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RESUMO

LEMOS, Pedro Paulo Ferreira, M.Sc. UniversidadeeFadde Vigosa, marco de 2013.
Genetic variability of Euphorbia yellow mosaic virugnd Macroptilium yellow vein
virus in their respective natural hosts,Euphorbia heterophyllaand Macroptilium
lathyroides.Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior.

Os begomovirus (géne®egomovirusfamilia Geminiviridag sdo um grupo virus de
plantas de grande importancia econémica causanas gerdas em diversas culturas
tropicais e subtropicais. Acredita-se que a emeigétlos begomovirus presentes no
Brasil se deu por meio da transferéncia horizodéalirus anteriormente restritos a
plantas silvestres e invasoras para plantas cddvanediada pelo bi6tipo B é&misia
tabaci A maioria dos trabalhos realizados até o presdivieram enfoque na
caracterizagdo molecular dos begomovirus e poucsabe sobre a variabilidade
genética das populagbes destes no campo. O eséistid hriabilidade é importante
para entender como os virus evoluem no sentidedensadotadas estratégias para o
desenvolvimento de cultivares com resisténcia dirNeste trabalho foi investigada a
variabilidade genética de dois begomovirus encdotraem plantas invasoras,
Euphorbia yellow mosaic virusEuYMV) e Macroptilium yellow vein virugMaYVV),
que infectamEuphorbia heterophylla e Macroptilium lathyroidesspectivamente. Os
resultados, baseados em 19 sequéncias de EuYM\de W& YVYV obtidas de amostras
coletadas em 2011 e 2012, reforcam a hipotese de agestrutura genética de
begomovirus pode ser modulada pelo hospedeiro megsos comuns de selecéo,
mutacdo e recombinacdo. Foram observados difergraes de variabilidade genética
entre os dois virus. O EuYMV apresentou maior \@ittade, semelhante a outros
begomovirus que infectam plantas nao cultivadagjamo o MaYVV apresentou baixa
variabilidade. A diversidade nucleotidica do EuYM®,00819) foi aproximadamente
quatro vezes mais elevada do que a do MaYVV (0,00 frequéncia de mutacéao do

EuYMV (2,5x10% foi superior & do MaYVV (4,2x1f). Esta diferenca foi suportada

\'



pela maior diversidade nucleotidica de todos oegelo EuYMV em comparacdo ao
MaYVV: CP (aprox. trés vezes maioRep(sete vezes)lrap (32 vezes)Ren(quatro
vezes),AC4 (oito vezes). Esses resultados indicam que a maiiabilidade genética
de EuYMV pode ser explicada, principalmente, pedoegTrap. A menor variabilidade
observada para o MaYVV pode ser devido a sua psbvémergéncia recente em

comparacao ao EuYMV, relatado desde a década dern®Brasil.
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ABSTRACT

LEMOS, Pedro Paulo Ferreira, M.Sc. UniversidadeeFadde Vigcosa, March, 2013.
Genetic variability of Euphorbia yellow mosaic virugnd Macroptilium yellow vein
virus in their respective natural hosts,Euphorbia heterophyllaand Macroptilium
lathyroides.Adviser: Francisco Murilo Zerbini Junior.

Begomoviruses (genuBegomovirusfamily Geminiviridag comprise a group of plant
viruses of great economic importance causing seremonomic losses in tropical and
subtropical crops. It is believed that the emergarsfdoegomoviruses in Brazil occurred
through horizontal transfer of viruses previousdgtricted to non-cultivated plants by
the B biotype oBemisia tabacilittle is known about the genetic variability wked-
infecting begomoviruses. The study of this vari@pils important to understand how
viruses evolve in order to adopt strategies for dbeelopment of crop cultivars with
durable resistance. In this study we investigated genetic variability of two weed-
infecting begomoviruseguphorbia yellow mosaic viruEuYMV) and Macroptilium
yellow vein virus(MaYVV), which infect Euphorbia heterophyllaand Macroptilium
lathyroides,respectively. Our results, based on 19 DNA-A sagase of EuYMV and
18 of MaYVV obtained from samples collected in 20athd 2012, support the
hypothesis that the genetic structure of begomeeswcan be modulated by their hosts
by common processes of selection, mutation andwbowtion. We observed distinct
degrees of genetic variability between the two sési EuYMV presented a higher
variability, similar to other weed-infecting begowruses, while MaYVV presented a
lower variability. The nucleotide diversity of EuYW1(0.00819) was four-fold higher
than that of MaYVV (0.00197). The mutation frequgraf EUYMV (2.5x10°) was
higher than that of MaYVV (4.2x1}). This difference was supported by the higher
nucleotide diversity of all genes of EuYMV comparedMaYVV: CP (~three-fold)
Rep(~seven-fold),Trap (~32-fold), Ren(~four-fold), AC4 (~eight-fold). Therefore the

higher variability of EuYMV can be explained mosthy the Trap gene. The lower
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diversity observed for MaYVV could be due to itsceat emergence compared to

EuYMV, reported since the 1950's in Brazil.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Geminiviridaeengloba virus com genoma composto por uma ou duas
moléculas de DNA circular de fita simples, encapdas em uma particula icosaédrica
geminada. A familia é dividida em quatro génerddadgtrevirus Curtovirus
Begomoviruse Topocuviruy, de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de
hospedeiros, organizacdo do genoma e relacionanfdogenético (Stanleyet al,
2005).

Os begomovirus possuem um ou dois componentes gag)rimfectam plantas
dicotiledoneas e sao transmitidos naturalmente psdgca-brancaBemisia tabaci
(Homoptera:Aleyrodidae). Os begomovirus do "Velhono" (Europa, Asia e Africa)
apresentam um ou dois componentes gendmicos eefregnente estdo associados a
DNAs satélites (Mansooet al, 2003). Por outro lado, begomovirus encontrados no
"Novo Mundo" (Américas) apresentam dois componeigesémicos (denominados
DNA-A e DNA-B), e até recentemente acreditava-se géo estavam associados a
DNAs satélites. Entretanto, dois trabalhos recemtdataram a associagdo entre
begomovirus e alfassatélites no Brasil e na VereZbaprotkaet al, 2010c; Romayt
al., 2010).

Os begomovirus possuem grande importancia econpmig&ipalmente em
regides tropicais e subtropicais, e constituemoséproblemas a agricultura nestas
regides (Morales e Anderson, 2001; Mosetial, 2002; Briddon, 2003; Weret al,
2004). No Brasil, a incidéncia e os danos causguwsB. tabaci aumentaram
exponencialmente a partir da década de 70, emiag&ocao grande aumento da &rea
plantada com soja. A soja é um excelente hospedeiBo tabacj e sofre poucos danos

com a presenca da praga. A ndo adocao de medida®ndle permite que as



populacdes de insetos atinjam niveis elevados, @grosterior migracdo para outras
plantas apés a colheita da soja. Esse contexta lavdisseminacdo do begomovirus
Bean golden mosaic virlBGMV), agente causal do mosaico dourado do fegpoem
plantios de feijoeiro proximos a cultivos de sofzogta, 1975). O mosaico dourado
continua causando grandes prejuizos a culturaigeife em pelo menos 12 paises da
América Latina (Fariat al, 2000; Morales e Anderson, 2001).

No Brasil, as culturas mais severamente afetadas pegomovirus tem sido o
feijoeiro e o tomateiro (Faria e Maxwell, 1999; Her et al, 2005). Embora existam
relatos de infeccdo por begomovirus em outras ragitimportantes como a soja (Mello
et al, 2000; Melloet al, 2002) e o pimentdo (Nozakt al, 2005), esses tem ocorrido
esporadicamente nas areas de cultivo, ndo sendsidecedos fatores limitantes a
producao.

O primeiro relato de begomovirus em tomateiro nasBrfoi feito na década de
1970 (Costaet al, 1975). O virus foi caracterizado e denominddonato golden
mosaic virus(TGMV). Além do TGMV, cinco outros virus transmibtisl por mosca-
branca foram identificados, porém sem causar ddeasportancia econémica (Matyis
et al, 1975). Isso provavelmente ocorria porque o bidtp de B. tabacj o Unico
presente no pais naquela época, coloniza o tomatein baixa eficiéncia (Bedforet
al., 1994). No entanto, no inicio da década de 1990camplexo de begomovirus
surgiu em tomateiro no Brasil, coincidindo com @aducéo e disseminagéo do bidtipo
B deB. tabaci,biétipo que coloniza uma maior gama de hospedékobrozeviciuset
al., 2002; Ribeircet al, 2003).

Acredita-se que a emergéncia dos begomovirus deetam plantas cultivadas
no Brasil seja resultado da transferéncia de viativos que infectam plantas silvestres

ou invasoras pelo biétipo B da mosca-branca. Pelssente estas espécies presentes



em um novo hospedeiro evoluiram rapidamente vieomémacdo e pseudo-
recombinacdo, dando origem as espécies atualmestiectadas no campo. A
predominéncia de algumas espécies poderia seraeviiferencas na adaptacédo ao
novo hospedeiro ou diferencas na eficiéncia destngsao pelo inseto vetor. A
presenca de diversas espécies no campo, todamitidas pelo mesmo inseto vetor,
torna comum a ocorréncia de infeccfes mistas (@mis mais virus presentes
simultaneamente na mesma planta), aumentando alplidbde da ocorréncia de
eventos de recombinacdo e pseudo-recombinacaoe payple levar ao surgimento de
espécies melhor adaptadas ao hospedeirogP#h 2001; Monciet al, 2002; Andrade
et al, 2006a; Inoue-Nagatt al, 2006; Ribeircet al, 2007).

Além das plantas cultivadas, muitas espécies $ib@®/ou invasoras tém sido
relatadas como hospedeiras de begomovirus em \gaiess, incluindo o Brasil (Idris
et al, 2003b; Jovekt al, 2004; Varsanet al, 2009; Fiallo-Olivéet al, 2010; Mubinet
al., 2010). As espécies silvestres mais comumenteadela como hospedeiras
pertencem as familias Malvaceae, EuphorbiaceaebacBae (Morales e Anderson,
2001). Alguns estudos demonstraram que begomoyirasenientes de plantas
invasoras podem ser transmitidos para espéciggards pelo inseto vetor ou mediante
inoculagéo via extrato vegetal tamponado (Frischnetital, 1997; Fariaet al, 2000;
Morales e Anderson, 2001; Castillo-Urquigaal, 2007; Cotrimet al, 2007).

No Brasil jA foram realizados alguns estudos cowbjetivo de caracterizar
molecularmente isolados de begomovirus que infeqilamtas silvestres e daninhas,
sobretudo em associagdo as culturas do feijoetto ®mmateiro (Ribeiret al, 1998;
Faria e Maxwell, 1999; Castillo-Urquizet al, 2008). Os resultados desses estudos
revelaram que a variabilidade genética é alta evdrésolados de begomovirus que

infectam plantas invasoras, maior do que em planudsradas (Ambrozeviciust al,



2002; Calegario, 2004; Castillo-Urquiza, 2008). udlss sobre a distribuicdo e
prevaléncia de diferentes espécies de virus fonmecrmacdes Uteis para programas
de melhoramento na busca de fontes de resisténcivals. A estrutura genética de
uma populacdo reflete a histéria evolutiva e o patd dessa populacdo para evoluir
(Pinel et al, 2003; Morenoet al, 2004; Fontet al, 2007). O grau de variabilidade
genética representa o potencial de um dado organismse adaptar ao ambiente. O
entendimento da dindmica da variabilidade de pgpels de virus de plantas é
necessario para entender como as populagdes eydiaemtomo as implicagfes para a
durabilidade de medidas de manejo (Sall, 2006a).

No caso dos begomovirus esses estudos foram maiéd baseados na
amplificacdo de fragmentos do genoma viral via PORjue limitava a analise a
espécies virais j4 caracterizadas. O desenvolvondattécnica de amplificacdo por
circulo rolante ("rolling-circle amplification”, R& (Inoue-Nagataet al, 2004),
acoplado a grande reduc¢do nos custos do sequemttadeeDNA, permitiu a clonagem
e 0 sequenciamento de um grande niamero de gendragssoompletos em um curto
espaco de tempo, sem a necessidade de conheciprénio da sequéncia do genoma
viral. Dessa forma, a andlise genética de popusagibais foi enormemente facilitada,
nao apenas em hospedeiros cultivados como o tamateas também em hospedeiros
silvestres (Haiblet al, 2006).

Embora diversos trabalhos nesse sentido ja tenidonrealizados a partir de
plantas cultivadas (Owoet al, 2007; Castillo-Urquiza, 2008; Varsaat al, 2008;
Harkinset al, 2009; Varsanet al, 2009), estudos em hospedeiros silvestres airma sa
escassos. Estes hospedeiros podem atuar comaltirtéculo e fonte de variabilidade

genética para o surgimento de novas espécies tpaam plantas cultivadas (Idrit



al.,, 2003b; Jovelet al, 2004; Castillo-Urquizaet al, 2008) podendo, portanto,
contribuir para epidemias em hospedeiros cultivados

Plantas daninhas conttuphorbia heterophyllae Macroptilium lathyroidesséao
frequentemente encontradas associadas a plantfe§airo nos estados de Alagoas e
Goias, respectivamente (Fernandesal, 2011; Tavarest al.,2012; Limaet al, 2013).
Begomovirus que infectam estas espécies tem datades e descritos desde o final da
década de 80 na América Central e Caribe (Jaramllastra, 1996; Royet al, 1997).

No Brasil foi descrita recentemente uma espécibad@movirus infectandi.
heterophylla o Euphorbia yellow mosaic viruEEuYMV) (Fernande<t al., 2012), e
trés espécies infectandd. lathyroides Macroptilium yellow vein virugMaYVV),
Macroptilium yellow spot virugMaYSV) e Macroptilium yellow net virugMaYNV)
(Silva et al, 2012). A andlise da estrutura genética da pogalde MaYSV no estado
de Alagoas revelou que esta espécie apresenta tamdegvariabilidade, sendo maior
do que em populacdes de begomovirus em plantavaclds (Limaet al, 2013).
Estudos da variabilidade genética de begomovimrseéem importantes dados para a
adocdo de medidas de controle baseadas no melhuagenético visando a maior
durabilidade da resisténcia. Se o alvo da resistéfmr um gene com baixa
variabilidade em populacdes de begomovirus, pdssérge esta resisténcia sera mais
duravel. Entender a variabilidade genética dossvéude seus genes, portanto, € um
primeiro passo para estabelecer quais genes degem ser utilizados como alvos para
programas de melhoramento genético.

