and DNA-B components have identical iterons, but the iterons are
different among the six species: GGTG/GGTG for BR:Pda58:05, BR:Coi3:07 and
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BR:C0i22:07; GGGG/GGGG for BR:Pda4:05 and BR:Co0i4:07; and GGAG/GGGA for
BR:Co0i25:07 (data not shown).

Phylogenetic analysis indicates that the species represented by isolates
BR:Pda4:05, BR:Pda58:05 and BR:Co0i4:07 form a monophyletic cluster with 92%
confidence including Brazilian begomoviruses from weeds (plus ToYSV, originally
isolated from tomato; Figure 1). Both BR:Pda4:05 and BR:Pda58:05 were obtained
from tomato plants in Paty do Alferes, while BR:Coi4:07 was obtained from Sida in
Coimbra. Despite the relatively low sequence identity among the viruses in this
monophyletic cluster (<84%), their phylogenetic relationship supports the hypothesis of
a common origin for viruses from tomato and Sida in Brazil.

The species represented by BR:C0i25:07, obtained from the weed Blainvillea
rhomboidea in Coimbra, is most related to BGMV, but this is a distant relationship with
only 74% identity for the DNA-A (Figure 1; Table 1). In fact, this is the most divergent
virus among all six new species, with <75% identity with all other begomoviruses.

The species represented by isolates BR:Co0i13:07 and BR:C0i22:07 form a
monophyletic cluster with 100% bootstrap confidence including viruses from Mexico
and Central America (Figure 1). These are the only Brazilian begomoviruses which
cluster with viruses from other countries. More interestingly, BR:Co13:07 was obtained
from Sida, while BR:C0i22:07 was obtained from tomato. Moreover, additional DNA-A
clones with 97% identity with BR:C0i22:07 were obtained from samples collected in
Paty do Alferes (data not shown). Therefore, this is the only species detected in both
locations. The viral species represented by isolates BR:Coi3:07 and BR:C0122:07 could
be members of a distinct lineage of New World begomoviruses, detected in Brazil for
the first time. Additional analyses, including recombination detection and gene
genealogy using the coalescent process, will be carried out in order to determine the
genetic structure of these begomovirus populations.

On the basis of their sequence and phylogenetic relationships, and taking into
consideration the hosts from which they were isolated and the symptoms induced by
each virus (Supplemental Figure S1), we propose the names Tomato mild mosaic virus
(ToMIMV) for the species represented by BR:Pda58:05, Tomato common mosaic virus
(ToCmMYV) for the species represented by BR:C0i22:07, Tomato leaf distortion virus
(ToLDV) for the species represented by BR:Pda4:05, Sida yellow leaf curl virus
(SiYLCV) for the species represented by BR:Coi3:07, Blainvillea yellow spot virus
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(BIYSV) for the species represented by BR:Co0i25:07, and Sida common mosaic virus
(SiCmMYV) for the species represented by BR:Coi4:07.
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Table 1. Percent identities between the complete DNA-A (above the diagonal) and DNA-B (below the diagonal) nucleotide sequences of the six new

begomovirus species detected in Brazil and the most closely related viruses.

TSLCV | BGMV | SimMV | ToYSV | ToYVSV | SiMoV | SiYMV | TGMV | ToCMoV | ToRMV | ToSRV | ToCrLYV | BR:Pda4: | BR:Coi4: BR:Coi3: BR:Coi22 | BR:Pda58 | BR:Coi25
07 07 07 :07 :07 :07

TSLCV -- 73 70 72 71 71 71 74 74 71 69 n.d. 72 69 78 80 72 66
BGMV n.d.’ -- 75 76 74 74 73 71 77 80 78 n.d. 79 76 72 73 76 74
SimMV n.d. 57 - 81 74 82 80 76 74 78 78 n.d. 83 78 77 73 81 69
ToYSV n.d. 69 71 - 74 87 84 76 75 77 78 n.d. 82 80 81 75 79 70
ToYVSV n.d. 69 57 67 - 73 78 79 77 75 77 n.d. 75 72 73 71 73 73
SiMoV n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - 87 75 75 76 77 n.d. 82 79 82 75 76 67
SiYMV n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - 74 77 75 76 n.d. 81 79 83 75 77 68
TGMV n.d. 64 59 52 57 n.d. n.d. - 75 78 79 n.d. 76 74 72 73 74 67
ToCMoV n.d. 62 56 58 57 n.d. n.d. 49 - 85 78 n.d. 78 74 72 76 75 75
ToRMV n.d. 61 71 68 69 n.d. n.d. 62 58 - 86 n.d. 80 77 73 75 76 74
ToSRV n.d. 61 71 68 69 n.d. n.d. 63 60 98 - n.d. 78 77 73 73 78 74
ToCrLYV n.d. 68 56 68 66 n.d. n.d. 55 77 58 58 - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
BR:Pda4:05° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - 84 78 75 78 71
BR:Coi4:07° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - 76 73 75 70
BR:Co0i3:07° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. -- 83 75 66
BR:C0i22:07° | n.d. 53 50 50 60 n.d. n.d. 54 73 51 51 78 n.d. n.d. n.d. - 73 68
BR:Pda58:07" | n.d. 57 71 69 59 n.d. n.d. 61 58 62 62 66 n.d. n.d. n.d. 57 - 69
BR:C0i25:07¢ | n.d. 52 48 55 60 n.d. n.d. 52 55 50 50 56 n.d. n.d. n.d. 53 48 -

*Not done (sequences not available).
"#proposed new species: "Tomato leaf distortion virus (TOLDV); “Sida common mosaic virus (SiCmMV); “Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV); “Tomato common mosaic virus

(ToCmMV); ‘Tomato mild mosaic virus (ToMIMV); ¢ Blainvillea yellow spot virus (BIYSV).
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Supplemental Table S1. Percent sequence identities between the deduced amino acid sequences of the Rep (AC1) ORF encoded by the DNA-A of

the six new begomovirus species detected in Brazil and the most closely related viruses.

BGMV | ToYSV | SimMV | SiMoV | SiYMV | TGMV | ToCMoV | ToRMV | ToSRV | ToYVSV | ToSLCV | BR:Coi25: | BR:Coi4: | BR:Pda4: | BR:Coi3: | BR:Coi22: | BR:Pda58:

07 07 05 07 07 05
BGMV - 76 78 67 67 76 72 78 79 70 66 73 74 81 65 64 78
ToYSV - 82 77 74 80 73 80 81 74 62 66 74 83 69 63 80
SimMV - 72 70 78 72 79 80 72 60 65 74 82 64 61 82
SiMoV - 67 71 63 69 69 65 59 58 64 70 64 59 70
SiYMV - 70 76 71 71 81 61 67 68 75 65 60 72
TGMV - 73 82 82 75 63 67 73 79 63 62 78
ToCMoV - 79 75 79 64 71 71 76 62 64 74
ToRMV - 93 73 63 72 75 80 62 63 79
ToSRV - 73 62 73 75 80 61 63 80
ToYVSV - 64 68 69 74 65 63 73
ToSLCV - 62 59 64 87 88 65
BR:C0i25:07° - 67 69 59 59 68
BR:Coi4:07° - 78 61 60 76
BR:Pda4:05° - 67 66 81
BR:Coi3:07 - 87 65
BR:C0i22:07¢ - 65

BR:Pda58:05"

*Tproposed new species: *Blainvillea yellow spot virus (BIYSV); "Sida common mosaic virus (SiCmMV); “Tomato leaf distortion virus (ToLDV); “Sida yellow leaf curl virus

(SiYLCV); “Tomato common mosaic virus (ToCmMYV); “Tomato mild mosaic virus (ToMIMV).
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Supplemental Table S2. Percent sequence identities between the deduced amino acid sequences of the Trap (AC2) ORF encoded by the DNA-A of

the six new begomovirus species detected in Brazil and the most closely related viruses.

BGMV | ToYSV | SimMV | SiMoV | SiYMV | TGMV | ToCMoV | ToRMV | ToSRV | ToYVSV | ToSLCV | BR:Coi25:| BR:Coi4: | BR:Pda4: | BR:Coi3: | BR:Coi22:| BR:PdaS8:

07 07 05 07 07 05
BGMV - 74 73 72 62 70 76 80 72 70 65 72 70 75 71 68 79
ToYSV - 76 86 73 69 68 71 71 68 64 71 73 82 85 74 75
SimMV - 82 71 68 72 72 71 68 64 71 67 80 78 74 79
SiMoV - 82 74 69 69 69 72 62 68 72 79 88 75 75
SiYMV -- 62 59 61 57 61 54 58 63 67 73 64 66
TGMV - 70 73 71 76 67 68 63 70 73 74 64
ToCMoV - 91 74 67 64 77 68 74 72 72 75
ToRMV - 77 70 67 75 68 75 70 75 76
ToSRV - 62 64 68 63 73 69 67 70
ToYVSV - 62 69 63 68 68 71 66
ToSLCV - 58 57 64 60 64 71
BR:C0i25:07° - 66 76 70 71 69
BR:Coi4:07° - 79 70 67 71
BR:Pda4:05° - 78 77 77
BR:Coi3:07 - 75 72
BR:C0i22:07¢ -- 71

BR:Pda58:05"

“TProposed new species: *“Blainvillea yellow spot virus (BIYSV); "Sida common mosaic virus (SiCmMV); “Tomato leaf distortion virus (ToLDV); “Sida yellow leaf curl virus

(SiYLCV); “Tomato common mosaic virus (ToCmMYV); “Tomato mild mosaic virus (ToMIMV).
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Supplemental Table S3. Percent sequence identities between the deduced amino acid sequences of the Ren (AC3) ORF encoded by the DNA-A of

the six new begomovirus species detected in Brazil and the most closely related viruses.