Este trabalho teve como objetivo determinar a bdiieade genética de
populacdes dos begomovirus EuYMV e MaYVV infectana® plantas daninhas
Euphorbia heterophylla Macroptilium lathyroidesassociadas a cultura do feijoeiro

nos estados de Alagoas e Goias.



REVISAO DE LITERATURA

1. Familia Geminiviridae

Os virus pertencentes a famiGeminiviridaeapresentam genoma composto de
DNA de fita simples (ssDNA) circular encapsidado em capsideo icosaédrico
geminado. A familia é dividida em quatro génerddastrevirus Curtovirus
Topocuviruse Begomoviruscom base no tipo de inseto vetor, gama de hospsde
organizacdo gendmica e relacionamento filogendttanleyet al, 2005). O género
Mastrevirusinclui os geminivirus com um componente gendmicansmitidos por
diversas espécies de cigarrinhas (Homoptera: Qla a plantas monocotileddneas.
A espécie-tipo € dMaize streak virus(MSV), um virus economicamente importante
para a cultura do milhoZéa mays No géneroCurtovirus estdo incluidos os
geminivirus com um componente genémico, transnstigor cigarrinhas (Hemiptera:
Cicadellidae) a plantas dicotiledéneas.B@et severe curly top viruBSCTV) é a
espécie-tipo e 0 mais importante economicamentgér@roTopocuviruspossui uma
Gnica espécie, dromato pseudo-curly top viruéTPCTV), com um componente
genbmico, transmitido pela cigarrinhaMicrutalis malleifera (Homoptera:
Auchenorrhyncha) a plantas dicotiledéneas. O géBegomovirusengloba espécies
com um ou dois componentes gendmicos, transmifidds mosca-branc8emisia
tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) a plantas dicotiledon€aganley et al, 2005). A
espécie-tipo é Bean golden yellow mosaiirus (BGYMV) (Fauquetet al, 2008).

Os begomovirus do "Velho Mundo" (Europa, Asia eiddy possuem em sua
maioria um componente gendmico (monossegmentadosgstdo frequentemente
associados a moléculas de ssDNA circular conhedda® DNA-1 (alfassatélites) e

DNA B (betassatélites) (Briddon, 2003; Briddon e Stankp6). Os alfassatélites sédo



semelhantes ao componente gendmico denominado DNlAsRnanovirus, 0s quais
contém uma ORF que codifica uma proteina associagplicacdo (Rep), seguida de
uma regido rica em adenina e uma estrutura em fdenggampo que inclui a origem de
replicacdo (ldriset al, 2005). Os alfassatélites podem replicar autoncenéen mas
requerem um virus auxiliar para infeccéo sistérdalanta e transmissao por inseto
(Saunders e Stanley, 1999; Saunagral, 2000; Saunderst al, 2002). Recentemente
alfassatélites foram identificados no Brasil e rem&zuela associados aos begomovirus
bissegmentadoSleome leaf crumple viruCILCrV), Euphorbia mosaic virugEuMV)

e Melon chlorotic mosaic virusgMeCMV), sendo esses 0s primeiros relato de
alfassatélites associados a begomovirus ocorreatiraimente no "Novo Mundo"
(Américas) (Paprotkat al, 2010c; Romat al, 2010). Os betassatélites dependem do
virus auxiliar para replicacdo e movimento sist@&me planta. Seu genoma contém
uma ORF, betaC1, que codifica uma proteina respehg&la inducédo de sintomas e
gue atua como supressora do silenciamento génitrgmdscricional (Cuet al, 2004;

Cui et al, 2005; Briddon e Stanley, 2006).

Os begomovirus do Novo Mundo possuem dois compesegendmicos
(bissegmentados) denominados DNA-A e DNA-B, cada aom aproximadamente
2600 nucleotideos (Figura 1), com uma Unica exceg@omato leaf deformation virus
(ToLDeV), encontrado no Equador e no Peru e qusypa@genoma monossegmentado
(Melgarejoet al, 2013). Os dois componentes gendmicos de uma mespégie viral
nao possuem identidade entre as suas sequénciesto egor uma regido com
aproximadamente 200 nucleotideos denominada rempaomum (RC), que inclui a

origem de replicacdo (Hanley-Bowdahal, 1999).
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Figura 1. Representacdo esquematica do genomBedm golden yellow mosaic virus
(BGYMYV), espécie-tipo do génerBegomovirus.Os circulos representam o genoma
viral, com dois componentes (DNA-A e DNA-B) de apmadamente 2.600
nucleotideos cada. Uma sequéncia de aproximadard@@taucleotideos, denominada
regido comum (CR), contém a origem de replicacéad,\dom uma estrutura em forma
de grampo e uma sequéncia invariavel de nove niméss (TAATATTIAC),
conservada em todos os membros da far@iéeiniviridae A seta () indica o sitio de
inicio da replicagdo do DNA viral por circulo rotan As setas azuis e vermelhas
indicam os genes virais e a direcdo em que ocomanacricado (viral e complementar,
respectivamente). Reproduzido de (Gutiegtal, 2004).

O DNA-A dos begomovirus bissegmentados pode @adifde quatro a seis
proteinas: uma proteina associada a replicacao ('Rggication-associated protein"),
iniciadora do mecanismo de replicacédo por circalante, com propriedade de ligacao
a acidos nucléicos, endonuclease e ATPase (Fenhtals 1992; Orozccet al, 1997);
uma proteina transativadora, TrAP ("trans-actiapnotein”), fator transcricional dos
genesCP e NSPe que também atua como supressora do silenciargénico (Sunter e
Bisaro, 1992; Voinneet al, 1999; Wanget al, 2005); a proteina Ren (“"replication-
enhancer protein®), fator acessorio da replicagéal (Sunteret al, 1990; Pedersen e
Hanley-Bowdoin, 1994); e a proteina capsidial (tquatein”, CP), que além de formar
o capsideo viral é essencial para a transmiss&oopelo inseto vetor (Briddaest al,

1990; Hofer et al, 1997a). O geneAV2 ("pre-coat”) esta presente apenas nos

begomovirus do Velho Mundo, e atua no movimenteidss na planta (Padidaet al,
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1996). O geneAC4 codifica uma proteina supressora de silenciamer@oicg
(Vanitharaniet al, 2004). O DNA B codifica as proteinas MP ("movemgrotein"),
envolvida no movimento célula-a-célula do virus pmio do aumento do limite de
exclusdo dos plasmodesmas (Nouatyal, 1994), e NSP ("nuclear shuttle protein"),
responsavel pelo transporte do DNA através do epeehuclear (Noueirgt al, 1994;

Sanderfooet al, 1996).

2. Replicacgao viral

No processo de infec¢cdo dos geminivirus, as péatatrais sdo inoculadas na
planta pelo inseto vetor e o genoma viral (ssDN&Yesassocia de forma espontanea
do capsideo (Lazarowitz, 1992; Palmer e Rybickd&9No interior da célula o ssDNA
viral é transportado para o nucleo, onde € cordedim um intermediario de fita dupla
(dsDNA) denominado forma replicativa (RF). A maaetomo esta converséao ocorre
ndo é conhecida, no entanto evidéncias indiretasnoc a necessidade de
desestabilizacdo local do dsDNA para o iniciacaoegdicacdo por circulo rolante em
procariotos por "strand-nicking enzimes", indicamegé realizada por fatores do
hospedeiro. A RF serve como molde para sintesemalass componentes gendbmicos e
também para a transcricdo dos genes virais. O genoal é replicado via mecanismo
de circulo rolante semelhante ao utilizado pelasebgfagospX174 e M13, utilizando
a RF como molde (Stenget al, 1991; Stanley, 1995).

A origem de replicacdm(i) esta localizada na regido intergénica comum entre
os dois componentes genbmicos. A sequénc@idaconservada entre componentes de
um mesmo virus, porém variavel entre espécies, eroecdo de uma regido de
aproximadamente 30 nucleotideos conservada em agdespécies (Davies al, 1987;

Lazarowitz, 1992). Nesta regido se localiza umau&ega repetida e invertida



composta predominantemente por guanina e citosioanando uma estrutura
conservada em forma de grampo ("structurally-caregkerelement”, SCE), com uma
sequéncia invariavel (5-TAATATTAC-3’) encontradanetodos 0s geminivirus, que
constitui o dominio funcional da origem de repl@éag¢Heyraud-Nitschket al, 1995;
Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998). E nesse nonantdeotque ocorre a clivagem
(TAATATT//AC) que inicia o processo de replicacaar girculo rolante (Fontest al,
1994; Laufset al, 1995). Essa clivagem é realizada pela proteima e atua como
endonuclease sitio-especifica com requerimentcsttatera e sequéncia (Laués al,
1995; Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998). Na regido wamencontram-se também
sequéncias especificas para ligacdo da proteingFoepeset al, 1992; Fonte®t al,
1994) e regibes promotoras da RNA polimerase Il ptintas, responsavel pela
transcricdo dos genes virais (Hanley-Bowdetial, 1999).

O sitio de ligacdo de Rep ao DNA viral esta lo@alz entre o TATA box do
geneRep e a SCE (Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998), sendcstdaido por duas
sequéncias em repeticdo direta e pelo menos uneig@p invertida denominadas
“iterons" (Arguello-Astorgaet al, 1994). A ligacdo de Rep aos iterons € essenaial p
0 inicio da replicacdo. Apos a ligacédo de Rep ad\DMal e estabilizacdo do complexo
formado por Rep, Ren e fatores do hospedeiro, ®ipRep cliva o nonanucleotideo
localizado na SCE, dando inicio a replicagdo pmutd rolante (Gutierrez, 1999). O
reconhecimento pela proteina Rep é considerads-eapecifico (Arguello-Astorgat
al., 1994; Harrison e Robinson, 1999; Rambsl, 2003), de modo que a proteina sé
inicia a replicagdo de DNAs cognatos. O dominiccfonal de Rep foi mapeado na sua
regido N-terminal e inclui o dominio de ligacdo &A) conservado em todas as

proteinas Rep (Jupin, 1995; Gladfek¢ml, 1997; Chatterjet al, 1999).
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Uma vez que o reconhecimento e ligagdo aos itgponRkep é especifico, foi
proposto que este depende da sequéncia de nuelEotids iterons e da sequéncia de
aminoacidos de um motivo conservado na proteina Bepominado dominio
relacionado aos iterons (“iteron-related domairRD) (Arguello-Astorga e Ruiz-
Medrano, 2001). Porém, a replicacdo do DNA-BTdmato yellow spot viruSfoYSV)
pela Rep doTomato golden mosaic virud GMV) indica que a interagdo entre 0s
aminoacidos do IRD e os iterons ndo € a unica faleneeconhecimento da origem de
replicacdo, uma vez que tanto os iterons quant®Ds sdo diferentes entre esses dois
virus (Andradeet al, 2006b). Além disso, a auséncia de iterons nos HEAElites
associados a begomovirus € uma evidéncia adicamajue outros fatores afetam o
reconhecimento da origem de replicacdo pela ptRiep (Linet al, 2003; Stanley,

2004).

3. Movimento do virus na planta

O movimento do virus no interior do hospedeiro psde dividido em dois
processos: movimento célula-a-célula via plasmodesne movimento a longa
distancia, no qual o virus atinge o sistema vaseuéatransportado sistemicamente para
toda a planta. Para esse fim, a partir do DNA-B liggomovirus bissegmentados sao
codificadas duas proteinas relacionadas ao movameinal, NSP e MP. Como o0s
begomovirus replicam no ndcleo da célula hospedeiemessitam de uma etapa
adicional de transporte do nucleo para o citoplasanqual é realizada pela proteina
NSP (Palmer e Rybicki, 1998). Ja a proteina MPcas® a membrana celular e altera
o limite de exclusdo dos plasmodesmas, viabilizaodwansporte do genoma viral

(Noueiry et al, 1994). Estas duas proteinas atuam de forma catogepara mediar o
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trafego intra- e intercelular do DNA viral (Sandef e Lazarowitz, 1995), permitindo
ao virus infectar sistemicamente o hospedeiro.

Os estudos sobre o movimento viral na planta temocbase a interacao fisica
entre as proteinas de movimento MP e NSP (Rsdjat, 2005b). A interacdo direta das
proteinas MP e NSk vitro foi demonstrada para o TGMV utilizando-se o sistema
duplo-hibrido de levedura (Mariaret al, 2004). A interacai vitro entre NSP e MP
do Cabbage leaf curl virus(CaLCuV) foi recentemente demonstrada, também
utilizando-se o sistema duplo-hibrido de leveditestes estudos foi identificada uma
GTPase citoplasmatica designada NIG (NSP-inteoBiPase), que interage com
NSP de begomovirum vitro e in vivo e promove o transporte da proteina viral do
nacleo para o citoplasma, onde ela é redirecionmda a periferia da célula para
interagir com MP (Carvalhet al, 2008).

Dois modelos foram propostos para explicar o mewtm intracelular de
begomovirus (Levy e Tzfira, 2010). No primeiro miedelenominado "couple-skating"
(Kleinow et al, 2008), NSP transporta ssSDNA ou dsDNA do nuck@ @ periferia da
célula e, no citoplasma, MP atua nos plasmodesarasfacilitar o movimento célula-a-
célula do complexo NSP-DNA (Sanderfoot e Lazarowit@95; Frischmuthet al,
2004; Frischmutlet al, 2007; Kleinowet al, 2008). No segundo modelo, denominado
"relay-race", NSP inicialmente transporta o dsDNAmdicleo para o citoplasma. No
citoplasma, o dsDNA se associa a MP, e o compleRed§DNA se movimenta célula-
a-célula através dos plasmodesmas (Nowetigt, 1994; Roja%t al, 1998).

Seguindo o movimento célula-a-célula, o virus a&ings plasmodesmas
associados ao tecido vascular e entdo inicia-seowinmento a longa distancia. O
movimento viral a longa distancia é passivo, acarthpado o fluxo de fotoassimilados

dos tecidos fonte para os tecidos dreno atravésstiema vascular. A grande maioria
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dos virus é transportada via floema na forma degoda completa, atingindo, a partir
do ponto de penetracdo, primeiramente as raizesseguida as folhas jovens e
posteriormente a planta toda, estabelecendo uneaciéb sistémica (Jeffregt al,
1996).

Para mastrevirus, curtovirus e begomovirus mogossatados, a proteina CP é
necessdria para os movimentos célula-a-célulaoagaldistancia (Rojast al, 2001;
Gafni e Epel, 2002). Além da CP, as proteinas \Z2l¢dambém sdo necessérias para o
movimento de begomovirus monossegmentados. Nodm3omato yellow leaf curl
virus (TYLCV), a CP é responsavel pelo transporte do DN@ nucleo para o
citoplasma, funcionando como uma proteina analog&SP dos begomovirus
bissegmentados, e 0 movimento célula-a-célula édralo plasmodesma é mediado
pelas proteinas C4 e/ou V2 (Roptsal, 2001; Rojaset al, 2005b). Recentemente, foi
demonstrado que a proteina C4 do curtovBast severe curly top vir8SCTV) é
capaz de se ligar de forma nédo especifica a ssDNMAdeDNA, é essencial para o
desenvolvimento de sintomas e, quando expressdatap infectadas com mutantes
deficientes para C4, pode complememmairans o movimento sistémico. Em conjunto,
esses dados sugerem o envolvimento de C4 no mowingesse virus (Cheet al,
2010).

A proteina CP é dispensavel para o estabelecingmtimfeccdo sistémica de
begomovirus bissegmentados na maioria dos casestyélados (Rojast al, 2005a).
Tanto MP quanto NSP reconhecem o DNA viral de nmanespecifica com relacdo a
forma e comprimento (Rojast al, 1998; Gilbertsoret al, 2003), o que elimina a
necessidade da proteina capsidial para 0 movingetinga distancia. Raras excecoes,

como o0 begomovirus bissegmentatiomato chlorotic mottle viru§ToCMoV), séo
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capazes inclusive de infectar sistemicamente algasgedeiros na auséncia do DNA-B

cognato (Galvaet al, 2003; Fontenellet al, 2007).

4. Evolugéo dos geminivirus

Os geminivirus podem ter evoluido a partir de uplicen primitivo de DNA
extracromossomal, presente em procariotos ou erasaacs primitivos das plantas
(Rojas et al, 2005b). Evidéncias indiretas, como caracteristmanservadas com as
proteinas iniciadoras da replicacdo de replicons plecariotos e eucariotos
contemporaneos (llyina e Koonin, 1992; Campos-Qliga al, 2002), presenca de
MRNAs policistrbnicos, e a capacidade dos gemimévirde replicarem em
Agrobacterium tumefacienfRidgen et al, 1996; Selthet al, 2002), apdiam esta
hipotese. Durante a co-evolugdo com seus hospsdestes replicons de DNA teriam
adquirido novos genes por meio de recombinacdo @®@NA do hospedeiro ou com
outros replicons (revisado por Rogtsal, 2005b).

Estudos filogenéticos propdem que o0s geminivirus dérivados de um
ancestral comum que possuia apenas um compongetdava monocotiledéneas e era
transmitido por cigarrinhas (Rybicki, 1994; Rojes al, 2005b). Comparacdes de
sequéncias entre espécies dos géneviastrevirus Curtovirus e Begomovirus
demonstraram que as primeiras sao mais divergemies Si, 0 que sugere que 0S
mastrevirus divergiram por um periodo de tempo rfango. O processo evolutivo
levou & capacidade de infeccdo de plantas dicétieas e em seguida a transmissao
pela mosca-branca, uma vez que existem mastrgtiamsmitidos por cigarrinhas) que
infectam dicotiledbneas, mas até o presente naamfoencontrados geminivirus
transmitidos por mosca-branca que infectem moneddieas. Esse ancestral dos

begomovirus modernos possuia apenas um compong&ngguisicdo do segundo
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componente teria ocorrido antes da separacdo doBneotes, uma vez que 0S
begomovirus bissegmentados sdo encontrados tantelho Mundo como no Novo
Mundo.

Andlises filogenéticas dos betassatélites e segmi@virus associados sugerem
gque o satélite e o virus auxiliar co-evoluiram coommsequéncia do isolamento
geografico apds a separacdo dos continentes eagdaphao hospedeiro (Zhai al,
2003; Rojaset al, 2005b). Membros do géne@urtovirus seriam derivados de antigas
recombinacdes entre mastrevirus e begomovirudtaeda na aquisicdo da CP de um
mastrevirus ancestral transmitido por uma cigaarihimitiva, ao passo que um
begomovirus teria contribuido com os genes assuxiadreplicacdo (Rybicki, 1994;
Padidamet al, 1995). Outro evento de recombinacao foi ideratdiz para o TPCTV, o
Gnico membro do génerbopocuvirus,que teria surgido apos recombinacdo entre um
curtovirus ancestral e um virus que ndo possui lkamg com nenhum outro
geminivirus, o0 que sugere que outros geminivird) melacionados com virus
pertencentes aos quatro géneros atualmente recdofiepodem estar presentes no
campo (Briddoret al, 1996; Yazdiet al, 2008; Varsanet al, 2009; Briddonet al,
2010a).

Atualmente, com base em analises filogenéticas A-B de 212 espécies, 0s
begomovirus estédo classificados em sete diferemtgss de acordo com sua origem
geografica ou planta hospedeira (Padidamal, 1995; Fauquett al, 2008). Os
begomovirus do Velho Mundo segregam em gruposnatigis na Africa, india, Jap&o e
"resto da Asia". Entretanto, um nGimero crescenteis, os quais sdo referidos como
"outsiders"”, ndo se encaixam nesses grupos baseamosegido geografica ou
hospedeira. Esses virus sao originarios da Indachindonésia e Australia.

Begomovirus do Novo Mundo formam grupos de acorolm @ origem geografica
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(América Central ou do Sul). Duas espécies origasado Vietham isoladas de
Corchorussp. séo relacionadas aos begomovirus do Novo Munftsmam um grupo
referido como "corchovirus" (Hat al, 2006; 2008). Dois grupos de virus, um
infectando leguminosas originarias da india e Sledéa Asia ("legumovirus”) e outro
composto de virus isolados tfmmoeaspp., particularmente batata-dodebatatag
originarios da América, Asia e Europa ("sweepoVjiusiio distintos e basais a todos os
demais begomovirus. A posicdo andmala desses befgosaeflete uma historia
evolutiva distinta. Para os legumovirus foi sugegde isto seria devido ao isolamento
genético de suas espécies hospedeiras @akj 2007).

Um cenério atual para a evolucdo da fam@iaminiviridaefoi proposto por
(Nawaz-Ul-Rehman e Fauquet, 2009). Nesse, plaswmidge replicam em algas
vermelhas e outras formas de vida mais primitiv@sseguiram adquirir novos genes,
tornando-se independentes de seu hospedeiro e aspiazes de infectar plantas,
provavelmente em primeiro lugar monocotiledoneasna@ um pré-mastrevirus. Esta
evolucéo deve ter coincidido com a aquisicdo dastrassao por insetos. Em algum
momento eles passaram a infectar dicotileddneas,amaa tinham o mesmo tipo de
vetor, as cigarrinhas. Com a aquisicdo de novosegetornou-se um pré-
monossegmentado transmitido por mosca-branca.lieggemovirus monossegmentado
teve a capacidade de capturar outras moléculasiiredtp entdo um alfassatélite a
partir de um pré-nanovirus ou um betassatélite & donte desconhecida. Por
recombinacdo entre um begomovirus monossegmentaelonéecta dicotiledéneas e
um mastrevirus foram formados hibridos que deraigewr aos ancestrais dos
curtovirus e topocuvirus. Em um periodo postetion, monossegmentado conseguiu
capturar um ancestral do que hoje é o componente 8sta combinacdo de dois

componentes foi extremamente bem sucedida no Nowmdd ao ponto de
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begomovirus bissegmentados serem 0s Unicos presentntinente americano, apés
a deriva dos continentes que aconteceu ha cert2=dmilhdes de anos.

Briddon et al, (2010b) demonstraram por meio de analises filétjess e
exaustivas comparacdes par-a-par do DNA-A e DNAeBbeégomovirus que estas
moléculas de fato tem historias evolutivas difezentO DNA-B apresenta maior
variacdo genética quando comparado ao DNA-A. Esteeplode ser atribuido & menor
quantidade de funcbes codificadas pelo DNA-B, seadsim mais permissivo a
variagéo, evoluindo exclusivamente em respostaoapdudeiro (0 DNA-A deve manter
também a interacdo com o vetor). Uma explicac&oredtiva é que o DNA-B teria uma
origem distinta do DNA-A, surgido inicialmente comm satélite que foi capturado
pelo seu progenitor monossegmentado e posterioemeyaiuido para se tornar parte

integral do genoma (Nawaz-Ul-Rehman e Fauquet, ;2B0@donet al, 2010b).

5. Variabilidade e estrutura genética de populac@sgeminivirus

Populagbes de geminivirus, incluindo os begomeyipossuem um elevado
grau de variabilidade genética. A alta taxa de géddDuffy e Holmes, 2008; Duffy e
Holmes, 2009), a ocorréncia de eventos frequergeecbmbinacéo (Padidaet al,
1999b) e a ocorréncia de pseudo-recombinacao eintie com genoma bissegmentado
(Andradeet al, 2006a) contribuem para esse elevado grau debuatéle. Mutacao,
recombinacao e pseudo-recombinacdo séo as prinégraes de variabilidade genética

de virus em plantas (Garcia-Areealal, 2003; Seaét al, 2006b).

5.1. Mutacao
Assim como para todos os virus, a evolucdo dos rgeimis depende

primariamente de mutacdes. Ha evidéncias de gépidarevolucao dos geminivirus €,
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ao menos em parte, dirigida por processos mutasig@ agem especificamente sobre
ssDNA (Harkinset al, 2009).

O impacto das mutac¢des pontuais tem sido estuddnldiferentes condi¢des de
selecdo, como presenca de um efeito gargalo (pgmulanicial pequena do virus,
periodo curto de aquisicao pelo vetor), transfea@nsucessivas entre hospedeiros sem
emprego do vetor, e inoculagdo em plantas reseste@s resultados demonstraram que
isolados de MSV apresentam alta frequéncia de @ogtaga ordem de T0e 10°
(Isnardet al, 1998). Resultados similares foram obtidos numegrento controlado
de andlise da taxa de variabilidade genética dorbhegirusTomato yellow leaf curl
China virus (TYLCCV), onde foi encontrada uma frequéncia méditiamutacdo de
3,5x10" e 5,3x10" ap6s 60 dias de infeccdo eM benthamianae tomateiro,
respectivamente (Get al, 2007). Uma série de experimentos de evolucaongolo
prazo (de 6 a 32 anos) também revelaram alta freipi@e mutacéo, entre 2 e 3%10
para MSV eSugarcane streak Réunion virSSRV), sugerindo que mastrevirus
provavelmente ndo co-divergem com seus hosped@itaskins et al, 2009). Estes
resultados discordam com a hipétese de aparentdiveméncia entre alguns
mastrevirus e seus hospedeiros, o que implicarieaeas de substituicbes de apends 10
8 subs/sitio/ano na natureza (\&ual, 2008).

Duffy e Holmes (2008, 2009) realizaram analisesuastadas no tempo de
isolados de TYLCV dast African cassava mosaic vir(BACMV) para estimar a taxa
de substituicAo de nucleotideos desses begomowrdaxa de substituicdo para o
TYLCV foi estimada em 2,88x10subs/sitio/ano para o genoma completo (Duffy e
Holmes, 2008). O genE€P apresentou uma taxa maior (4,63%1€ubs/sitio/ano) e a
regido intergénica (ndo codificadora) apresentowa uaxa ainda maior (1,75x%0

subs/sitio/ano). Entretanto, as substituicbes vhdas foram na maioria sindnimas,

18



sugerindo que as altas taxas observadas refletésnuma rapida dinAmica mutacional
do que uma frequéncia de evolucdo adaptativa dleginie em mutacdes nao sinbnimas
(Duffy e Holmes, 2008). Para o EACMV as taxas forastimadas em 1,6xF0e
1,33x10" subs/sitio/ano para o DNA-A e DNA-B, respectivateefDuffy e Holmes,
2008). O gen€P apresentou 1,37xF0subs/sitio/ano e o gef@pmostrou 1,24x16
subs/sitio/ano. Os genes presentes no DNAISP e MP, apresentaram 2,77x1@
3,45x10", respectivamente. Contudo, os autores validaragesesltos niveis de
heterogeneidade apenas para o DNA-A e o @fd-oi observado entdo que as taxas
de substituicdo indicadas para essas duas espmtxiesgomovirus, entre T 10°,
corroboram em geral aquelas determinadas expemnette para o MSV (Isnharet
al., 1998; Harkinset al, 2009) e TYLCCNV (Geet al, 2007).

Erros de incorporacdo de nucleotideos duranteplicagdo viral também
contribuem para a variabilidade genética. Estudesbactérias e sistemas animais
indicaram que as taxas de substituicdo dos virusdsigNA e ssDNA diferem
significativamente (Duffyet al, 2008). Taxas de substituicdo para fagos bactejan
poliomavirus e papilomavirus, com genoma compostdsiDNA, s&o da ordem de 10
a 10° subs/sitio/ano (Drake, 1991; Holmes, 2004; Ragiewl, 2004). Em contraste,
altas taxas de substituicdo ¢)doram relatadas para parvovirus e circovirusugvite
ssDNA) (Gallian et al, 2002; Biagini, 2004). Semelhante aos geminiviras,
parvovirus e circovirus replicam seu genoma vieutdrrolante, sugerindo que os altos
niveis de heterogeneidade relatados para begomsowimastrevirus podem refletir os
mesmos erros de replicacdo (Arguello-Astorggaal, 2004). Foi sugerido que 0s
mecanismos de correcdo de erro associados a Fuicke DNA em eucariotos nao
sejam eficientes na replicag@o por circulo rolamteu, na replicacdo de ssDNA (Van

Der Waltet al, 2008).
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5.2. Recombinacao

Recombinacdo é o processo pelo qual segmentos aditande DNA ou RNA
tornam-se incorporados na fita de um individuo rdiiee durante o processo de
replicagdo (Padidarat al, 1999b). A recombinacdo é um evento bastante coeram
geminivirus (Padidamet al, 1999b; Lefeuvreet al, 2009), e parece contribuir
grandemente para sua diversificacdo genética, ganmdm seu potencial evolucionario
e adaptacao local (Harrison e Robinson, 1999; Radet al, 1999b; Berrieet al,
2001; Monciet al, 2002). A elevada frequéncia de recombinacéo rgpsgm de virus
pode ser em parte explicada pela existéncia de possivel estratégia de replicacao
dependente de recombinacéo (RDR) (Jesksd, 2001; Preiss e Jeske, 2003) em adi¢cao
a replicacdo por circulo rolante (RCR) (Saundetsal, 2001), e pela ocorréncia
frequente de infec¢cbes mistas (Torres-Pacle¢ad, 1996; Harrisoret al, 1997; Sanz
et al, 2000; Piteet al, 2001; Ribeircet al, 2003; Garcia-Andrést al, 2006; Davincet
al., 2009), com evidéncia de infeccdo do mesmo nudkeaélula por mais de um
begomovirus (Morilleet al, 2004).