BGMV | ToYSV | SimMV | SiMoV | SiYMV | TGMV | ToCMoV | ToRMV | ToSRV | ToYVSV | ToSLCV | BR:Coi25: BR:Coi4: | BR:Pda4: | BR:Coi3: | BR:Coi22: | BR:Pda58:
07 07 05 07 07 05
BGMV - 78 81 79 66 78 81 80 83 81 75 77 75 78 78 83 84
ToYSV - 76 84 68 81 78 78 82 78 74 81 83 80 87 82 83
SimMV - 82 68 74 81 80 77 77 71 78 78 84 81 81 85
SiMoV - 81 81 78 78 79 79 71 76 82 81 90 84 83
SiYMV -- 65 63 65 65 65 59 61 68 66 75 69 70
TGMV - 78 77 80 83 78 78 81 79 82 82 79
ToCMoV - 94 82 80 74 77 81 80 79 87 81
ToRMV - 81 79 72 76 80 80 81 87 81
ToSRV - 81 78 78 79 79 80 84 83
ToYVSV - 78 79 79 81 82 81 81
ToSLCV - 74 75 74 75 74 76
BR:C0i25:07° - 77 77 80 80 78
BR:Coi4:07° - 84 81 81 85
BR:Pda4:05° - 79 81 84
BR:Coi3:07 - 84 84
BR:C0i22:07¢ -- 83
BR:Pda58:05" -

“TProposed new species: *Blainvillea yellow spot virus (BIYSV); "Sida common mosaic virus (SiCmMV); “Tomato leaf distortion virus (ToLDV); “Sida yellow leaf curl virus

(SiYLCV); “Tomato common mosaic virus (ToCmMYV); “Tomato mild mosaic virus (ToMIMV).
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Supplemental Table S4. Percent sequence identities between the deduced amino acid sequences of the AC4 ORF encoded by the DNA-A of the six

new begomovirus species detected in Brazil and the most closely related viruses.

BGMV | ToYSV | SimMV | SiMoV | SiYMV | TGMV | ToCMoV | ToRMV | ToSRV | ToYVSV | ToSLCV | BR:Coi25: BR:Coi4: | BR:Pda4: | BR:Coi3: | BR:Coi22: | BR:Pda58:
07 07 05 07 07 05
BGMV - 44 36 30 30 31 32 41 35 32 24 48 45 40 29 24 40
ToYSV - 68 58 49 71 50 69 63 57 25 38 68 82 24 21 69
SimMV - 58 45 67 47 72 72 56 18 42 63 69 18 5 75
SiMoV - 46 60 51 55 55 51 32 27 60 58 13 13 53
SiyYmMVv - 49 71 43 42 63 18 27 40 50 14 18 49
TGMV - 52 68 67 60 25 35 54 70 19 20 63
ToCMoV - 42 43 70 23 35 42 52 25 25 55
ToRMV - 90 49 17 43 57 68 19 13 72
ToSRV - 49 14 41 54 64 18 6 70
ToYVSV - 4 35 42 56 13 11 56
ToSLCV - 11 22 26 71 71 23
BR:C0i25:07° - 37 37 5 8 49
BR:Coi4:07° - 64 16 10 64
BR:Pda4:05° - 20 19 68
BR:Coi3:07 - 82 22
BR:C0i22:07¢ -- 9

BR:Pda58:05"

“TProposed new species: *“Blainvillea yellow spot virus (BIYSV); "Sida common mosaic virus (SiCmMV); “Tomato leaf distortion virus (ToLDV); “Sida yellow leaf curl virus

(SiYLCV); “Tomato common mosaic virus (ToCmMYV); “Tomato mild mosaic virus (ToMIMV).
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Supplemental Table S5. Percent sequence identities between the deduced amino acid sequences of the CP (AV1) ORF encoded by the DNA-A of the

six new begomovirus species detected in Brazil and the most closely related viruses.

BGMV | ToYSV | SimMV | SiMoV | SiYMV | TGMV | ToCMoV | ToRMV | ToSRV | ToYVSV | ToSLCV | BR:Coi25: BR:Coi4: | BR:Pda4: | BR:Coi3: | BR:Coi22: | BR:Pda58:
07 07 05 07 07 05
BGMV - 92 93 92 86 91 92 91 93 89 90 93 92 94 93 91 90
ToYSV - 95 96 89 89 90 90 90 90 90 89 95 95 96 90 89
SimMV - 96 90 90 90 90 91 90 91 90 96 97 97 90 89
SiMoV - 90 90 91 90 90 90 91 90 95 96 96 91 89
SiyYmMVv - 84 84 84 85 84 84 84 89 89 90 85 83
TGMV - 88 88 90 93 89 89 89 92 90 88 88
ToCMoV - 99 90 88 89 93 90 92 91 92 88
ToRMV - 90 88 88 94 89 92 90 91 88
ToSRV - 89 88 90 91 93 92 89 91
ToYVSV - 89 87 89 92 90 89 87
ToSLCV - 89 91 94 91 90 89
BR:C0i25:07° - 91 91 90 89 88
BR:Coi4:07° - 96 95 90 89
BR:Pda4:05° - 97 92 92
BR:Coi3:07 - 91 90
BR:C0i22:07¢ -- 86
BR:Pda58:05" -

“TProposed new species: *“Blainvillea yellow spot virus (BIYSV); "Sida common mosaic virus (SiCmMV); “Tomato leaf distortion virus (ToLDV); “Sida yellow leaf curl virus

(SiYLCV); “Tomato common mosaic virus (ToCmMYV); “Tomato mild mosaic virus (ToMIMV).
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Supplemental Table S6. Percent sequence identities between the deduced amino acid sequences of the NSP (BV1) ORF encoded by the DNA-B of

the six new begomovirus species detected in Brazil and the most closely related viruses.

BGMV ToYSV SimMV TGMV ToCMoV | ToRMV ToSRV ToYVSV | ToCLYV [ BR:Coi25: | BR:Coi22: | BR:Pda58:
07 07 05
BGMV - 75 7 70 72 70 70 70 71 67 68 7
ToYSV - 78 73 70 73 74 7 72 73 67 76
SimMV - 68 70 75 75 71 70 69 66 73
TGMV - 67 71 71 75 70 71 65 69
ToCMoV - 63 64 69 81 69 76 69
ToRMV - 97 71 67 66 64 70
ToSRV — 71 67 67 65 70
ToYVSV - 70 69 68 73
ToCLYV - 73 80 69
BR:C0i25:07" - 70 67
BR:C0i22:07° - 66
BR:Pda58:05° -

“*proposed new species: *Blainvillea yellow spot virus (BIYSV); "Tomato common mosaic virus (ToCmMYV); “Tomato mild mosaic virus (ToMIMV)
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Supplemental Table S7. Percent sequence identities between the deduced amino acid sequences of the MP (BC1) ORF encoded by the DNA-B of

the six new begomovirus species detected in Brazil and the most closely related viruses.

BGMV ToYSV SimMV TGMV ToCMoV | ToRMV ToSRV ToYVSV | ToCLYV [ BR:Coi25: | BR:Coi22: | BR:Pda58:
07 07 05
BGMV - 79 81 80 78 80 81 77 78 79 77 78
ToYSV - 80 82 77 78 79 78 79 77 79 79
SimMV - 86 78 89 90 80 79 80 79 84
TGMV - 84 85 85 85 84 83 85 88
ToCMoV - 78 78 79 91 84 90 78
ToRMV - 98 82 89 80 78 81
ToSRV — 82 79 80 79 82
ToYVSV - 80 78 78 79
ToCLYV - 86 92 80
BR:C0i25:07" - 83 78
BR:C0i22:07° - 79
BR:Pda58:05° -

“*proposed new species: *Blainvillea yellow spot virus (BIYSV); "Tomato common mosaic virus (ToCmMYV); “Tomato mild mosaic virus (ToMIMV)
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Figure legends

Figure 1. Phylogenetic tree based on the complete DNA-A sequences of the six new begomovirus
species, plus additional sequences from Brazilian, New World and Old World begomoviruses.
Horizontal distances are proportional to the genetic distances among the isolates. Vertical
distances are arbitrary. The numbers on each branch represent bootstrap values (1,000
replications). The new species are highlighted in the tree: TOMIMV, Tomato mild mosaic virus;
SiCmMYV, Sida common mosaic virus; ToLDV, Tomato lead distortion virus; BIYSV, Blainvillea

yellow spot virus; SiIYLCV, Sida yellow leaf curl virus; ToCmMYV, Tomato common mosaic virus.

Supplemental Figure S1. A. Mosaic symptoms in plant from which isolate BR:C0i22:07 (Tomato
common mosaic virus, ToCmMYV) was obtained. B. Yellow spot symptoms in the plant from
which isolate BR:C0i25:07 (Blainvillea yellow spot virus, BIYSV) was obtained. C. Mosaic
symptoms in the plant from which BR:Co0i4:07 (Sida common mosaic virus, SICmMV) was
obtained. All three plants collected in Coimbra, Minas Gerais (coordinates 20°51'55" S; 42°49'01"
W) in July 17, 2007.
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Figure 1
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Supplemental Figure S1
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CAPITULO 2

ESTRUTURA GENETICA DE DUAS POPULACOES DE GEMINIVIRUS
INFECTANDO TOMATEIRO NA REGIAO SUDESTE DO BRASIL
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INTRODUCAO

A familia Geminiviridae ¢é constituida por virus que possuem particulas
icosaédricas geminadas e um genoma composto por uma fita simples de DNA circular.
A familia é dividida em quatro géneros (Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e
Begomovirus), de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizagao
do genoma e relacionamento filogenético (Stanley et al., 2005). Os begomovirus,
transmitidos pela mosca branca Bemisia tabaci, constituem um grupo de virus de
plantas de grande relevancia para a agricultura, devido ao aumento na incidéncia e
severidade de doencas por eles causadas nas ultimas décadas em diversas culturas de
grande importincia econdmica, principalmente em regides tropicais e subtropicais
(Polston e Anderson, 1997; Morales ¢ Anderson, 2001; Monci et al., 2002; Briddon,
2003; Were et al., 2004). A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L. =
Lycopersicon esculentum Mill.) é uma das mais afetadas pelos begomovirus em todo o
mundo (Czosnek e Laterrot, 1997; Ribeiro et al., 2003; Morales e Jones, 2004;
Sawangjit et al., 2005).

Nas Américas, as doengas causadas por begomovirus vém causando danos
significativos para a produgdo de tomate desde a década de 1980 (Polston e Anderson,

1997; Ribeiro et al., 2003; Morales e Jones, 2004). Perdas substanciais tém sido
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relatadas em diversos paises, incluindo os EUA (principalmente o estado da Flérida),
México, paises da América Central e Caribe, e Venezuela (Polston e Anderson, 1997;
Morales ¢ Jones, 2004). Com exce¢do do Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV),
introduzido na Republica Dominicana a partir de mudas de tomateiro importadas de
Israel (Nakhla et al., 1994), todos os demais virus isolados e caracterizados a partir de
tomateiros nos paises do continente americano sdo nativos desse continente, € nunca
foram relatados em outros locais (Morales ¢ Anderson, 2001; Zerbini et al., 2005). De
fato, a filogenia da familia Geminiviridae (e ndo apenas dos geminivirus que infectam o
tomateiro) ¢ altamente correlacionada com a distribui¢do geografica das espécies virais
(Rybicki, 1994; Stanley et al., 2005).

A partir da década de 1990 ocorreram diversos relatos de danos causados por
begomovirus na cultura do tomateiro nas principais regides produtoras do Brasil,
coincidindo com a introdug@o do bidtipo B de B. tabaci, relatado pela primeira vez em
1992 no estado de Sdao Paulo (Melo, 1992). O bidtipo B apresenta uma gama de
hospedeiros mais ampla em comparagdo ao bidtipo A (o Unico até entdo presente no
Brasil), além de maior fecundidade e capacidade de dispersdo (Bedford et al., 1994,
Santos et al., 2004). Devido a essas caracteristicas, o biotipo B se disseminou
rapidamente por todas as regides quentes e secas do Brasil, incluindo as principais
regides produtoras de tomate (Lourencao e Nagai, 1994). Simultaneamente, a incidéncia
de begomovirus em tomateiro foi relatada no Distrito Federal (Ribeiro et al., 1994) ¢
nos estados de Minas Gerais (Resende e Cupertino, 1996; Zerbini et al., 1996), Sao
Paulo (Faria et al., 1997), Rio de Janeiro (Galvao et al., 1998), Bahia (Ribeiro et al.,
1996) e Pernambuco (Bezerra et al., 1997).

A caracterizagdo das espécies de begomovirus associadas a alguns desses relatos

levou a descrigdo de cinco novas espécies: Tomato rugose mosaic virus (ToRMYV)
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(Fernandes et al., 2006), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) (Ribeiro et al.,
2007), Tomato yellow spot virus (ToYSV) (Calegario et al., 2007), Tomato yellow vein
streak virus (ToYVSV) e Tomato severe rugose virus (ToSRV) (Fernandes et al.,
2008). Pelo menos seis espécies tentativas, ainda nao totalmente caracterizadas, também
foram descritas (Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 2003; Inoue-Nagata et al.,
2006). Algumas dessas espécies encontram-se amplamente distribuidas pelo pais,
enquanto outras estdo restritas a certas regioes. Por exemplo, o ToSRV ja foi relatado
nos estados de Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sdo
Paulo (Rezende et al., 1997; Lima et al., 2006; Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et
al., 2007; Fernandes et al., 2008). Por outro lado, o ToYSV foi relatado apenas em
Minas Gerais (Calegario et al., 2007).

A explicagdo mais provavel para o rapido surgimento e disseminag¢dao de
begomovirus na cultura do tomateiro ¢ a colonizagdo de plantas silvestres e daninhas
pelo bidtipo B de B. tabaci, possibilitando que virus nativos presentes nestas plantas
sejam transferidos para o tomateiro. Trés observagdes corroboram essa hipotese. Em
primeiro lugar, todas as espécies de begomovirus detectadas até o presente sdo de
ocorréncia restrita ao Brasil. Em segundo lugar, a caracterizagdo biologica de algumas
espécies (ToRMV, ToCMoV e ToYSV) confirmou que plantas daninhas como
Nicandra physaloides, Solanum nigrum e Datura stramonium s3o hospedeiras
(Fernandes et al., 2006; Calegario et al., 2007; Ribeiro et al., 2007). Por fim,
begomovirus originalmente encontrados em plantas silvestres/daninhas, como o Sida
mottle virus (SiMoV) e o Sida micrantha mosaic virus (SimMYV), ja foram encontrados
infectando naturalmente o tomateiro (Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et al., 2007).
A presenga de diversas espécies no campo, todas transmitidas pelo mesmo inseto vetor,

torna comum a ocorréncia de infecgdes mistas, com dois ou mais virus presentes

75



simultaneamente na mesma planta (Ribeiro et al., 2003; Castillo-Urquiza et al., 2007).
A presencga de dois ou mais begomovirus na mesma planta aumenta a probabilidade de
eventos de recombinagdo e/ou pseudo-recombinagdo entre componentes do genoma
viral, o que pode levar ao surgimento de espécies adaptadas a novos hospedeiros (Pita et
al., 2001; Mongci et al., 2002; Andrade et al., 2006; Inoue-Nagata et al., 2006; Ribeiro et
al., 2007).

As estratégias de manejo de viroses vegetais sdo baseadas em medidas
preventivas, e portanto sdo mais eficientes quando estabelecidas com uma base
epidemioldgica (Nutter, 1997; Jones, 2004). Por sua vez, o estudo de epidemias de
viroses vegetais deve ter uma abordagem populacional (Sacristan et al., 2004). A
definicdo da estrutura genética é o primeiro passo para o estudo de populacdes virais,
pois a estrutura genética reflete a historia evolutiva e o potencial da populagdo para
evoluir (Pinel et al., 2003; Moreno et al., 2004; Font et al., 2007). A estrutura genética
refere-se a quantidade de variabilidade genética e a sua distribuicdo dentro e entre
subpopulagdes (Garcia-Arenal et al., 2001). A variabilidade genética é resultado do
processo evolutivo atuando sobre a populagdo, e determina o potencial de adaptagdo de
um organismo ao ambiente. A variabilidade genética de populagdes virais afeta
diretamente o manejo de viroses vegetais. O entendimento da dindmica da variabilidade
de populagdes de virus de plantas é necessario para entender como as populagdes
evoluem, bem como as implicagdes para a durabilidade de medidas de manejo da virose
(Seal et al., 2006).

Este trabalho teve como objetivo determinar a estrutura genética de populagdes
de begomovirus em tomateiro e plantas daninhas associadas, em duas das principais
regides produtoras do Sudeste brasileiro, os municipios de Paty do Alferes (RJ) e

Coimbra (MG).
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta de amostras

Um total de 119 amostras foliares de tomateiro foram coletadas em maio de
2005 em campos localizados no municipio de Paty do Alferes (RJ) (22°25°44°’S;
43°25°08°> W). Em julho de 2007, 17 amostras de tomateiro e 43 amostras de plantas
daninhas foram coletadas em Coimbra (MG) (20°51'55" S; 42°49'01" W) (Figura 1).
Foram coletadas apenas plantas que apresentavam sintomas tipicos de infeccdo por
begomovirus (mosaico, deformacgao foliar e nanismo). As amostras foram armazenadas
em sacos plasticos e transportadas para o laboratério, onde foram mantidas a -80°C até a

extragdo de DNA.