Eventos de recombinagédo tém sido diretamente iagiie na emergéncia de
novas doencas e epidemias em plantas cultivadasasEscluem a epidemia
devastadora do mosaico da mandioca, causada pelnlveante EACMV na Uganda e
paises vizinhos (Zhoet al, 1997; Piteet al, 2001); as epidemias do complexo TYLCV
na bacia ocidental do Mediterraneo, com o surgimetds recombinante$omato
yellow leaf curlMalaga virus(TYLCMalV) e Tomato yellow leaf curl Axarquiarus
(TYLCAXV) em campos de tomate na Espanha (Matcal, 2002; Garcia-Andrést
al., 2006; Garcia-Andrést al, 2007a; Garcia-Andrést al, 2007b); e as epidemias de

Cotton leaf curl virugCLCuV) em algodéo no Paquistao causadas por umpleso de

20



espécies incluindo diversos begomovirus recomb&saf@houet al, 1998; Idris e
Brown, 2002).

A emergéncia frequente de novas espécies de geémmidevido a eventos de
recombinacao foi demonstrada por meio de analismaeersdo génica (Padidahal,
1999a). Embora na época o nimero de genomas cos\pkjuenciados fosse pequeno,
0s autores analisaram todas as combina¢fes par{@epsiveis e identificaram 420
fragmentos recombinantes tanto entre espécies cenite géneros da familia
Geminiviridae

Os mecanismos precisos que controlam a recombinagdobegomovirus
permanecem desconhecidos (Padiddral, 1999a). No entanto, € conhecido que sitios
recombinantes ndo sao uniformemente distribuidosloago do genoma, com a
existéncia de sitios frequentes ("hot spots") efréguentes ("cold spots") (Stanley,
1995; Fauquett al, 2005; Garcia-Andrést al, 2007b; Lefeuvret al, 2009). Analises
bioinforméticas para detectar virus recombinantasrendo naturalmente revelaram
que a origem de replicacdo viral é um sitio fre¢qgiele recombinacéo (Gutierrez, 1999;
Hanley-Bowdoinet al, 1999). A comparagdo de sequéncias de begomavions- e
bissegmentados depositadas no GenBank até mai®d@f (223 e 116 sequéncias,
respectivamente) indicou que a regido génica quiific® a porcdo N-terminal da
proteina Rep, assim como a regido intergénica adfac(RC), sdo frequentemente
intercambiadas durante a replicacdo. Também fodemtificados sitios frequentes de
recombinacao localizados na regido intergénicaeergrgene€P e Ren(Lefeuvreet
al., 2007).

A analise comparativa da distribuicdo de sitiosreleombinacdo dentro do
genoma de diversas familias de virus de ssDNA nemtansugeriu a distribuicdo néo

aleatoria dos sitios e também uma tendéncia sigtiifa para estes se localizarem tanto
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fora como na periferia dos genes. Além disso, fmdeovado que poucos sitios de
recombinacdo foram encontrados dentro de genesajlifcam proteinas estruturais
(Lefeuvreet al, 2009). Esses resultados sugerem que a selegé@lnagindo contra
virus que expressam proteinas recombinantes @éegai determinante na distribuicéo
ndo aleatodria dos sitios de recombinacdo na mailasafamilias de virus de ssDNA
(Lefeuvreet al, 2009).

Eventos de recombinacdo também tém sido relaemtos begomovirus e DNA
satélites, e entre diferentes moléculas de beéssat(Briddonet al, 2001; Saunderst

al., 2001; Briddoret al, 2003; Nawaz-Ul-Rehmaet al, 2009).

5.3. Pseudo-recombinacao

A existéncia de dois componentes genbmicos na madws begomovirus
promove um mecanismo alternativo, conhecido coreagis-recombinacao, pelo qual a
troca de material genético pode ocorrer sem naeEEsi de recombinacéo
intermolecular, ocorrendo apenas a troca de conmpesigyendmicos entre dois virus
distintos (Gilbertsonet al, 1993b; Sung e Coutts, 1995; Andrade al, 2006a);
revisado por (Rojagt al, 2005b). A ocorréncia natural de pseudo-recomlib@sano
campo foi verificada no México, em tomateiros itdelos peldChino del tomate virus
(CdTV) (Paplomatast al, 1994).

Experimentos com pseudo-recombinacdo sdo ferramen&s no estudo de
funcdes de genes e podem revelar relacdes filogasgicomo € o caso de pseudo-
recombinantes formados a partir da mistura de coemtes gendmicos de dois isolados
de BGYMV. Quando inoculada, a mistura formada dipde DNA-A do isolado da
Guatemala (BGYMV-GA) e DNA-B do isolado da Repualibominicana (BGYMV-
DR) foi capaz de induzir os mesmos sintomas aptades pelos parentais, enquanto o

pseudo-recombinante reciproco induziu sintomasuatis e tardios. Esses resultados
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demonstram que geminivirus com regiées comuns isof@amente similares podem
formar pseudo-recombinantes infecciosos, mas tassaljue frequentemente os
pseudo-recombinantes reciprocos apresentam diteyemg eficiéncia de replicacdo e
infeccdo sistémica (Fariet al, 1994). Esse fato foi também observado pafdrican
cassava mosaic ViruACMV) (Stanleyet al, 2005) e TGMV (Von Arnim e Stanley,
1992). Por outro lado, componentes gendmicos do G do Bean golden mosaic
virus (BGMV), que possuem identidade inferior a 75% enassisequéncias de
nucleotideos, ndo formam pseudo-recombinantesciofeus (Gilbertsort al, 1993a)

A especificidade da ligagdo da proteina Rep aosniseé considerada a principal
determinante da formacdo de pseudo-recombinantéveisi entre diferentes
espécies/estirpes de begomovirus (Arguello-Astaigal, 1994; Eagleet al, 1994;
Fonteset al, 1994; Chatterjiet al, 1999; Andradeet al, 2006a; Bullet al, 2007).
Outro fator importante é a conservacdo da sequéeceminodcidos da proteina Rep,
especialmente os trés aminoécidos do IRD que astaeinvolvidos diretamente na
ligacdo aos iterons (Arguello-Astorga e Ruiz-Medral001; Ruiz-Medrancet al,
2001). A viabilidade de pseudo-recombinantes indigee fatores envolvidos na
replicacdo e movimento sdo intercambiaveis enfpéaiss altamente relacionadas, ou
entre estirpes de uma mesma espécie. Por outrqg &adssimetria entre pseudo-
recombinantes reciprocos indica que a pseudo-réoagén entre begomovirus é um
fenbmeno complexo que envolve interacdes entregido virus e do hospedeiro (Hill
et al, 1998).

Embora a pseudo-recombinagdo seja comum entrgpesstole uma mesma
espécie de begomovirus, a formacdo de pseudo-rétamds viaveis entre espécies
distintas é mais dificil. Um pseudo-recombinanieofatido entre o DNA-A ddbutilon

mosaic virus (AbMV) e o DNA-B do Sida golden mosaic Costa Rica virus
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(SIGMCRYV), porém o pseudo-recombinante reciproaw fodiinfeccioso (Hoferet al,
1997b). Similarmente, um pseudo-recombinante vifordbrmado pelo DNA-A de um
isolado deSida golden mosaic virUSIGMV) de Honduras (SiGMV-[HRQ]) e o DNA-

B do SIGMCRYV (Unseldet al, 2000). Entretanto, dentre os pseudo-recombinantes
reciprocos formados pelo DNA-A do SIGMCRYV combinadoDNA-B de trés isolados
de SiGMV-[Hg,] que possuiam pequenas diferengcas na composicaaatiotideos,
apenas um mostrou-se viavel, porém pouco eficiantedo foi capaz de infectar a
planta a partir da qual foi originalmente isoladdngeld et al, 2000). Pseudo-
recombinantes infecciosos entre 0 DNA-A do CdTV BNA-B do BGYMV foram
formados apesar da baixa identidade da regido corf@8%), porém o pseudo-
recombinante reciproco ndo foi infeccioso quandmutado em feijoeiro (Garrido-
Ramirezet al, 2000).

Um pseudo-recombinante produzido entre o DNA-ATamnato mottle virus
(ToMoV) e o DNA-B doBean dwarf mosaic viru§BDMV), embora infeccioso,
apresentou acumulo reduzido do DNA-B e induziu osivets atenuados er.
benthamianaGilbertsonet al, 1993b; Hou e Gilbertson, 1996). Entretanto, apés
passagens mecanicas sucessivas nesse hospedesintoosas tornaram-se idénticos
aos produzidos pelo ToMoV e o nivel do DNA-B torrsmuigual ao do DNA-A. A
analise das regibes comuns dos DNAs-A e -B do mseembmbinante comprovou a
ocorréncia de recombinacdo intermolecular na reg@mum do BDMV, que foi
substituida quase que totalmente pela regido conmr@NA-A do ToMoV (Hou e
Gilbertson, 1996). Assim, o DNA-B passou a ser meéegido com 100% de eficiéncia
pela proteina Rep do ToMoV. Esse resultado evideacimportancia da pseudo-
recombinacdo e da recombinacdo na evolucdo de iyémine em sua adaptacédo a

novos hospedeiros.
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Pseudo-recombinantes infecciosos foram formadas enDNA-A do TGMV e
0o DNA-B do ToYSV, que possuem iterons similaresn@o formacéo do pseudo-
recombinante reciproco sugere que a proteina REpGAMY tem maior versatilidade
em termos de reconhecimento de componentes de Bft#kdogos comparada a do
ToYSV (Andradeet al, 2006a).

O Passion fruit severe leaf distortion virfgSLDV) e o ToCMoV, o0s quais
apresentam os mesmos iterons, formam um pseudopatante viavel, pois todas as
plantas de Nicotiana benthamianainoculadas com a combinacdo PSLDV-A e
ToCMoV-B foram infectadas sistemicamente. Entre&tam pseudo-recombinante
reciproco (PSLDV-B e ToCMoV-A) nao foi viavel. Oseeamos resultados foram
observados com PSLDV e ToYSV, os quais possuernngedistintos. O pseudo-
recombinante PSLDV-A e ToYSV-B foi vidvel em plastale N. benthamiana
inoculadas (Ferreirat al, 2010). Estes resultados reforcam a hipotese deogtros
fatores além da identidade dos iterons estdo agkixia viabilidade de pseudo-

recombinantes.

5.4. Estrutura genética de populacdes de geminisgiru

A estrutura genética de populactes de virus degdaefere-se a quantidade de
variabilidade genética e a sua distribuicdo deatemtre subpopulactes (Garcia-Arenal
et al, 2001). Definir a estrutura genética é o primgi@sso para se estudar as
populacdes virais, pois a estrutura genética eefiehistoria evolutiva e o potencial da
populacao para evoluir (Pinet al, 2003; Morencet al, 2004; Fonet al, 2007). Para a
maior parte dos objetivos, a genética de populagdesece as ferramentas mais
convenientes para estimar a variabilidade genétegopulacdes de patdégenos. Os

principais mecanismos evolutivos que afetam a bdidade das populagbes sé&o
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selecdo, deriva genética, migracdo, mutacdo e t@oagéo (Hartl e Clark, 2007).
Quantificar a contribuicdo de cada mecanismo é itapte e constitui o objetivo de
véarios estudos de biologia de populacdes de vieydahtas (Bulkt al, 2006; Wangget
al., 2006; Garcia-Andrést al, 2007a).

Diversos estudos ja foram realizados com o objetiednvestigar a estrutura
genética de populagBes de geminivirus em divergsgdueiros e em diferentes regides
geogréaficas. Trabalhos realizados nos Ultimos 20@s aavaliaram a estrutura
populacional de begomovirus infectando mandiocAfriaa Sub-Sahariana e no Sub-
Continente Indiano. Nos paises dessas regides, na@ioca pode ser infectada por
diversas espécies de begomovirus (Fauquet e Fard&x®0; Legg e Raya, 1993;
Fargetteet al, 1994) (curiosamente, ndo existem relatos de begous que infectam
mandioca no Brasil, o centro de origem e diver@dapknética desta cultura;
provavelmente os begomovirus que infectam a maadioccontinente africano foram
transferidos horizontalmente a partir de plantdgesires). Os estudos realizados
demonstraram um elevado grau de variabilidade men&a populacdo viral em
diversos paises. A ocorréncia frequente de infexgdistas facilita a ocorréncia de
pseudo-recombinacédo e recombinacéo, e em pelo ndem®Easos foi demonstrada a
emergéncia de novas espécies como consequéndia dégses mecanismos (Zheu
al., 1997; Fondongt al, 2000).

Na Tanzénia, sete espécies de begomovirus quetamfemandioca foram
relatadas (Ndungurat al, 2005). Diversos eventos de recombinacgéo foramectitos
entre as estirpes TZ1 e TZ7 dbast African cassava mosaic Cameron virus
(EACMCV). A analise das sequéncias indicou queuas @stirpes tém a mesma origem
e ndo foram introduzidas recentemente. A variadml@genética da populagéo viral foi

analisada também com base no DNA-B, o que indicexisiéncia de diversos eventos
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de recombinacdo. Os resultados indicam que a regidtval do continente africano é
um centro de diversidade genética de begomovirdar{juruet al, 2005).

Font et al, (2007) determinaram a estrutura e variabilidadgmética de
populacdes d&omato yellow leaf curl Sardinia viry(YLCSV) e TYLCV em plantas
de tomateiro em seis regides da Espanha (Andalllhas Canarias, Lanzarote,
Levante, Majorca e Murcia) entre 0os anos de 192004. A analise de PCR-RFLP do
geneCP e da RC de 358 isolados revelou a presenca dexdlétipos, e eventos de
recombinacdo foram identificados na RC. Em todaseg®es geograficas, exceto
Murcia, as populacdes eram compostas de um haplptgdominante com uma baixa
diversidade genética (<0,0180), ou estavam evotupata esta condigdo. Em Murcia
houve mudancas na predominancia de haplotipos. @otheo | (TYLCSV) era
predominante em 1997, mas sua frequéncia decremtell998, com o aumento
correspondente do haplétipo 1ll (TYCLV), de modoeqambos os haplétipos
apresentaram frequéncias semelhantes. Em 199%létipa 1l surgiu e rapidamente
tornou-se predominante na populacdo. Esses regsltagierem que a selecdo negativa
ocorreu de forma acentuada nessas populacdes.télt@r surgimento de haplotipos
altamente adaptados se dispersando na populag&a e selecdo positiva também
estava ocorrendo.

No Brasil, Castillo-Urquiza (2008), estudando dpapulacdes de begomovirus
que infectam tomateird;omato yellow vein streak virygoYVSV) e Tomato common
mosaic virus(ToCmMV) na regido Sudeste do Brasil (municipies@bimbra, MG e
Paty do Alferes, RJ), observou maior variabilidgdaética na populacdo de ToCmMV.
Demonstrou ainda que entre subpopulagdes de ToCelZoimbra e Paty de Alferes

havia maior variabilidade na subpopulacéo locadzath Coimbra.
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A partir de amostras provenientes de um banco degpasma de batata doce e
amostras coletadas em campos de producdo do Badisiiguerqueet al (2012)
clonaram 34 genomas de begomovirus monossegmemagogicaram a ocorréncia de
multiplos eventos de recombinacdo. A maioria dogn®s ocorreu na regido

intergénica (IR) e na ORF C1.

6. Diversidade de begomovirus infectando plantalicadas e invasoras no Brasil

Durante as duas ultimas décadas, os begomovirugn@rgido como um dos
principais patégenos de plantas, particularmenseregides tropicais e subtropicais no
mundo, causando severas perdas econdmicas (Mo28@8). No Brasil, as culturas
mais severamente afetadas tem sido o feijoeirdamateiro (Faria e Maxwell, 1999;
Zerbini et al, 2005).

Begomovirus que infectam feijoeir@laseolusspp.) sédo distribuidos através
das Américas, sendo sua incidéncia um fator lintetgpara a produtividade dessa
cultura. Quatro espécies ja foram descriBsan calico mosaic virugBCaMV),
BDMV, BGMV e BGYMV (Fauquetet al, 2008). Foi demonstrado que isolados
brasileiros de BGMV apresentam um baixo grau deab#didade genética, o que nao é
comum para begomovirus (Faria e Maxwell, 1999).eNtanto, estudos mais recentes
realizados em populacdes de BGMYV infectando f&f@ageolus lunatysbaseada na
analise de genomas completos indicaram alta vidate genética (Silvat al., 2006;
Ramos-Sobrinhet al, 2010).

Apesar da ocorréncia frequente de BGMV em feijgeinafeccOes de
begomovirus em soja ndo sdo comuns no Brasil. uuas esporadicas tém sido
relatadas desde 1980, com a deteccdo de BGBM4 mottle virugSiMoV) e duas

possiveis novas espécies em amostras coletadagiaa Sudeste (Mellet al, 2002); e
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BGMV, Sida micrantha mosaic virUlSiIMMV) e Okra mottle virugOMoV) na regiao
Centro-Oeste do pais (Fernanddsal, 2009). Este cenario esta em contraste com a
Argentina, onde a infec¢ao de soja por trés beg@mmdistintos, incluindo o SiMoV, é
frequente na regido Noroeste, causando perdas attzdera severas na producdo
(Rodriguez-Pardinat al, 2010).

Uma situacdo oposta é observada para begomovirmisntpctam solanéceas,
onde um grande numero de espécies tem sido dses(fitaeiroet al, 2003; Castillo-
Urquizaet al, 2008; Fernandest al, 2008).

A presenca de diversas espécies no campo, todasmitalas pelo mesmo
inseto vetor, torna comum a ocorréncia de infecgbestas, com dois ou mais virus
presentes simultaneamente na mesma planta, aumeragrobabilidade da ocorréncia
de eventos de recombinacéo e pseudo-recombinag@e, pode levar ao surgimento de
espécies melhor adaptadas ao hospedeirogPah 2001; Monciet al, 2002; Andrade
et al, 2006a; Inoue-Nagatat al, 2006; Ribeiroet al, 2007). Uma vez presentes no
novo hospedeiro, os virus de plantas invasorasnpdde evoluido rapidamente via
recombinacao e pseudo-recombinacdo, dando orig@spésies atualmente detectadas.
A predominancia de algumas espécies pode ser deviiferencas na adaptacdo ao
tomateiro ou diferengas na eficiéncia de transmigp&io vetor (Castillo-Urquizat al,
2008).

Trés observacdes corroboram essa hipétese. Emeiprinfugar, todas as
espécies de begomovirus detectadas até o presenteneateiro no Brasil sdo de
ocorréncia restrita ao pais. Em segundo lugar,ractsizacdo biologica de algumas
espécies (ToRMV, ToCMoV e ToYSV) confirmou que pén daninhas como
Nicandra physaloides Solanum nigrume Datura stramoniums&o hospedeiras

(Fernandeset al, 2006; Calegarioet al, 2007; Ribeiroet al, 2007). Por fim,
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begomovirus originalmente descritos em plantaesites/daninhas, como o SiMoV
(Fernandeset al, 1999) e o SimMV (Jovekt al, 2004), ja foram encontrados
infectando naturalmente o tomateiro (Calegario,4200astillo-Urquizaet al, 2007;
Cotrimet al, 2007).

Evidéncias de recombinacdo e pseudo-recombinacfargén encontradas em
associagdo ao complexo de begomovirus infectandmateiro no Brasil. (Galvéaet
al., 2003) e (Ribeircet al, 2007) sugeriram que os isolados MG-Btl e BA-Sel d
ToCMoV possuem origem recombinante. A formacaosiigo-recombinantes viaveis
entre clones infecciosos do TGMV (DNA-A) e ToYSVNB-B), e entre o ToYSV
(DNA-A) e o Tomato crinkle leaf yellow virus (ToCwV) ja foi demonstrada
(Andradeet al, 2006a).

Paprotkaet al, (2010a) estudaram a diversidade genética de bmdom
presentes em acesso de batata-doce naturalmemdetadds em um banco de
germoplasma brasileiro. Nesse estudo foram ideatiis duas novas espécies, Sweet
potato golden vein-associated virus (SPGVaV) e $pemto mosaic-associated virus
(SPMaV), além de trés novos isolados e varios nsadoSweet potato leaf curl virus
(SPLCV). A comparacdo de sequéncias dos begomogirasntrados nesses acessos
revelou a presenca de sinais de recombinacdo esrgesaomas, ressaltando o risco do
surgimento de novos begomovirus no material prapmgagetativamente no banco de
germoplasma.

Além das plantas cultivadas, muitas espécies sib@e®/ou invasoras tém sido
relatadas como hospedeiras de begomovirus em \gaiess, incluindo o Brasil (Idris
et al, 2003b; Jovekt al, 2004; Varsanet al, 2009; Fiallo-Olivéet al, 2010; Mubinet
al., 2010). As espécies mais comumente relatadas dwspedeiras pertencem as

familias Malvaceae, Euphorbiaceae e Fabaceae (dMomlAnderson, 2001). Alguns
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estudos demonstraram que begomovirus provenieptgdadtas invasoras podem ser
transmitidos para espécies cultivadas pelo insetorvou mediante inoculacdo via
extrato vegetal tamponado (Frischmweh al, 1997; Fariaet al, 2000; Morales e
Anderson, 2001; Castillo-Urquizt al, 2007; Cotrimet al, 2007).

No Brasil ja foram realizados alguns estudos cowbjetivo de caracterizar
molecularmente isolados de begomovirus que infeqiamtas silvestres e daninhas,
sobretudo em associagdo as culturas do feijoetto ®mmateiro (Ribeiret al, 1998;
Faria e Maxwell, 1999; Castillo-Urquizet al, 2008). Os resultados desses estudos
revelaram que, a exemplo do que ocorre com plantéisadas, a diversidade genética
é alta entre os isolados de begomovirus que imfeptantas invasoras (Ambrozevicius
et al, 2002; Calegario, 2004; Castillo-Urquiza, 2008).

Na Serra do Ibiapaba, CE, amostras assintomategéadtas invasoras de sete
familias botanicas e 18 espécies vegetais forarliadea por ELISA e PCR para
infeccdo por begomovirus. Espécies de plantas kasimpertencentes as familias
Amaranthaceae Afmaranthus deflexys A. spinosus, A. viridis), Asteraceae
(Acanthospermum hispidymAgeratum conyzoidesBidens pilosg Euphorbiaceae
(Euphorbia heterophyllae RubiaceaeBprreria capitatg foram identificadas como
hospedeiras naturais de begomovirus (Sagttas, 2003; Arnaucet al, 2007). Silvaet
al. (2010) realizaram ensaios de inoculagéo por mbsmaca e enxertia com o objetivo
de observar a transmissdo de begomovirus a partordateiros infectados para quatro
espécies de plantas invasorAs@ranthus spinosu#. viridis, Ageratum conizoydes
B. pilosg e verificagcdo de seu retorno para o tomateiroreSsltados indicaram que o
vetor transmitiu eficientemente o virus para asrquaspécies. Por enxertia, apeBas
pilosa foi infectada. Esses resultados demonstram qu&spgcies invasoras Sao

hospedeiras alternativas dos begomovirus de tomaiesentes na regiao da Serra de
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Ibiapaba e em condi¢bes de campo, na presencaao pedem constituir importantes
fontes de in6culo para essa cultura. No entantespécies de begomovirus infectando
estas plantas ndo foram identificadas.

Plantas daninhas coletadas em municipios dos es@&oAlagoas, Bahia e
Pernambuco, com sintomas de mosaico amarelo, dafdondo limbo foliar e reducéo
do crescimento, foram avaliadas para a presenbagtamovirus via PCR (Assuncéb
al., 2006). A infeccdo viral foi confirmada er@leome affinis (Capparaceae),
Cnidoscolus urens (Euphorbiaceae),Desmodium sp., Macroptilium lathyroides
(Fabaceae)Herissantiacrispa, Sidastrummicranthum, S. rhombifoljaSida spinosa
(Malvaceae), Triumfetta semitriloba e Waltheria indica (Sterculiaceae). Padrbes
distintos de clivagem obtidos em analise de PCRHRBligeriram a existéncia de um
alto grau de variabilidade genética (Assuneéi@l, 2006). Entretanto, as espécies de
begomovirus infectando estas plantas nao forantifidadas.

Castillo-Urquiza et al. (2008) analisaram a presenca de begomovirus em
tomateiro e plantas invasoras associadas a culkoem encontradas seis novas
espécies, trés provenientes do tomateiro e trégepientes das invasor&@ainvillea
rhomboidea (Blainvillea yellow spot virusBIYSV), Sida rhombifolia(Sida yellow
mosaic virus SiYMV) e Sida micranthgSida common mosaic viruSiCmMV).

A partir de material foliar de plantas sintomatiqaertencentes as familias
Malvaceae, Euphorbiaceae e Capparaceae, coletadamimicipio de Miranda (Mato
Grosso do Sul), foram identificadas duas novasospéle begomoviru§€leome leaf
crumple virug(CILCrV), obtido deCleome affinise Sida mosaic Brazil viru6SiMBV).
Além disso, foram encontrados dois alfassatéléss@ados a&uphorbia mosaic virus
(Euphorbia mosaic virus Mato Grosso do Sul-assedi&®NA1) e ao CILCrV (Cleome

leaf crumple virus-associated DNAL) (Paprogtal, 2010c).
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No estado da Bahia foi identificado um novo begoimmsy o Abutilon Brazil
virus (AbBV), que infectaAbutilonsp.. Andlises filogenéticas demonstraram que ambos
0s componentes gendmicos do virus sao distintespécie classic#butilon mosaic
virus (AbMV), originaria do oeste da India. O DNA-A é imarelacionado a
begomovirus da América Central que infectaidasp. eEuphorbiasp.,e o DNA- B
mais relacionado a begomovirus que infect8ida sp. e Okra sp. Além disso,
inoculacdo via biobalistica comprovou sua trans@nigzaraMalva parviflorg a qual
desenvolveu sintomas caracteristicos de clareandermervuras e mosaico (Paprogta

al., 2010b).

7. Begomovirus em amendoim bravo (Euphorbia hetdrglfn)

A Euphorbia heterophyllapopularmente conhecida como amendoim bravo ou
leiteira, € uma importante planta daninha nos patsepicais incluindo o Brasil.
Originaria da regiao tropical e subtropical das Aoas (Cronquist, 1981), possui uma
grande variabilidade morfolégica. As folhas sdopdés ou lobadas aglomeradas na
parte superior do ramo, alternadas e possuem grardegao no formato e tamanho,
mesmo dentro de uma mesma populacdo de plantasafplanta ereta, geralmente ndo
ramificada, com tamanho variavel de 30 a 80cm,oelyr um latex branco tipico de
espécies da familia Euphorbiacé@élson, 1981)

E. heterophylaapresenta um ciclo anual curto de duas a trég@esgor ano e
uma grande capacidade de multiplicacdo. Suas semséb produzidas em frutos que
quando maduros modificam sua coloracéo e ao fimahdturacao realizam deiscéncia
explosiva langando as sementes a uma distancigvaatente grande da planta mée

(Barroso, 1984). Sua importancia como planta dangd da pelo rapido crescimento
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comparado as plantas cultivadas, o que gera corépefpela irradiacdo solar e
nutrientes no solo (Kissmann e Groth, 1992).