2. Confirmacao da presenca de begomovirus

A presenga de begomovirus foi verificada por meio de reagdes de PCR
utilizando-se os oligonucleotideos universais para o género Begomovirus PAL1v1978 e
PAR1c496 (Rojas et al., 1993), a partir de DNA total extraido das amostras (Dellaporta
et al., 1983). A amplificacdo consistiu em 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1
minuto, anelamento dos oligonucleotideos a 55°C por 2 min e extensdo a 72°C por 2

minutos. Os produtos da amplificacdo foram analisados em gel de agarose 0,7% (p/v).
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3. Clonagem e seqiienciamento do genoma completo de begomovirus

As amostras positivas foram utilizadas para a amplificagdo dos genomas virais
completos utilizando-se a DNA polimerase do fago phi29 (Inoue-Nagata et al., 2004;
Haible et al., 2006). Os produtos de amplificagdo foram clivados com as enzimas Apa I,
BamH I, Cla I, EcoR I, HinD III, Kpn I ou Pst I, e ligados ao vetor pKS+, previamente
clivado com a mesma enzima. Os clones foram classificados como DNA-A ou DNA-B
por meio de hibridizagdo molecular utilizando sondas especificas, e completamente

seqiienciados (Macrogen, Inc., Seul, Coréia do Sul).

Minas
Gerais

Coimbra

[}
io de

Janeiro
Paty do Alferes

Figura 1. Localizagdo geografica dos dois locais de coleta de amostras, os municipios

de Paty do Alferes, estado do Rio de Janeiro (22° 25° 44”’S, 43° 25’ 08 O), e Coimbra,
estado de Minas Gerais (20°51'55" S; 42°49'01" W).
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4. Andlise filogenética

As filogenias para cada conjunto de dados foram construidas pelo método de
“Neighbor-Joining” (NJ). Foi empregada a distancia de Kimura 2-parametros e analise de
“bootstrap” com 1.000 repetigdes, utilizando-se o programa MEGA 4 (Tamura et al.,

2007).

5. Determinacdo da estrutura genética das populagdes virais

5.1. Descritores gerais

As analises de variabilidade genética foram conduzidas de acordo com a
abordagem de genética molecular de populacdes. Inicialmente foram quantificados os
principais descritores de variabilidade molecular: niimero de sitios polimorficos,
nimero total de mutagdes (n), nimero médio de diferencas de nucleotideos (k),
diversidade nucleotidica (n), nimero de haplotipos, diversidade haplotipica (Hd), Teta-
W (S), Teta-(n). Para tal, utilizou-se o programa DnaSP (Rozas et al., 2003).

A parti¢do da variagdo genética e inferéncias sobre a estrutura da populagdo
foram baseadas no indice de fixagdo F de Wright (Weir, 1996). Para estudar a
subdivisdo da populacdo e estimar a variabilidade dentro e entre populagdes, foi
efetuada andlise de variancia molecular (AMOVA) para estimar ®gy, com o programa
Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005), empregando-se a distancia de Kimura 2-
parametros e estimando-se a significancia com base em analise de permutacdo com

1.000 repetigoes.
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5.2. Parametrizacdo de mecanismos evolutivos

5.2.1. Testes de neutralidade

Trés tipos de testes de neutralidade foram empregados para testar a hipotese de
ocorréncia de selecdo em populagdes: Tajima’s D, Fu and Li’s D* e F*. Para as analises
foi utilizado o programa DnaSP (Rozas et al., 2003), com diferentes conjuntos de dados
considerando-se populagdes Unicas ou subpopulacdes separadas com base em
localizag¢do geografica. No teste baseado em ntimero de substitui¢des sinénimas (Ds) e
ndo-sinonimas (Dns) com o modelo de Pamilo-Bianchi-Li (PBL), foi utilizado o

programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).

5.2.2. Testes para detectar subdivisdo na populacéo
Para determinar a existéncia ou ndo de subdivisao na populagdo, foi empregado o
teste de permutacdo de Hudson para estimar a estatistica Kst. A significancia do valor

estimado foi calculada com base em 1.000 repetigdes.

5.2.3. Testes para detectar migracao

A taxa de migrag¢ao (M) foi estimada por simulagdo com o método de Cadeia de
Markov-Monte Carlo (MCMC) implementado no programa MDIV (Nielsen ¢ Wakeley,
2001). Foi estimada a probabilidade a posteriori das estimativas dos parametros M (taxa
de migracdo). As andlises foram realizadas com o processo coalescente. Para as
estimativas bayesianas foram empregados 2 milhdes de passos, com 500.000 geragdes

de “burnin”.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Deteccdo viral preliminar nas amostras coletadas

Um total de 175 amostras foram coletadas e testadas para a presenca de
begomovirus via PCR utilizando oligonucleotideos universais para o género
Begomovirus. Em Paty do Alferes (RJ), em maio de 2005, 119 amostras de tomateiro
foram coletadas em seis propriedades, e 110 foram positivas para infec¢do por
begomovirus. Em Coimbra (MG) foram coletadas 40 amostras provenientes de plantas
daninhas, 16 amostras de tomateiro, 3 amostras de feijoeiro e 1 amostra de mandioca,
num total de 60 amostras em oito pontos de coleta. Onze amostras de plantas daninhas e
13 amostras de tomateiro apresentaram resultado positivo para begomovirus. As
amostras de feijoeiro e mandioca apresentaram resultado negativo. Portanto, do total de
175 amostras coletadas e testadas para a presenca de begomovirus, 134 apresentaram

resultado positivo.

2. Clonagem de genomas virais e analise das seqléncias
Das 134 amostras positivas foram selecionadas 56, abrangendo todos os pontos
de coleta: 39 amostras coletadas em Paty do Alferes e 17 amostras coletadas em

Coimbra. Foram obtidos 106 clones, 69 correspondentes a DNA-A e 37
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correspondentes a DNA-B. A partir das amostras coletadas em Paty do Alferes foram
obtidos 76 clones, 50 correspondentes a DNA-A e 26 a DNA-B. Em Coimbra foram
obtidos 23 clones a partir de 12 amostras de tomateiro, 13 correspondentes a DNA-A e
10 a DNA-B, e 7 clones a partir de 5 amostras de plantas daninhas, 6 correspondentes a
DNA-A e um clone correspondente a DNA-B (Tabela 1).

A andlise das seqiiéncias dos 69 clones de DNA-A indicou a presenga de oito
espécies de begomovirus (Tabela 2). Seis dessas espécies foram consideradas espécies
novas, pois os clones correspondentes apresentaram menos de 83% de identidade com
begomovirus descritos anteriormente, assim como menos de 85% de identidade entre
eles mesmos.

Em Paty do Alferes, o Tomato yellow vein streak virus (ToYVSYV) foi a espécie
predominante, encontrada em 22 das 39 amostras analisadas (56,4%), seguido pela
espécie tentativa Tomato common mosaic virus (ToCmMYV) (10 das 39 amostras, ou
25,6%). A espécie Sida micrantha mosaic virus (SimMV) foi encontrada em 3 amostras
(7,7%). As espécies tentativas Tomato mild mosaic virus (ToMIMV) e Tomato leaf
distortion virus (ToLDV) foram encontradas em apenas uma e duas amostras,
respectivamente. Quatro amostras de tomateiro coletadas em Paty do Alferes
apresentaram infec¢do mista: duas amostras com ToYVSV e ToCmMV, uma amostra
com SimMV e ToYVSV, e uma amostra com ToYVSV e ToLDV (Tabela 2).

Em Coimbra, a espécie tentativa ToCmMYV foi a unica encontrada infectando
tomateiro. Nas amostras de plantas daninhas (pertencentes as espécies Sida micrantha,
Sida rhombifolia e¢ Blainvillea romboidea), foram encontradas as espécies tentativas
Sida common mosaic virus (SiCmMYV), Sida yellow leaf curl virus (SiYLCV) e

Blainvillea yellow spot virus (BIYSV) (Tabela 2).
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Tabela 1. Lista parcial dos clones correspondentes ao genoma completo de
begomovirus (DNA-A e DNA-B), obtidos de amostras coletadas em Paty do Alferes e
Coimbra que apresentaram resultado positivo em PCR utilizando oligonucleotideos
universais para o género. Estdo listados apenas os clones cujas sequéncias foram
determinadas e utilizadas nas andlises.