Relatos de virus infectando plantasElgphorbia spptem sido feitos desde a
década de 1950, quando Costa e Bennett (1950) d¢raiam no Brasil que um virus
gue provavelmente corresponde Baphorbia yellow mosaic virugeuYMV) foi
transmitido pela mosca-branca para tomateiro texdaeo fonte de indculo plantas de
Euphorbia prunifolia

O Euphorbia mosaic virufoi caracterizado como um geminivirus por Jaramillo
& Lastra (1996), que estudaram as propriedadeftgiiimicas e soroldgicas do virus a
partir de purificacdo viral. Esse virus parece disseminado pela América Central e
Caribe, com relatos no México, Porto Rico e Jamé@itrnandez-Zepedet al, 2007;
Gregorio-Jorgeet al, 2010).

Um begomovirus, denominadfuphorbia mosaic Venezuela vir(BuYMVM)
foi descrito recentemente na Venezuela (Zambedrad, 2012 ). O virus foi capaz de
infectar Euphorbia spp.tfomateiro e pimentadCapsicum annuujvia inoculacao por
biobalistica. Em 2011, o EuYMV foi clonado a padie amostras d&lacroptilium
artropurpureusno Nordeste do Brasil, demostrando este ser ura hospedeiro (Silva
etal, 2012).

Uma evidéncia de recombinacdo envolvendo begonmmvijue infectam
Euphorbia spfoi relatada por Singbt al. (2012) na india. A analise demostrou que o
Radish leaf curl virugRLCV) é um possivel recombinante que tem comergais o
Euphorbia leaf curl virugEuLCV) e oPapaya leaf curl virugPaLCV). Esta evidéncia
reforca a hipétese de que infecgbes mistas emaslaiit/estres e daninhas podem gerar

novas espécies virais.
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8. Begomovirus em figo de pombo (Macroptilium lathydeis)

Macroptilium lathyroides popularmente conhecido como figo de pombo, feijao
de rolinha, ou feijao dos arrozais, é uma espéitanhilia Fabaceae nativa da América
Central e do Sul (Ferreirat al, 2001). E uma planta xeréfila, pouco exigente em
fertilidade do solo que germina a partir de bart®sementes presentes no solo. Vegeta
também em locais mal drenados e com pH baixo eaptadia a precipitacbes anuais
entre 475 a 3000mm (Skermast al., 1988; Ferreiraet al, 2004) Embora seja
considerada uma planta invasora, pode ser utilizade forrageira e constitui uma boa
fonte de proteina, sendo utilizada viva como bateproteina ou conservada na forma
de feno (Ferreirat al, 2004).

E uma planta trepadeira herbacea anual ou semn@epodendo atingir até 1m
de altura. Torna se um pouco lenhosa na base d® easobrevive no campo por até 2
anos. Apresenta folhas compostas trifoliadas, avaddanceoladas ou estritamente
elipticas de tamanho entre 3-8 cm de comprimentd {85 cm de largura, com a face
abaxial glabra, face adaxial pilosa, com pecioldd&ecm de comprimento. As flores
sdo campanuladas (tipicas da familia Fabaceaelopagas em pedicelos curtos, de
coloracdo vermelha a purpura raramente branca®sadas, medem de 4-6 mm de
comprimento, e sdo dispostas em inflorescénciasi-e@mtas de cerca de 15cm
suportadas por pedunculos de cerca de 30cm. Asisade lineares, sub-cilindricas, de
5-12cm de comprimento, 2-3cm de largura, levemeotevadas, glabras ou
pubescentes, tornando-se espiraladas na maturedadatendo até 20 sementes. As
sementes sdo obliquas oblongas, com aproximadarBenten de comprimento, de
coloracdo mosqueada nas cores de cinza a marroenescuro e claro (Skermanal.,

1988).
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No Brasil, o figo de pombo tem sido relatado cqetemta daninha em diversas
culturas, como soja no estado do Mato Grosso ddGarcencoeet al, 2012), feijao,
cenoura e tomate industrial no Nordeste (Foeted, 2012; Silveet al, 2012).

Estudos sobre a infeccdo de begomovirusMermathyroidestiveram inicio
guando Royeet al. (1997) utilizaram sondas correspondentes a feagms do DNA-A
e DNA-B de BGMV marcadas com digoxigenina e comemasequéncias parciais da
regido comum e dos gerep, NSRe MP de possiveis novos virus provenientes de
amostras da Jamaica. Foi verificado que os isolamliglos eram distintos dos
begomovirus que infectam plantas cultivadas, dedmium novo grupo. Devido a
caracterizagao incompleta deste grupo de isolakiss foram classificados em uma
Unica espécie Macroptilium yellow mosaic virugMaYMV).

Em 1999, a partir de amostras Me lathyroidescoletadas em Porto Rico entre
1994 e 1999, foi identificado um isolado de begommvdistinto do BGMV (Idriset
al., 1999). A partir de comparacdo de sequéncias dae @R regido comum dos
componentes A e B, foi verificado que estas seqagraompartilhavam apenas 77 a
79% e 62 a 69% de identidade (DNA-A e DNA-B, respamente) com isolados de
BGMV provenientes da Republica Dominicana, Hondu@satemala e Jamaica. Este
novo isolado também compartilhava apenas 73% deiddele com a sequéncia da CP
do isolado obtido por Royet al. (1997) na Jamaica. O isolado foi denominado
Macroptilium mosaic virus — Puerto Rico (MaMV-PR).

Em 2002, foi feita a caracterizagcdo do genoma éeimploMacroptilium yellow
mosaic virus(Ramoset al, 2002). Na época ja havia relatos de sintomas icwsan
M. lathyroidesem toda regido do Caribe, indicando uma possivet@do viral nestas
plantas. Amostras foliares de trés diferentes idades (Havana, Villa Clara e

Camaguey, em Cuba) com sintomas caracteristicasfeledo viral foram coletadas.
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Foi feita a comparacgao de sequéncias dos gelRdlepe da regido intergénica (regiao
comum e regido promotora do gebB) com sequéncias dos begomovirus disponiveis
na época. A maior identidade para todos os segmeamalizados foi com o0 BGYMV
(CP 85-87%, Rep 81-82%, regido intergénica 55-56%).

Em 2003 foram caracterizadas duas novas espécibsgidenovirus infectando
M. lathyroides Macroptilium yellow mosaic Floridairus (MaYMFV) e Macroptilium
mosaic Puerto Rico virugMaMPRYV, que correspondia ao MaMV-PR) (ldes al,
2003a). Os virus foram clonados a partir de ame$tdaares devl. lathyroidese feijao
comum. A comparacdo de sequéncias de MaYMFV conrasuespécies de
begomovirus revelou que este virus tem como sexnfgamais proximo o BGYMV,
compartilhando apenas 78% e 76% de identidade (BNADNA-B, respectivamente).
Para o0 DNA-A, o MaMPRYV apresentou como parente rpaiimo o Rhynchosia
golden mosaic viru$RGMV) com 78% de identidade. Para o DNA-B, o ngsente
mais proximo foi o BGYMV com 72% de identidade. Anga de hospedeiros foi
determinada a partir de agroinoculagéo de clorfesiosos e por meio de transmisséo
por inseto vetor, indicando que o feijoeiro comuPhgseolus vulgar)s e a fava .
lunatug sé@o hospedeiros de ambos os virus, enquantoeshfalva parviflora séo
hospedeiras do MaYMFV. A sintomatologia dos doisivitambém foi distinta e.
lathyroides e apenas o MaYMFV foi transmitido por inoculagdecéanica. Os autores
ressaltaram a importancia destes virus, originaienencontrados em plantas invasoras
e capazes de infectar plantas cultivadas de ghamutetancia econémica.

Foi também investigado 9. lathyroidesatua como um hospedeiro alternativo
de BGYMV (Braceroet al, 2003). No trabalho foi realizada a transmiss@oinseto
vetor a partir de plantas de vulgarisparaM. lathyroidese vice-versa. Os resultados

confirmaram queM. lathyroidespode atuar como reservatério de BGYMV durante
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periodos em que o feijoeiro ndo esteja presenteampo. A ocorréncia de infec¢des
mistas com outros isolados e espécies virais ped®a gossiveis recombinantes.

Em 2008, Amarakoomet al. caracterizaram um isolado de MaYMV infectando
M. lathyroidesna Jamaica. Este isolado apresentou 92% de idéeticom o isolado de
MaYMV de Cuba, 80% com o MaYMFV, e 68% de identelambm o MaMPRV. A
gama de hospedeiros foi definida por biobalistica solado induziu sintomas em
plantas déV. lathyroides favae pimenta Capsicum chinensev. Scotch Bonnet).

Em 2010, um novo begomovirus denomindtcroptilium golden mosaic virus
(MGMV) foi caracterizado infectand®l. lathyroides e Wissadulla amplissimana
Jamaica (Collingt al, 2010). Este isolado ja havia sido estudado, p@é&eruéncia de
nucleotideos completa do DNA-A ndo havia sido deiezida (Royeet al, 1997).
Comparado a outras espécies de begomovirus, aiesp@&is proxima é um
begomovirus descrito na india,Gorchorus yellow spot virugCoYSV), apresentando
79% de identidade com o DNA-A e 66% com o DNA B.ri@samente este virus,
exceto para a proteina REn, compartilha caradter$stie begomovirus originarios do
Novo Mundo. Os autores discutem que a grande sidalde da REn com o CoYSV
pode ser devido a ancestralidade do virus. Proweardgk este virus surgiu a partir de
begomovirus bissegmentados do Velho Mundo que fordnoduzidos no Novo
Mundo. A hipétese é que a introducdo destes begimozonas Américas levou ao
surgimento das espécies atuais no Novo Mundo. Aisanflogenética mostra que o
CoYSV pode ser o0 ancestral remanescente que gerbagmmovirus do Novo Mundo.
A gama de hospedeiros realizada no estudo indineuogMGMV pode infectar, além
de M. lathyroidese Wissadulla amplissimaplantas cultivadas como o feijoeiro, 0

tomateiro e o pimentao.
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Recentemente, no Brasil foram caracterizadas trégasn espécies de
begomovirus infectand®. lathyroidesna regido Nordeste do BrasMacroptilium
yellow net virus(MaYNV), Macroptilium yellow spot virugMaYSV) e Macroptilium
yellow vein virugMaYVV) (Silva et al, 2012). Analises filogenéticas indicaram que 0s
trés virus se agrupam em clados distintos. O Ma¥YbiVagrupado com d'omato
common mosaic viruéToCoMV); o MaYSV foi agrupado com Blainvillea yellow
spot virus(BYSV); e o MaYVV foi agrupado com o BGMV e $ida mosaic Brasil
virus. Os trés virus possuem baixa identidade com os dieMacroptilium descritos
na América Central e Caribe, 0 que ja era espatadiolo ao reconhecido agrupamento
das espécies do géndBegomoviruscom base em regido geogréfica, € ndo com base
em hospedeiro (Browet al, 2012).

Relacionamentos filogenéticos inferidos pelo métode “neighbor-net”,
utilizando um conjunto de dados contendo todasp&oies de begomovirus brasileiros,
revelaram claras evidéncias de multiplos eventoedembinacédo (Silvat al, 2012).
Utilizando um segundo conjunto de dados conten@masp begomovirus que infectam
plantas da familia Fabaceae, foi detectado um evidmtrecombinagdo em oito clones
de MaYSV tendo como possivel parentdlainvillea yellow spot virugBlYSV). Um
terceiro conjunto de dados contendo apenas oEas de MaYSV detectou eventos
de recombinagao no ge@¥ envolvendo o MaYSV e o MaYNV, que foi identificado
como um dos possiveis parentais. Estes resultadoergtram a grande diversidade de
virus que infectanM. lathyroidesno Nordeste do Brasil e que eventos de recombinacéo
podem gerar novos isolados e espécies de begormoviru

Em 2013, Limeet al. compararam a estrutura genética da populacdo y&WMa
infectandoM. lathyroidese Phaseoulus vulgarisle Alagoas com uma populacdo de

ToSRV infectando tomate 8ida sp.em Minas Gerais. A populacdo de MaYSV
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apresentou um numero médio de diferenca de nuddsxsipar-a-parzf oito vezes
maior do que a de ToSRV. O geRepdo MaYSYV foi 10 vezes mais variavel quBep

de ToSRV. Nao foram encontradas evidéncias de &elegdaptativa em MaYSV,
enquanto foi encontrado apenas uma evidéncia ne @erde ToSRV. Os resultados
reforcam a hip6tese de que a variabilidade de begimos em hospedeiros silvestres é
maior do que em hospedeiros cultivados e indicaenagtecombinagéo € a causa mais

provavel dessa variabilidade.
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Abstract

Begomoviruses (genuBegomovirusfamily Geminiviridag comprise a group of plant
viruses of great economic importance causing seremonomic losses in tropical and
subtropical crops. It is believed that the emergesfdbegomoviruses in Brazil occurred
through the horizontal transfer of viruses previpusstricted to non cultivated plants
by the B biotype oBemisia tabaci Little is known about the genetic variability of
weed-infecting begomoviruses. The study of thigalality is important to understand
how viruses evolve, in order to adopt strategiestlie development of crop cultivars
with durable resistance. In this study we invesédathe genetic variability of two
weed-infecting begomovirusesiuphorbia yellow mosaic virus(EuYMV) and
Macroptilium yellow vein virugMaYVV), which infect Euphorbia heterophyllaand
Macroptilium lathyroidesyespectively. Our results, based on 19 DNA-A saqas of
EuYMV and 18 of MaYVV obtained from samples colksttin 2011 and 2012, support
the hypothesis that the genetic structure of begimmes can be modulated by their
hosts by common processes of selection, mutati@hracombination. We observed
distinct degrees of genetic variability between twe viruses. EuYMV presented a
higher variability, similar to other weed-infectingegomoviruses, while MaYVV
presented a low variability. The nucleotide divigrsif EuYMV (0.00819) was four fold
higher than that of MaYVV (0.00197). The mutatioaduency of EuYMV (2.5x16)
was higher than MaYVV (4.2x1%). This difference was supported by the higher
nucleotide diversity of all genes of EuYMV compatedhose of MaYVV:CP (~three
fold), Rep(~seven fold);Trap (~32 fold),Ren(~four fold), AC4 (~eight fold). Therefore
the higher variability of EuYMV can be explained stlg by theTrap gene. The lower
diversity observed for MaYVV could be due to itsceat emergence compared to
EuYMV, reported since the 1950's in Brazil.