Clones
Local da coleta Amostra Hospedeiro Isolado
DNA-A DNA-B
Paty do Alferes Alb Tomateiro BR:Pdal:05 GP787B
A2a Tomateiro BR:Pda2:05 GP6A
BR:Pda3:05 GP367A GP368B
Al2a Tomateiro BR:Pda4:05 GP436A
AlSa Tomateiro BR:Pda5:05 GP447B
Blb Tomateiro BR:Pda6:05 GP442A GP443B
Blc Tomateiro BR:Pda7:05 GP159A
Bld Tomateiro BR:Pda8:05 FP1A FP3B
BI1f Tomateiro BR:Pda9:05 GP253A
B2a Tomateiro BR:Pdal0:05 GP258A
BR:Pdal1:05 GP267A
B3b Tomateiro BR:Pdal2:05 GP165A
B4a Tomateiro BR:Pdal3:05 FP4A FP2B
BR:Pdal4:05 FP5A FP6B
BR:Pdal5:05 FP7A
BR:Pdal6:05 FP27A
B4b Tomateiro BR:Pdal7:05 GP143A
BR:Pdal8:05 GP162A GP158B
B4f Tomateiro BR:Pdal9:05 GP712B
B2g Tomateiro BR:Pda20:05 FP&B
BR:Pda21:05  FP23A FP22B
C7a Tomateiro BR:Pda22:05 GP413A
C8b Tomateiro BR:Pda23:05 GP386A GP384B
C9a Tomateiro BR:Pda24:05 GP399A GP398B
BR:Pda25:05 GP681B
C10a Tomateiro BR:Pda26:05 GP404A
BR:Pda27:05 GP720B
Clla Tomateiro BR:Pda28:05 GPI129A
BR:Pda29:05 GP144A
Cl3a Tomateiro BR:Pda30:05 GP117A GP123B
BR:Pda31:05 GP270A
Cl5a Tomateiro BR:Pda32:05 GP441A
Cl6a Tomateiro BR:Pda33:05 GP152A
BR:Pda34:05 GP153A
Cl7a Tomateiro BR:Pda35:05 GP103A
BR:Pda36:05 GP339A GP350B
Cl8a Tomateiro BR:Pda37:05 GP460A
Cl9a Tomateiro BR:Pda38:05 GP35A
BR:Pda39:05 GP624B
C25a Tomateiro BR:Pda40:05 GP390A
Dla Tomateiro BR:Pda41:05 GP137A
BR:Pda42:05 FP16B
D2a Tomateiro BR:Pda43:05 GP247A
BR:Pda44:05 GP249A
D3a Tomateiro BR:Pda45:05 GP358A
D6a Tomateiro BR:Pda46:05 GP96A
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Tabela 1 (cont.)

Clones
Local da coleta  Amostra Hospedeiro Isolado
DNA-A DNA-B
Paty do Alferes Do6a Tomateiro BR:Pda47:05  GP88A
E2a Tomateiro BR:Pda48:05 GP309A
E2b Tomateiro BR:Pda49:05 GP201A
BR:Pda50:05 GP352A GP211B
E3b Tomateiro BR:Pda51:05 GP322A
BR:Pda52:05 GP370A GP369B
E4a Tomateiro BR:Pda53:05 FP17B
E4b Tomateiro BR:Pda54:05 GP80OA
E6a Tomateiro BR:Pda55:05 GP314A
E8b Tomateiro BR:Pda56:05 GP234A
Ellb Tomateiro BR:Pda57:05 GP676B
PD Tomateiro BR:Pda58:05 FP24A FP11B
BR:Pda59:05 FP25A FP12B
BR:Pda60:05 FP26A FP21B
Coimbra S2 S. rhombifolia  BR:Coil:07 GC469A
BR:Co0i2:07 GC470A
S4 S. rhombifolia  BR:Coi3:07 GC565A
M7 S. micrantha BR:Co0i4:07 GC550A
M8 S. micrantha BR:Co0i5:07 GC589A
T25 Tomateiro BR:C0i6:07 GC606B
T27 Tomateiro BR:Co0i7:07 GCI51A
T28 Tomateiro BR:Co0i8:07 GCI13A
BR:C0i9:07 GCI16A
BR:C0i10:07 GCI17A
T30 Tomateiro BR:Coil1:07 GC871A GC547B
BR:Coi12:07 GC874A
T31 Tomateiro BR:Coi13:07 GC551B
T40 Tomateiro BR:Coi14:07 GC970B
BR:Coil5:07 GC990A GC989B
BR:Coil6:07 GC968B
T42 Tomateiro BR:Coi17:07 GC515B
T43 Tomateiro BR:Coi18:07 GC889A GCR91B
BR:Co0i19:07 GC893B
T44 Tomateiro BR:C0i20:07 GC487A
BR:Co0i21:07 GC489A
T48 Tomateiro BR:Co0i22:07 GC942A GC938B
T52 Tomateiro BR:Co0i23:07 GCS858A
T53 Tomateiro BR:Coi24:07 GC909A
S57 Blainvillea BR:Co0i25:07 GC577A GC575B
rhomboidea
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Tabela 2. Classifica¢do taxondmica dos isolados obtidos de amostras de tomateiro e plantas
daninhas coletadas em Paty do Alferes e em Coimbra.

Isolado (amostra)

Local de coleta

Hospedeiro

Espécie viral

BR:Pdal3:05, BR:Pdal4:05, BR:Pdal5:05,
BR:Pdal6:05 (B4a)

BR:Pda21:05 (B2g)

BR:Pda2:05, BR:Pda3:05 (A2a)
BR:Pda38:05 (C19a)

BR:Pda54:05 (E4b)

BR:Pda46:05 (D6a)”

BR:Pda35:05, BR:Pda36:05 (C17a)
BR:Pda30:05 (Cl3a)
BR:Pda28:05, BR:Pda29:05 (Cl1a)
BR:Pda41:05 (Dla)

BR:Pdal7:05, BR:Pdal8:05 (B4b)
BR:Pda33:05, BR:Pda34:05 (C16a)
BR:Pda7:05 (Blc)

BR:Pdal2:05 (B3b)

BR:Pda49:05 (E2b)

BR:Pda45:05 (D3a)

BR:Pda52:05 (E3b)

BR:Pda50:05 (E2b)

BR:Pda23:05 (C8b)

BR:Pda24:05 (C9a)

BR:Pda26:05 (C10a)

BR:Pda6:05 (B1b)

BR:Pda22:05 (C7a)

Paty do Alferes

tomateiro

Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV)

BR:Pda8:05 (B1d)
BR:Pda:05 GP247A (D2a)
BR:Pda:05 GP460A (C18a)

Paty do Alferes

tomateiro

Sida micrantha mosaic virus
(SimMV)

BR:Pda56:05 (E8b)

BR:Pda44:05 (D2a)

BR:Pda9:05 (B1f)

BR:Pdal0:05, BR:Pdal1:05 (B2a)
BR:Pda31:05 (Cl3a)
BR:Pda48:05 (E2a)

BR:Pda55:05 (E6a)

BR:Pda51:05 (E3b)

BR:Pda40:05 (C25a)
BR:Pda32:05 (C15a)

Paty do Alferes

tomateiro

Tomato common mosaic virus
(ToCmMV)"

BR:C0i20:07, BR:C0i21:07 (T44)
BR:C0i23:07 (T52)

BR:Coi11:07, BR:Co0il2:07 (T30)
BR:Coil8:07 (T43)

BR:C0i24:07 (T53)

BR:C0i8:07, BR:C0i9:07, BR:C0i10:07 (T28)
BR:C0i22:07 (T48)

BR:Co0i7:07 (T27)

BR:Coil5:07 (T40)

Coimbra

tomateiro

Tomato common mosaic virus
b
(ToCmMYV)

BR:Pda58:05, BR:Pda59:05, BR:Pda60:05 (PD)

Paty do Alferes

tomateiro

Tomato mild mosaic virus
(ToMIMV)"

BR:Pda47:05 (D6a)
BR:Pda4:05 (Al12a)

Paty do Alferes

tomateiro

Tomato leaf distortion virus
(ToLDV)"

BR:Co0i25:07 (S57)

Coimbra

Blainvillea
rhomboidea

Blainvillea yellow spot virus
(BIlYSV)®

BR:Co0i4:07 (M7)
BR:Co0i5:07 (M8)

Coimbra

Sida
micrantha

Sida common mosaic virus
(SiCmMV)°

BR:Coi1:07, BR:Co0i2:07 (S2)
BR:Co0i3:07 (S4)

Coimbra

S.
rhombifolia

Sida yellow leaf curl virus
(SiYLCV)

*Amostras com infecgdo mista.

PEspécies novas ainda nio reconhecidas oficialmente pelo ICTV.
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Os resultados mostram que, em Paty do Alferes, foram identificadas cinco espécies de
begomovirus infectando o tomateiro: duas espécies ja descritas (ToYVSV e SimMV) e trés
novas espécies (ToCmMV, ToMIMV e ToLDV). Em Coimbra, todas as quatro espécies
identificadas sdo novas. Dessas, trés foram encontradas apenas em plantas daninhas
(SiYLCV, SiCmMV e BIYSV). Em Paty do Alferes foi encontrada maior diversidade de
espécies em tomateiro (nesse local ndo foram coletadas amostras de plantas daninhas). E
interessante ressaltar que amostras de tomateiro coletadas em Paty do Alferes em novembro
de 1999 foram negativas para a presenca de begomovirus (Ambrozevicius et al., 2002), e que
o ano de 2005 foi o primeiro em que a incidéncia de begomovirus em tomateiro foi relatada
no campo. Em Coimbra, begomovirus vém sendo detectados em tomateiros desde 2002 (F.M.
Zerbini et al., dados ndo publicados), porém sem a identificagio da(s) espécie(s) viral(is). E
possivel que o maior nimero de espécies encontradas em Paty do Alferes seja resultado de
eventos de introducdo recentes, enquanto que em Coimbra os begomovirus podem estar
associados a tomateiros ha mais tempo, sendo o ToOCmMYV a espécie que prevaleceu ao longo
do tempo. Entretanto, ¢ possivel que o nimero de amostras analisadas em Coimbra (12) nao
tenha sido suficiente para detectar a presenca de outras espécies virais.

Um outro resultado interessante foi a deteccdo, em Paty do Alferes, de duas novas
espécies infectando tomateiros (ToMIMV e ToLDV) que apresentam maior identidade de
seqiliéncia (81% e 83%, respectivamente) com o Sida micrantha mosaic virus (SimMV). Além
disso, o proprio SImMMYV foi detectado em tomateiros naquele local. Esses resultados reforgcam
a hipdtese de que os begomovirus atualmente presentes em tomateiro evoluiram a partir de

virus presentes em plantas silvestres ou daninhas.

3. Andlise filogenética
Para determinar o relacionamento filogenético dos begomovirus encontrados em Paty

do Alferes e Coimbra com outros begomovirus, foram construidas arvores filogenéticas
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baseadas no DNA-A (Figura 2) e DNA-B (Figura 3). Todos os virus identificados nas
amostras coletadas agruparam-se com begomovirus do Novo Mundo.

Em concordancia com os resultados obtidos pelas comparagdes de seqiiéncias, a
analise filogenética baseada no DNA-A indicou que as novas espécies TOMIMV e ToLDV,
ambas clonadas a partir de amostras de tomateiro coletadas em Paty do Alferes, se agrupam
com begomovirus de plantas daninhas como o Nicandra deforming necrosis virus (NDNV), o
SimMV e a nova espécie Sida common mosaic virus (SiCmMYV), obtida de S. micrantha
coletada em Coimbra (Figura 2). Além disso, o ToCmMYV, obtido de tomateiro, ¢ o Sida
yellow leaf curl virus (SiYLCV), obtido de S. rhombifolia, formam um ramo monofilético
com 99% de confiabilidade (Figura 2). Esses resultados confirmam a existéncia de
relacionamento filogenético entre begomovirus de tomateiro e de plantas daninhas, e reforcam
a hipotese de que os begomovirus presentes em plantas daninhas teriam originado os virus
atualmente presentes em tomateiro.

Todos os clones correspondentes a espécie ToYVSV se agruparam com os demais
begomovirus brasileiros que infectam tomateiro, formando um ramo monofilético com 100%
de confiabilidade com os outros dois isolados de ToYVSV previamente sequenciados. A
analise filogenética também indica que a espécie tentativa BIYSV, obtida da planta daninha B.
rhomboidea, ndao se agrupou com os demais begomovirus de Sida, possuindo um
relacionamento distante com o Bean golden mosaic virus (BGMV) (Figura 2).

Analises filogenéticas baseadas em begomovirus do Novo Mundo indicam que os
begomovirus brasileiros formam um grupo monofilético (Rojas et al., 2005). Por esta razao
foi considerado um resultado inesperado que os clones correspondentes as espécies ToCmMV
e SiYLCV ndo se agruparam com os begomovirus brasileiros, € sim com begomovirus do
México e da América Central. Essa ¢ a primeira vez que espécies de begomovirus obtidas no

Brasil se agrupam filogeneticamente com virus de outros paises.
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Figura 2. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do DNA-A dos virus detectados nas
amostras de tomateiro e plantas daninhas coletadas em Paty do Alferes e Coimbra. A arvore
inclui espécies de begomovirus do Velho Mundo e do Novo Mundo, além de todas as espécies
ja relatadas no Brasil. A arvore foi obtida pelo método de “Neighbour-Joining”, utilizando-se
o programa Mega 4.0. Os niimeros em cada ramo indicam o valor de “bootstrap” (1.000
repeticdes). As oito espécies virais detectadas nas amostras, indicando-se o local de coleta e o
hospedeiro para cada clone, estio indicadas e destacadas com cores diferentes. A. Arvore
baseada nas sequéncias do DNA-A da subpopulagdo correspondente a espécie Tomato
common mosaic virus (ToCmMYV), indicando-se o local de coleta com cores diferentes.

v
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Figura 3. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do DNA-B dos virus detectados nas
amostras de tomateiro e plantas daninhas coletadas em Paty do Alferes e Coimbra. A arvore
inclui espécies de begomovirus do Velho Mundo ¢ do Novo Mundo, além de todas as espécies
ja relatadas no Brasil. A arvore foi obtida pelo método de “Neighbour-Joining”, utilizando-se
o programa Mega 4.0. Os niimeros em cada ramo indicam o valor de “bootstrap” (1.000
repeti¢des). As quatro espécies virais para as quais foi clonado DNA-B, indicando-se o local
de coleta ¢ o hospedeiro para cada clone, estdo identificadas e destacadas com cores
diferentes.

v

90



53

100
GP384B
GP3sos
20 Plepe11s
2|GP369B
0 IGP443B
86 TOYVSV Ub DQ336352
TOYVSV Ba3 EF417916

FP6B
FP22B
lGPaa7B
P28
'GP368B
17¢GP123B
5-LGF‘SQBE
GP158B

21

TGMV NC 001508

a3
7

7
100 [ TORMV NC 002556
kil ToSRV NC 009612
SIMMVBL  AJ557452
100 ToYSV NC 007727
SimMV A1B3 AJ557454
FP12B
GP7878
100 |FP118
FP218

8 100 = CabLCuVNC 003887
0

NC 004043

EuMV NC 008305
ToMYLCAV NC 009491
BCaMV AF110190
CuLCrvNC 002985
SqMLCV NC 004646
MCLCuV NC 003860
SqLCV NC 001937

abLCuJVDQ178613
PepGMV NC 004096
RhGMSV DQ406673
RhGMV NC 010293
PHYW NC 001369

NC 004098

DiYMV NC 003857

:MaYMFV NC 004100
-BGYMV NC 001438

MeMV NC 007966
TOYMLCV AY508994
100 PYMPV NC 002049
PYMV NC 001935
DesLDVNC 008495
CLCrVNC 004581
ToMHV NC 003868
100 SGMHV NC 004660
SYW NC 004662
'SGMCRV NC 004658
ToLCSV NC 009605

dTV NC 003831

100

ToGMoV NC 008057
BDMV NC 001930

ToMoV NC 001939
ETDMDT\/ AF012301
AbMV NC 001929

MaGMV EU158097
SGMV NC 002047

58 SiYMYuV NC 008780

100 CoYSV DQ875869

GC575B
100 ToCMoVBASel NC 003665
Py _|:TDCMVMGlg1 DQ336354
ToCLYV AY090556

53GC551B

quCSOSB
GC547B

GC515B
—1:]GCo68B
GC970B
GC989B
100 §GC938B

94 GC891B

51| GC893B
FER1GE
fER2E
GP624B
GP712B
GP720B
GP676B
(GP681B
FP8B
«lpp178

:con NC 006359
100 CoGMV NC 009646

CIGMV DQ641693
TYLCThV NC 000870

MV NC 001933
LYMV NC 004825
100 ToLCNDVNC 004612

— e
WmCSV NC 003709

ACMV AF259895
KuMV NC 009647
HgYMV NC 005636
MYMIV NC 004609
MYMV NC 001984

Paty do
Alferes

Coimbra

ToYVSV

tomateiro

ToMIMV

BIYSV
.B. rhomboidea

ToCmMV

91



Estes virus podem ser membros de uma linhagem de begomovirus do Novo Mundo
distinta da que vinha sendo detectada até o presente no Brasil. Andlises de coalescéncia e
estudos de recombinacdo serdo necessarios para confirmar esta hipotese. Além de apresentar
relacionamento filogenético atipico, o ToCmMYV foi a Unica espécie identificada em ambas
localidades. A maioria dos clones (com exce¢do de GC487A e GC489A) apresentou divisdo
de acordo com a localizagcdo geogréfica, ou seja, os clones obtidos de amostras coletadas em
Coimbra e em Paty do Alferes divergiram, sugerindo a existéncia de subdivisdo da populagao
(Figura 2A).