Key words: geminivirus, genetic variability, phylogeny, redomation, evolution
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Introduction

Begomoviruses (genuBegomovirus family Geminiviridag constitute one of
the most economically important groups of plantisé@s. They cause serious diseases in
many economically important vegetable and fieldpsron tropical and subtropical
regions of the world [30]. In Brazil, begomovirusase limiting factors to tomato
(Solanum lycopersicuncommon beanRhaseolus vulgar)jsand, to a lesser extent,
sweet and hot peppeCépsicunspp.) cultivation [13, 30].

Begomoviruses have a circular genome of singlexdegd DNA encapsidated in
twinned icosahedral particles and are transmittedhle whitefly Bemisia tabaci5].
Begomoviruses found in the Old World have one ar ggnomic components, and are
often associated with a DNA satellite known as DIWAta or betassatellite [26].
Begomoviruses found in the New World have two congmts known as DNA-A and
DNA-B. The DNA-A contains genes responsible foeplrcation and encapsidation of
the viral progeny, while the DNA-B contains genegolved in intra- and intercellular
movement [5]. Each component is encapsidated inffereht particle and both are
required for systemic infection.

Weeds and wild hosts, mostly in the families Euplemreae, Fabaceae,
Malvaceae and Solanaceae, have been describedusal 0a reservoir hosts of several
begomoviruses [25, 28, 46, 47]. Itis believed theeds can play a role as reservoirs of
crop-infecting viruses [45], acting as primary inlen sources [15] or as "mixing
vessels" from which novel species could emerge Ilegombination and/or
pseudorecombination [2, 22, 25, 38]. Viral popwlas restricted to weeds may have
distinct selective constraints based on the supmbpseider genetic basis of weeds
compared to crop species, and therefore such pogndacould evolve faster then those

infecting crops [25, 50].
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Surveys carried out to identify weed-associated obexyiruses in Brazil
indicated that a very high species diversity isspre, mirroring the situation found in
cultivated hosts, and this diversity can be a sewfcviruses horizontally transmitted to
cultivated hosts [1, 6, 14, 34, 46, 47, 49].

The weedEuphorbia heterophyllés native from Central and South America and
is frequently found in association with crops. ImaBl it is found in the southern,
southeastern, and mid-western regions. Reportsfettion of E. heterophyllaplants
with whitefly-transmitted viruses date as far baskthe 1950’s [8]. However the first
begomovirus infectinde. heterophyllawvas characterized only in 1986 in Mexico, and
was namedeuphorbia mosaic virugEuMV) [23]. This virus appears to be widespread
in Central America and the Caribbean having beparted in Mexico, Puerto Rico and
Jamaica [18, 19]. A second begomovirusuphorbia mosaic Venezuela virus
(EuMVV), was recently characterized in Venezuela [51], aad shown to be able to
infect sweet pepper, tomato aBdheterophyllaby biolistics.

Euphorbia yellow mosaic viruEEuYMYV), possibly the same virus reported in
Brazil in 1950 by Costa e Bennet, was fully chagaged in 2011 [14]. Biolistic
inoculation indicated that it is able to infect ®wvgepper,Datura stramoniumand
Nicotiana benthamianal hese results highlight the potential of weedis&s to become
economically important in cultivated hosts. Studiegestigating the genetic variability
of Euphorbiainfecting begomoviruses are yet not available.

Macroptilium lathyroidesis another native weed associated with crops in
Central and South America. In BraZil, lathyroideshas been reported in several crops
such as soybean in Mato Grosso do Sul state, conbeam and processing tomatoes in

the north-eastern region [47].
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Begomoviruses infecting/l. lathyroideshave been reported in the Caribbean
since 1997 [20, 41]. The first species was charaew® in 2002 and named
Macroptilium yellow mosaic virugMaYMV) [37]. In 2003, Macroptilium yellow
mosaic Florida virus (MaYMFV) and Macroptilium mosaic Puerto Rico virus
(MaMPRV) were characterized [20]. The host rangeMaMPRYV was assessed by
agroinoculation and whitefly transmission. Plants ammmon bean Rhaseoulus
vulgarig) and lima beanH. lunatu$ were hosts of both viruses, while soybean and
Malva parviflora were infected only by MaYMFV. In 201QWacroptilium golden
mosaic virus(MGMV) was characterized infectiniyl. lathyroidesand Wissadulla
amplissimain Jamaica [7]. The host range indicated that MGMAh also infect
common bean, tomatoes and sweet pepyetathyroidesis also an alternative host of
Bean golden yellow mosaic virBGYMV) [3]. Collins et al. [7] emphasized the
importance of theseVlacroptiliuminfecting viruses being able to infect several
economically important crops, suggesting tihat lathyroidescould act as a mixing
vessel for recombination events and subsequentgemes of novel species.

Recently in Brazil, three new begomovirus speamsctingM. lathyroideswere
characterizedMacroptilium yellow net virugMaYNV) Macroptilium yellow spot virus
(MaYSV) and Macroptilium yellow vein virugMaYVV) [47]. Phylogenetic analysis
indicated that the three viruses are grouped irgondt clades: MaYNV withTomato
common mosaic virud oCoMV), MaYSV withBlainvillea yellow spot virugBYSV),
and MaYVV with Bean golden mosaic virulBGMV) and Sida mosaic Brazil virus
(SIMBV). These three viruses have low sequence tiyewith the viruses ofM.
lathyroidesdescribed in Central America and the Caribbeanchwyas expected due to

the grouping of begomovirus species based on gpbigia location rather than host

[5].
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In 2013, Limaet al [25] compared the genetic structure of a poporaidf
MaYSV infectingM. lathyroidesand common bean in Alagoas with a population of
ToSRYV infecting tomato an8lida spin Minas Gerais. The population of MaYSV had a
nucleotide diversityx) eight fold higher than that of ToSRV, essentidigcause the
Rep gene of MaYSV was 10 times more variable tih@nToSRV Rep. There was no
evidence of adaptive selection in MaYSV, while tiszs found only in the CP gene for
ToSRV. These results support a hypothesis thatahability of begomoviruses in wild
hosts can be higher than in cultivated hosts aditate that recombination is the most
likely cause of this variability. We hypothetisattihe variability of begomoviruses in
the field can be modulated by the genetic basth@host: in cultivated hosts the virus
has less room to evolve due to the narrow geneisisbof most commercial cultivars
and hybrids; conversely, in non-cultivated hoses tliral population would be more
diverse due to differential selection driven by supposedly wider genetic basis of the
host, result of the random crossing of plants.

The objective of this work was to determine theegenvariability ofEuphorbia
yellow mosaic virusand Macroptilium yellow vein virusnfecting their respective

natural hosts:. heterophyllaandM. lathyroides

Material and Methods

Sample collection and storage

Foliar samples of Macroptilium lathyroides with typical symptoms of
begomovirus infection (Figure 1B) were collectedima bean fields located around the
city of Palmeira dos indios, Alagoas state (AL), Jnly 2011. Foliar samples of

Euphorbia heterophyllaalso with typical symptoms of begomovirus infenti(Figure
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1A), were collected in common bean fiels located aro8adto Antbnio de Goiés,
Goias (GO), in July 2012. Twenty samples of eaamtpbpecies were collected in areas
of approximately 1ha. For each sample the followifgrmation was recorded: date of
collection, GPS coordinates of the sampling loecgtiand symptoms (description and
digital image of the sample at the moment of cdilbe). Samples were press-dried and

stored at room temperature as herbarium-like sanpiél analyzed.

DNA amplification and cloning

Total DNA was extracted as described [9], and leigth viral genomes were
amplification by rolling-circle amplification (RCAJ21]. RCA products were cleaved
with Hind Il (which cleaves both genomic components of bettuses in a single
point) and ligated to the pBLUESCRIPT KS+ (pKS+pghid vector (Stratagene),
previously cleaved with the same enzyme. The pldsmiere cloned k. coli DH5a
according to standard procedures [43]. Viral irssevere completely sequenced by
primer walking at Macrogen, Inc. (Seoul, South KgreAll genome sequences were
organized to begin at the nicking site in the imuatr nonanucleotide at the origin of

replication (5'TAATATT//AC3").

Sequence comparisons and phylogenetic analysis

Sequences were initially analysed with the BLASIgorithm to determine viral
species with higher nucleotide sequence identitidairwise comparisons were
performed with SDT v.1.0 [31]. Besides the sequsndetermined in this study,
reference sequences of DNA-A for each begomovimasnfBrazil and selected
begomoviruses from the Americas were retrieved f@amBank (Supplementary Table

S1). Specific sets of sequences were then prefareach analysis to be performed.
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Multiple nucleotide sequence alignments used fag tlkecombination and
phylogenetic analyses were prepared using the MUESR@bdule [12] implemented in
MEGA 5.05 [48]. Phylogenies were reconstructed gisBayesian inference using
MrBayes GPU v. 3.0 [40] with 50,000,000 generatioiifie best fit nucleotide

substitution model was estimated using MrModeke&.2 [32].

Recombination analysis

Evidence for recombination was assessed using gh&eéneconv, Bootscan,
Maximum Chi square, Chimaera, SisterScan and 3Sethaus implemented in the
Recombination Detection Program (RDP) version 20] [using default settings.
Statistical significance was inferred IByvalues lower than the Bonferroni-corrected
cut-off. Only the recombination events detectedniyre than four out of the seven

methods implemented in RDP were considered reliable

General descriptors of the genetic structure oaMpopulations

Diversity indices were calculated using DnaSP Vv105[42]. The main
descriptors of molecular variability were estimatedeach population/ subpopulation,
including the total number of segregating sitgs {otal number of mutations (Eta),
average number of nucleotide differences betweguesees k), nucleotide diversity
(r), mutation frequencies, number of haplotypes (mplotype diversity (Hd),
Watterson’s estimate of the population mutatiore redsed on the total number of
segregating site9{w) and on the total number of mutatiortsHta). The nucleotide

diversity @r) was also calculated for each open reading fradiH) for both viruses.
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Detection of positive and negative selection atrenacid sites

To detect amino acid sites under positive and megyaelection, Tajima’s D, Fu
and Li's D* and F* neutrality tests were performtedt the CP, Rep, Trap, Ren, and
AC4 ORFs using DnaSP v. 5.10 [42]. Aditionally, ti#erences between synonymous
and non synonymous substitution rates were analys#uly the ML-based Single
Likehood Ancestor Counting (SLAC) method implemeinte the DataMonkey server

(www.datamonkey.org).

Results

Viral detection and sequence comparisons

A total of 40 samples (20 fdE. heterophylla 20 for M. lathyroide$ tested
positive for the presence of a begomovirus basetheretection of a ~2,600 bp band
after digestion of the RCA products witdind 1ll (data not shown). From these
samples, 37 full length DNA-A components were cthnEd fromE. heterophyllaand
18 from M. lathyroides BLAST analysis and pairwise sequence comparigatisated
the presence dEuphorbia yellow mosaic viruim the samples oE. heterophylla(98-
100% identity with EuYMV JF756676) (Figure 2), antl Macroptilium yellow vein
virus (MaYVV) in the samples oM. lathyroides(94.4-94.5% identity with MaYVV

JN419021) (Figure 3).

Genetic variability in EuYMV and MaYVV populations

Population analyses indicated that the populatafrEuYMV and MaYVV have
different degrees of genetic variability. The EuYNddpulation had a higher number of
haplotypes, an eight-fold higher nucleotide diwgrsand a six-fold higher mutation

frequency in comparison to the MaYVV population [flea 1). Interestingly, both
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populations have a lower degree of genetic vaitglsbmpared to the populations of
BIYSV [39], Cleome leaf cruple virugCILCrV) [46] and MaYSV [47] (Table 1). The
EuYMV population presented a similar variabilitytivia TOSRV population obtained
from the cultivated hossolanum lycopersicuf39] (Table 1) In contrast, the MaYVV
population presented the lowest genetic variabdibgerved. It is the only population
with a mutation frequency in the order ofGand has the lower haplotype diversity
compared to all the other populations (11 haplatyipea total of 18 clones of different
samples) (Table 1).

The nucleotide diversityxnf, calculated for gene (Table 2), showed a higher
variability for the EuYMV population compared tcetiMaYVV population in all cases:
3-fold for CP, 6.6-fold forRep 32.5-fold forTrap, 4.1-fold forRen 8.4-fold forAC4.
This higher nucleotide diversity of all EuYMV gen@sit speciallyTrap) could explain
the higher genetic variability for the EuYMV poptitan compared to the MaYVV

population.

Selection analysis

From all neutrality tests applied to the viral ptgtions, only Tajima’P for the
RepandAC4 genes of EUYMV was significant (Table 3). The dSlAchlues obtained by
the SLAC method indicated the occurrence of posisglection only for th&rap gene
of EuYMV. Values approximately equal to 1 were ofea for the AC4 gene of
EuYMV and theRengene of MaYVV, indicating that these genes areeunteutral
selection. Values <1 obtained for all other gemekcate negative selection (Table 3).
The dN/dS values of MaYVVMrap and AC4 could not be determined due to the low
variability of these genes in the population. Thee¢ amino acid sites identified in the

EuYMV population as under significant negative set; were aal49 and aa271 in
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Rep, and aa38 in REn. One amino acid site in th¥\Wapopulation, aa 121 in REn,

was identified as under neutral selection.

Phylogenetic analysis

Phylogenetic relationships were analyzed based dataset of complete DNA-
A nucleotide sequences using Bayesian inferencee Phylogenetic tree was
constructed using a single representative sequeficeach haplotype from both
populations obtained in this study (Figure 4). Rafiee sequences of begomoviruses
from the Americas originally isolated from weedan(ilies Asteraceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Malvaceae, and Solanaceae) and refeseqoences of begomoviruses
infecting crops which are associated with heterophyllaand M. lathyroides
(Suplementary Table S1) were also included in tredyasis.

As expected, due to the geographical clusteringemies in the phylogenetic
tree (Figure 2), MaYVV did not cluster with otheMacroptiliuninfecting
begomoviruses from Central America and the Caribb@he MaYVV haplotypes
clustered with begomoviruses which infect weedsnfrine Malvaceae and Fabaceae
families in Brazil (MaYVV, SiBV and BGMV). Curioug| EUYMYV isolates clustered

in a clade composed mostly of begomoviruses fromtr@eand North America.