A andlise filogenética baseada no DNA-B indicou que as espécies ToYVSV,
ToMIMV e ToCmMV estdo no mesmo clado com os demais begomovirus brasileiros. O
DNA-B do ToMIMV agrupou com begomovirus de Sida, de forma similar a analise baseada
no DNA-A. Ao contrdrio do que foi observado na arvore baseada no DNA-A, os clones
correspondentes a0 DNA-B do ToCmMYV ndo estdo no mesmo clado dos begomovirus do
Meéxico e América Central, e ndo foram diferenciados de acordo com origem geografica. O
DNA-B do BIYSV agrupou com os de begomovirus brasileiros que infectam o tomateiro,
completamente separado do BGMV. Em conjunto, os resultados baseados no DNA-B indicam
que os dois componentes gendmicos dos begomovirus BIYSV e ToCmMV apresentam
relacionamento filogenético distinto, sugerindo diferencas nas forgas evolutivas que atuam

sobre cada componente.

4. Determinacédo da estrutura genética das populacdes de ToCmMV e ToYVSV
Os 44 clones correspondentes a espécie ToYVSV (31 clones DNA-A e 13 DNA-B) e

0s 43 clones correspondentes a espécie ToCmMYV (24 DNA-A e 19 DNA-B), foram utilizados

para caracterizar essas duas populagdes. Comparando-se as duas populacdes, o ToCmMV

apresenta uma maior variabilidade genética, representada por numero maior de sitios
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polimoérficos, maior numero total de mutagdes e maior diversidade nucleotidica em relagdo ao
ToYVSV (Tabela 3).

O ToCmMYV foi detectado tanto em amostras de tomateiro coletadas em Coimbra
quanto em Paty do Alferes. Quando os clones correspondentes ao ToCmMYV foram agrupados
com base no local de coleta das amostras e os dois grupos foram comparados entre si, foi
observado que os clones obtidos de amostras coletadas em Coimbra apresentam maior
variabilidade genética, refletida nos maiores valores de diversidade nucleotidica, freqiiéncia
de mutacdo, nimero de haplotipos, diversidade haplotipica, taxas de mutagdo de sitios
segregantes (Theta-W) e numero total de mutacdes (Theta-Eta), em comparagdo com os
clones obtidos de amostras coletadas em Paty do Alferes (Tabela 3).

Os maiores valores de diversidade nucleotidica () foram apresentados pelos clones
correspondentes ao ToCmMYV (0,0142 e 0,0220 para DNA-A e DNA-B, respectivamente), e
os menores valores para o ToYVSV (0,0021 e 0,0042 para DNA-A e DNA-B,
respectivamente). Os valores de diversidade nucleotidica permitem diferenciar os clones de
ToCmMV obtidos de amostras coletadas em Paty do Alferes e Coimbra, sendo maiores para
estes ultimos. Alta variabilidade a nivel regional foi observada para dois geminivirus, o Beet
curly top virus (BCTV) (Stenger ¢ McMahon, 1997) ¢ o Cotton leaf curl virus (CLCuV)
(Sanz et al., 1999). Um total de 111 isolados de Tomato yellow leaf curl virus-Mild
(ToYLCV-MId) foram coletados na Ilha de La Réunion ao longo de um periodo de 8 anos.
Foi constatada uma baixa diversidade genética entre os isolados, sendo observada a maior
diversidade nucleotidica (r = 0,006) na regido intergénica. Entre as regides codificadoras, a
maior diversidade foi observada nas ORFs C4 e Rep (m = 0,003). Analise com base no ano de
coleta dos isolados indicou que, inicialmente, a populagdo apresentou uma diversidade
nucleotidica muito baixa (w997 =0,00066) seguida de um incremento quase linear na
diversidade ao longo dos anos (m004 = 0,0056). Esta baixa diversidade inicial ¢ consistente

com uma unica e recente introducdo, seguida de uma diversificagdo moderada da populagao
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viral (Delatte et al., 2007). Um estudo realizado na Califérnia (EUA) com uma populagdo de
81 isolados do Cucumber mosaic virus (CMV, um virus de RNA) constatou valores de
diversidade nucleotidica baixos, assim como uma diversidade haplotipica baixa (maximo de
trés haplotipos predominantes). O maior valor de m (0,03) foi observado para a ORF que
codifica a proteina 2b (Lin et al., 2004).

Os valores de freqiiéncia de mutacdo encontram-se entre 7,9><10'3 e 3,9><10'4, sendo
maiores para os clones de ToCmMV obtidos a partir de amostras coletadas em Coimbra.
Estes valores sdo similares aos relatados para outros geminivirus como o Maize streak virus
(MSV), onde isolados apresentaram freqiiéncias de mutagio da ordem de 3,8-10,5x10™ sob
diferentes condi¢des de selecdo, como presenca de um efeito gargalo (populagdo inicial
pequena do virus, periodo curto de aquisi¢do pelo vetor), transferéncias sucessivas entre
hospedeiros sem emprego do vetor, ¢ inoculagdo em plantas resistentes (Isnard et al., 1998).
Resultados similares foram obtidos num experimento controlado de analise da taxa de
variabilidade genética do begomovirus Tomato yellow leaf curl China virus (TYLCCNV),
onde foi encontrada uma freqiiéncia média de mutagdo de 3,5-5,3x10™ apds 60 dias de
infeccdo em N. benthamiana e tomateiro, respectivamente (Ge et al., 2007). Estes valores sdo
considerados similares aos obtidos em estudos com virus de RNA, como o Tobacco mosaic
virus (TMV), para o qual foi determinada uma freqiiéncia de mutagio de 10,2x10™

(Rodriguez-Cerezo e Garcia-Arenal, 1989).

94



Tabela 3. Estrutura genética das subpopulag¢des de Tomato common mosaic virus (ToCmMV) ¢ Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV).

Populagdes Tamanho da  Numerode Numero de Nimero Numero médio  Diversidade  Freqiiéncia Numero de Diversidade Taxa de mutagio Taxa de

seqiiéncia sequéncias sitios total de de diferencas nucleotidica de haplétipos  haplotipica em sitios mutacio
(nt) polimoérficos mutagdes de nucleotideos (m) mutagao* (Hd) segregantes (Theta-Eta)
m) &) (Theta-W S)

ToCmMV

(Total)

DNA-A 2560 24 103 104 35,257 0,0142 1,7><10'3 20 0,975 0,0108 0,0109

DNA-B 2498 19 206 215 54,754 0,0220 4,5><10'3 14 0,959 0,0236 0,0247

ToCmMV

(Paty do Alferes)

DNA-A 2560 11 11 11 2,000 0,0008 3,9><10'4 8 0,891 0,0015 0,0015

DNA -B 2498 9 14 14 3,111 0,0013 6,2><10'4 7 0,917 0,0021 0,0021

ToCmMV

(Coimbra)

DNA-A 2560 13 92 93 24,782 0,0097 2,8><10'3 12 0,987 0,0116 0,0117

DNA-B 2498 10 192 197 83,222 0,0334 7,9><10'3 7 0,911 0,0272 0,0279

ToYVSV

DNA-A 2561 31 50 50 5,247 0,0021 6,3><10'4 25 0,985 0,0049 0,0049

DNA-B 2506 13 50 50 10,461 0,0042 1,5x1 0 12 0,987 0,0064 0,0064

*Numero total de mutagdes/no. total de nucleotideos sequenciados
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Para estudar a subdivisdo da populagdo e estimar a variabilidade dentro e entre
populacdes, foi efetuada analise de varidncia molecular (AMOVA). Os indices de fixacao
foram altamente significativos (Fsr=0,75 e 0,28, P<0,0001, para DNA-A e DNA-B,
respectivamente), sugerindo que existe diferenciagdo genética entre as duas subpopulacdes de
ToCmMYV de Coimbra e de Paty do Alferes. Curiosamente, foi observada menor variabilidade
genética dentro de cada subpopulagdo do que entre as duas subpopulacdes no caso do DNA-A
(25,41% e 74,59%, respectivamente), € o contrario, ou seja, maior variabilidade dentro de
cada subpopulagdo do que entre as subpopulacdes para o DNA-B (72,3% e 27,7%,
respectivamente). Isso provavelmente ¢ consequéncia da maior variabilidade normalmente
observada entre o DNA-B de espécies de begomovirus.

Baseado nas analises do DNA-A e¢ DNA-B do ToCmMYV, houve evidéncia de
diferenciagdo genética entre as subpopulacdes de Coimbra e de Paty do Alferes, tanto para as
estatisticas de diversidade nucleotidica (Ks) (DNA-A: Ks=14.3 e¢ Kst=0,60, P<0,0001;
DNA-B: Ks =45.27 e Kst=10.17, P<0,0001) quanto haplotipica (Hs) (DNA-A: Hs =0,94 ¢
Hst=10,03, P=0,017; DNA-B: Hs = 0,91 ¢ Hst = 0,05, P<0,0001). Estes resultados reforcam
a hipodtese de diferenciacdo genética entre as subpopula¢des de ToCmMV de Coimbra e Paty
do Alferes, de forma que cada uma pode ser considerada uma subpopulagdo distinta dessa

espécie de begomovirus.

4.1. Analise dos mecanismos evolutivos

4.1.1. Testes de neutralidade

Os testes de neutralidade foram aplicados para avaliar se ha evidéncias de selecdo nas
regides genomicas analisadas. As seis ORFs codificadas pelo genoma viral (Rep, Trap, REn e
CP codificadas pelo DNA-A; NSP e MP codificadas pelo DNA-B) variam quanto a sele¢ao
(Tabela 4). Probabilidade significativa de rejeicao da hipdtese de neutralidade foi encontrada

para as diferentes ORFs tanto para a populacdo de ToYVSV quanto para as duas
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subpopulagdes de ToCmMV (Tabela 4). Consequentemente, essas regides genomicas
encontram-se potencialmente sob selecio.

Foram obtidos valores negativos para o teste Tajima’s D para as ORFs Rep, CP ¢ MP
do ToYVSV (Tabela 4), o que indica selecdo purificadora, ou que este grupo sofreu uma
expansdao populacional recente. As amostras nas quais o ToYVSV foi detectado foram
coletadas em Paty do Alferes em 2005, o primeiro ano em que a incidéncia de begomovirus
foi observada naquela regido. Portanto, os dados sdo consistentes com uma expansao recente
da populagdo.

Analisando-se as duas subpopulagdes de ToCmMYV, observam-se valores negativos
para o teste Tajima’s D para a ORF MP apenas na subpopulagdo de Paty do Alferes (Tabela
4). De forma analoga ao que foi observado para o ToYVSYV, esses resultados sdo consistentes
com uma expansao recente da populagdo, levando-se em consideragdo que esta foi amostrada
no primeiro ano em que ocorria na regido. Na analise da populagdo total do ToCmMV,
observou-se valor significativo (positivo) apenas para a ORF CP (Tabela 4), indicando que
esta ORF pode estar sob sele¢do. Isolados do begomovirus TYLDV-MIA[RE] apresentaram
valores negativos significativos para o teste Tajima’s D para todas as ORFs, resultado
consistente com expansdo da populacdo, o qual foi confirmado mediante estimativa da
populacao efetiva, a qual permaneceu constante de 1997 até 2001 e apresentou um incremento
crescente até 2004 (Delatte et al., 2007).

A predominancia de valores negativos para o indice dN-dS indica que as substituigdes
que estdo ocorrendo s3o em sua maioria substituicdes sindnimas, ou seja, mudancas na
seqiiéncia de nucleotideos da ORF que ndo afetam a seqiiéncias de aminoacidos da proteina
codificada. Portanto, apesar da rejeicao da hipotese de neutralidade para diversas ORFs das
duas populagdes, a ocorréncia de mutagdes nao € suficiente para explicar de forma completa a
variabilidade genética encontrada. Outros fatores, como recombinagdo e migragdo, também

devem estar atuando.
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Tabela 4. Resultados dos diferentes testes de neutralidade realizados para cada ORF das
populagdes de Tomato common mosaic virus (ToCmMYV) e Tomato yellow vein streak virus

(ToYVSV).
Populacio | ORF Tajima’s D Fu and Li’s D* Fu and Li’s F* Prob.
(dN-dS)
ToYVSV | Rep 2.063 (P<0.05) | -2.871(P<0.05) | -3.072 (P<0.05) | 0.108 (-1.621)
Trap “1.379 (NS) 2210 (NS) 2285 (NS) 0.340 (0.958)
Ren 1738 (NS) 2,608 (P<0.05) | 2.739 (P <0.05) | 0.458 (0.744)
CP ~1.956 (P < 0.05) 1311 (NS) “1.768 (NS) 0.004 (-2.958)
NSP “1.537 (NS) 2,043 (NS) 2.181 (NS) 0.411 (-0.824)
MP “1.884 (P <0.05) 2.170 (NS) ~2.390 (NS) 0.006 (-2.698)
ToCmMV | Rep 0.650 (NS) -0.503 (NS) 20.170 (NS) 0.005 (-2.865)
(Total) Trap 0.918 (NS) -0.034 (NS) 0.29499 (NS) | 0.063 (-1.873)
Ren 1.524 (NS) 0.669 (NS) 1.079 (NS) 0.328 (-0.982)
CP 2202 (P < 0.05) 0390 (NS) 1.112 (NS) 0.000 (-4.093)
NSP 20.429 (NS) 0.661 (NS) 0.393 (NS) 0.000 (-4.471)
MP 20.269 (NS) 0.412 (NS) 0.245 (NS) 0.000 (-4.227)
ToCmMV | Rep “1.600 (NS) “1.874 (NS) 2.031 (NS) 0.863 (-0.173)
%‘ge‘:;’ Trap “1.712 (NS) 2.020 (NS) 22,189 (NS) 0.131 (-1.521)
Ren “1.430 (NS) “1.658 (NS) “1.797 (NS) 0.469 (-0.726)
CP “1.600 (NS) “1.874 (NS) 2.031 (NS) 0.269 (-1.111)
NSP “1.678 (NS) “1.881(NS) 2.039 (NS) 0.209 (-1.262)
MP 2.106 (P<0.001) | -2.496 (P <0.02) | -2.708 (P <0.02) | 0.000 (-4.210)
ToCmMV | Rep ~0.853 (NS) 0213 (NS) 20.083 (NS) 0.014 (-2.525)
(Coimbra) =0 -0.086 (NS) 1.018 (NS) 0.830 (NS) 0.124 (-1.549)
Ren -0.053 (NS) 1.427 (P < 0.05) 1.183 (NS) 0.281 (-1.846)
CP -0.809 (NS) 0.887 (NS) 0.496 (NS) 0.000 (-4.211)
NSP 1.197 (NS) 1.171 (NS) 1.330(NS) 0.000 (-4.308)
MP 0.326 (NS) 1.144 (NS) 1.062 (NS) 0.000 (-3.999)
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4.1.2. Testes para detectar migracéo

A taxa de migracdo (M) entre as duas subpopulagdes de ToCmMYV foi estimada por
meio de simulagdo com o método de Cadeia de Markov - Monte Carlo (MCMC). As taxas de
migragdo observadas entre as subpopulagdes de Coimbra e Paty do Alferes foram baixas, de
aproximadamente 0,1 e 0,35 individuos por geragdao quando estimadas para o DNA-A ¢ DNA-
B, respectivamente (Figura 4). Em conjunto com os resultados que indicam maior diversidade
nucleotidica e haplotipica na subpopulacio de Coimbra, esses resultados sugerem a
possibilidade de estar ocorrendo migracdo do ToCmMYV no sentido de Coimbra para Paty do
Alferes. Isso é consistente com a presenca do virus ha um mais tempo na regido de Coimbra
do que na regido de Paty do Alferes. Entretanto, analises mais detalhadas serdo necessarias

para confirmar esta hipotese.
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Figura 4. Funcao de distribui¢do da taxa de migracdo (M) em fun¢do dos dados. Freqiiéncia
de valores de M entre as subpopulacdes de Paty do Alferes e Coimbra, estimada para o DNA-
A e para o DNA-B do ToCmMV.
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CONCLUSOES

As diversas andlises realizadas permitem concluir que existe uma grande diversidade
de espécies de begomovirus infectando tomateiro e plantas daninhas nas duas regides
amostradas. Além disso, a variabilidade genética das populagdes de ToYVSV e ToCmMV
também ¢ significativa.

A deteccdo de seis novas espécies virais a partir de 56 amostras ressalta a diversidade
genética de begomovirus no Brasil. Embora algumas espécies tenham se tornado prevalentes
no campo, a emergéncia de novas espécies continua a ocorrer. O ToYVSV foi a espécie
predominante em Paty do Alferes, mas ndo em Coimbra, onde apenas o ToCmMV foi
detectado em tomateiros. Além disso, a deteccao de trés novas espécies em plantas daninhas
reforga a hipdtese de que essas plantas sd3o um reservatorio natural de begomovirus. A
existéncia de relacionamento filogenético entre virus detectados em tomateiro e virus
presentes em plantas daninhas corrobora a hipdtese de que os virus atualmente presentes no
tomateiro foram originados a partir de virus presentes nas plantas silvestres ou daninhas.

A andlise da estrutura genética das populacdes de ToYVSV e ToCmMYV indica maior
variabilidade genética do ToCmMV. Além disso, a comparagdo das subpopulacdes de
Coimbra e Paty do Alferes do ToCmMV indica maior variabilidade em Coimbra.
Considerando-se que a presenca de begomovirus na regido de Coimbra vem sendo constatada
desde 2001, ao passo que em Paty do Alferes ocorreu apenas em 2005, os resultados obtidos
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sdo consistentes com a introdugdo recente das populacdes virais em Paty do Alferes, seguido
de répida expansdo populacional. Em Coimbra, o virus e seu hospedeiro vém co-evoluindo ha

mais tempo.

Anélises posteriores investigardo a existéncia de eventos de recombinagdo entre os

diferentes virus encontrados, bem como o relacionamento filogeografico entre as espécies.
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