Intra- and inter-specific recombination analysis

Recombination analysis using RDP3 with a datasetaining the sequences
obtained in this work did not detected intra-sgea&combination in the populations of
either virus. A second dataset, the same usedHhyglogenetic analysis, was used to
detect inter-specific recombination. Four recombarmaevents were detected, two for

EuYMV and two for MaYVV (Table 4). All four recombation events included part of
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the Repgene (Table 4). No recombination was detected d@tvihe isolates of EUYMV

and MaYVV.

Discussion

Since the introduction of the B biotype of the el Bemisia tabacin Brazil
in the mid 1990's, the incidence and severity eséhviruses has increased dramatically
[30]. This new biotype is highly polyfagous and hasabled the transmission of
indigenous begomoviruses to new cultivated hos#§, [icreasing the likelihood of
mixed infections and the subsequent emergenceva necombinant variants [38].

There are few works about the standing geneticaldity of begomovirus
species in non-cultivated hosts. Here we preserstudy contrasting the genetic
variability of two begomoviruses that have beencdbed infecting ubiquitous weeds
associated with common bean and lima bean cropéMiun Euphorbia heterophylla
and MaYVV in Macroptilium lathyroides,with other species of begomoviruses
infecting cultivated and non-cultivated hosts [36, 47]

Our results, based on 37 viral genome sequencascalivom samples collected
in 2011 and 2012, support the hypothesis that #retic structure of begomoviruses
can be modulated by their hosts by common procesteslection, mutation and
recombination.

Population analyses indicated a differential genetariability between the
EuYMV and MaYVV populations (Table 1). Neverthelebsth viruses have a lower
degree of genetic variability compared to populaiof BIYSV, CILCrV and MaYSV
[25, 47]. EuYMV presented a degree of variabililpigar to ToSRV, while MaYVV

presented the lowest degree of all viruses analyzed
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The low variability of the MaYVV population suggssthat this begomovirus
could be going through a genetic bottleneck, ctnélch newly emergent species, or has
been recently introduced ind. lathyroidesat the sampled location. Probably, the host
M. lathyroidesplays an important role in the genetic variabibfyMaYVV. When the
virus was first introduced or emerged in this hdstould have undergone a selection
process so that only the best fit isolates becastebkshed. Such genetic bottleneck
causes a sharp reduction in the genetic variabditythe population [17]. If this
hypothesis is correct, the genetic variability lné tMaYVV population should increase
as this newly adapted population expands andarsstnitted to new hosts, specially
cultivated ones. In agriculture, increased host asd diminished bottlenecks can
potentially increase the population size of a neathpgen and their genetic variability,
as observed for begomoviruses [35, 45].

The higher degree of genetic variability of the BN population could be
explained by its longer co-evolution time with thast. E. heterophyllawith symptoms
of begomovirus infection remarkably similar to tbees observed in our survey has
been reported since 1950 in Brazil [8]. Recentistithave showed that the mutation
rate of begomovirus populations is equivalenhtise of RNA viruses [10, 11].

Alternatively, the differential degree of genetariability between MaYVV and
EuYMV could represent a different potencial of eawlus to evolve. Further studies
monitoring the variability of each population ovarlonger period of time will be
necessary to verify this hypothesis.

The nucleotide diversityn] calculated for each viral gene reflects the highe
variability of the EuYMV population compared to tiMaYVV population, but it is

specially striking in the case of tH@ap gene. The selection analysis indicated that this
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region is under strong positive selection. Thrap gene overlaps thRepgene, which
has been reported as a recombination hot spottier begomoviruses [24, 25, 36].

Recombination is the most studied evolutionary essc acting uppon
geminivirus populations and it is believed thatstigrocess greatly contributes to
geminivirus evolution [4, 16, 33, 44]. We did nattelct recombination amongst the
isolates within either population. To verify the cacence of inter-specific
recombination involving EuYMV and MaYVV we useddataset comprising New
World begomoviruses. Two putative events were deteéor EuYMV, and two for
MaYVV (Table 4). Our analyses found only inter-sfiecrecombination events with
breakpoints located in tHieepgene and in the 5’-end of the common region, draes
genomic region in which higher variability was dsezl for EUYMV.

The putative parental virus of MaYVV identified mecombination event 1
(Tomato severe leaf curl virusToSLCV) was not considered reliable due itsatst
geographical location (Guatemala). The parentalsviidentified for event 2 is
considered reliable due to its possible coexistemth MaYVV in the field. For
EuYMV, both events (events 3 and 4) were not cared reliable due to the same
issue raised for MaYVV event 1.

It has been well established that the phylogenpemjomoviruses is based on
geographical location rather than host [5]. Phyegie analysis showed that EuYMV
haplotypes grouped in a cluster supported by lvositaining the two viruses that infect
Euphorbia spp. from Brazil (EuYMV) and Central America/CaribbegdBuMV), as
previously reported [14, 47]. Conversely, MaYVV lapgpes did not cluster witivl.
lathyroidesinfecting begomoviruses from Central America anel @aribbean. Instead,
they clustered with Brazilian begomoviruses infegtSida micrantha(SiBV) andP.

vulgaris (BGMV), as previously reported [47].
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In conclusion, our results identified differentigenetic variability between
populations of two begomoviruses naturally infegtinon-cultivated hosts. These
differences could be due to differential selecfiwacesses occurring in their respective
hosts. The lower variability observed for the Ma¥\population may be due to a
recent introduction or to mutations that causeeBt penalties of evolving genomes
(deleterious mutations establishing a less varigblaulation). Alternatively, MaYVV,
which has been described in 2012, could have ememgeently, and the population
may not have had enough time to co-evolve withhdst, contrary to EuYMV, which

was first reported in Brazil in the 1950's.
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Table 1L Comparative analysis of the genetic structure Ediphorbia yellow mosaic viruEuYMV) and Macroptilium yellow vein virus
(MaYVV) populations from Santo Antonio de Goias (Géhd Palmeira dos indios (AL), Brazil, with otheegomovirus populations from
cultivated and non-cultivated hosts (BlYSBlainvillea yellow spot virusMaYSV, Macroptilium yellow spot virysCILCRV, Cleome leaf
crumple virus TOSRV,Tomato severe rugose Vijus

Population ~ Number of DNA-A s Eta' k¥ e Mutation h' Hd'" 0-w’  0-Eta’
sequences Lenght(nt) frequency
EuYMV 19 2608 122 127 21.351  0.0082 2.5x10° 17 0.988 0.0134 0.0142
MaYVV 18 2623 20 20 5.163 0.0018 4.2x10° 11 0.908 0.0022 0.0022
BlYSV® 7 2661 200 211 65.619 0.0247 1.1x10° 7 1.000 0.0307 0.0323
MaYSVP 12 2658 402 419 150.177 0.0572 1.3x10° 12 1.000 0.0537 0.0542
CILCrv ¢ 14 2756 253 267 51.758 0.0191 6.9x10° 14 1.000 0.0294 0.0311
ToSRV* 27 2588 148 159 26.500 0,0102 2.3x10° 26 0.997 0.0148 0.0159

" Total number of segregating sites.

" Total number of mutations.

* Average number of nucleotide differences betwespuences (Tajima’s estimate of the population rirtaate 0).
¥ Nucleotide diversity.

"Haplotype number.

"Haplotipe diversity.

# Watterson’s estimate of the population mutatide tmsed on the total number of segregating sites.
" Watterson’s estimate of the population mutatioe tmsed on the total number of mutations.
#Rochaet al, 2013.

® Silvaet al, 2012.

‘Silvaet al.,2011.
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Table 2.Nucleotide diversity#) of the viral genes frorRuphorbia yellow mosaic virus
(EuYMV) andMacroptilum yellow vein virugMaYVV).

Viral ORFs
population CP Rep Trap Ren AC4
EuYMV 0.00652 0.00782 0.00912 0.00874 0.00725
MaYVV 0.00220 0.00119 0.00028 0.00213 0.00086
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Table 3. Results of the four neutrality tests performeddach gene in the DNA-A
of viral isolates comprising populations Btiphorbia mosaic virueuYMV) and
Macroptilium yellow vein virugMaYVV).

Population Gene Tajima’'s D FuandLi's D* Fuand Li's F* dN/dS

EuYMV CP* -1.53878 -1.53878 -1.40538 0.0703863
Rep -1.80714* -1.71537 -2.02766 0.308164
Trap -0.16202 -0.16202 -0.69978 2.21518
Ren -0.48173 -1.33740 -1.26425 0.346247
AC4 -1.97565* -1.98332 -2.29849 0.993089

MaYVV CP  -0.15908 -0.78589 -0.70534 0.164862
Rep -2.02766 -1.72671 -1.83617 0.490111
Trap -1.16467 -1.49949 -1.61172 ND
Ren -0.07163 -0.07163 -0.009318 1.06166
AC4 -1.50776 1.98899 -2.13015 ND

1 CP, Coat protein; Rep, Replication-associatedempT rap, Trans-activating protein; Ren,
Replication enhancer protein.
*Significant values that reject the null hypothesiselective neutrality; p<0.05
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Table 4. Putative recombination events detected amongpélgemoviruseguphorbia yellow mosaic virukEuYMV) and Macroptilium yellow
vein virus(MaYVV) from Goias and Alagoas states, Brazil, exsprely. Based on a data set including begomoggdsom Brazil and Central
America.

Recombination Recombinant isolate Minor parent Major parent Methods’ P-value€
event
Initial Final
2022 2640* BR:Pai20:11, BR:Pai29:11, BR:Pai34:11, Unknown Tomato severe leaf curl virus - GuatemaRGBMCS3  2,88x10%

BR:Pai28:11, BR:Pai25:11, BR:Pai24:11,
BR:Pai21:11, BR:Pai22:11, BR:Pai23:11,

BR:Pai27:11

2125 2460 BR:Pai28:11 Unknown Corchorus yellow spot virus - Mexico RGMCS3  1,81x16°
BR:Pai20:11 Tomato golden mosaic virus - Brazil
BR:Pai29:11, BR:Pai34:11, BR:Pail9:11, Tomato severe rugose virus - Brazil

BR:Pai25:11, BR:Pai24:11,
BR:Pai21:11,BR:Pai22:11, BR:Pai23:11,
BR:Pai27:11

1948 2444 BR:Sag23.1:12, BR:Sag19:12, Unknown Macroptilium yellow mosaic - Cuba MCS3 3,58x10°
BR:Sag22:12, BR:Sag15:12, BR:Sag16:12,
BR:Sag7:12, BR:Sag20:12, BR:Sag8:12,
BR:Sagl4:12, BR:Sag10:12, BR:Sag23:12,
BR:Sagl12:12, BR:Sag13:12, BR:Sag11:12
BR:Sagl7:12, BR:Sag18:12, BR:Sag24:12

1464 1817* BR:Sag20:12 Soybean blistering mogairs - Bean golden yellow mosaic virus - Mexico RMC3 3,04x10*
BR:Sag23.1:12 Argentina Macroptilium yellow mosaic - Cuba
BR:Sag19:12, BR:Sag22:12, BR:Sag15:12, Macroptilium yellow mosaic - Jamaica

BR:Sag16:12, BR:Sag7:12, BR:Sag8:12,

BR:Sagl4:12, BR:Sag10:12, BR:Sag23:12,
BR:Sagl2:12, BR:Sag13:12, BR:Sag11:12,
BR:Sagl7:12, BR:Sag18:12, BR:Sag24:12

1- Numbering starts at the first nucleotide after theavage site at the origin of replication aramtéases clockwise.

2- R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; @jrtaera; S, SisScan; 3, 3Seq

3- The reportedP-value is for the program in bold, underlined tyel is the lowed®-value calculated for the event in question.
(?) - Indicates that the breakpoint could not tezjsely pinpointed.
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Suplementary Table S1.Reference sequences of begomoviruses from the iéaseoriginally isolated from non-cultivated hogtamilies
Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, MalvaceaeSa@adaceae) and of begomoviruses infecting cwopieh are associated with.
heterophyllaandM. lathyroides included in the phylogenetic and recombinatioal gses.

From Brazil From other countries
Virus GenBank access Virus GenBank access number Country
number
Abutilon Brazil virus FN434438 Abutilon mosaic virus HQ588899 India
Bean golden mosaic virus M88686 Bean calico mosaic virus AF110189 EUA
Blainvillea yellow spot virus EU710756 Bean dwarf mosaic virus M88179 EUA
Centrosema yellow spot virus JN419002 Bean golden yellow mosaic virus AF173555 Mexico
Cleome leaf crumple virus FN435999 Corchorus yellow spot virus DQ875868 Mexico
Euphorbia yellow mosaic virus FJ619507 Cotton leaf crumple virus AF480940 Mexico
Macroptilium yellow net virus JN418998 Desmodium leaf distortion virus DQ875870 Mexico
Macroptilium yellow spot virus JN419005 Euphorbia mosaic virus DQ318937 Mexico
Macroptilium yellow vein virus JN419021 Euphorbia mosaic virus AF068642 Puerto Rico
Okra mottle virus EU914817 Euphorbia mosaic virus HQ896201 Cuba
Sida Brazil virus FN436001 Macroptilium golden mosaic virus EF645647 Jamaica
Sida common mosaic virus EU710751 Macroptilium yellow mosaic virus EF585288 Honduras
Sida mottle virus AY090555 Macroptilium yellow mosaic virus EF585290 Jamaica
Sida yellow leaf curl virus EU710750 Macroptilium yellow mosaic Florida virus AY044135 EUA
Sida yellow mosaic virus AY090558 Okra yellow mosaic Mexico virus DQ022611 Mexico
Tomato chlorotic mottle virus AF490004 Okra yellow mottle Iguala virus AY751753 Mexico
Tomato golden mosaic virus K02029 Rhynchosia mosaic Sinaloa virus DQ406672 Mexico
Tomato leaf distortion virus EU710749 Sida golden mosaic virus AF049336 EUA
Tomato mild mosaic virus EU710752 Sida golden yellow vein virus AJ577395 Cuba
Tomato rugose mosaic virus AF291705 Sida yellow mosaic Yucatan virus DQ875872 Mexico
Tomato severe rugose virus DQ207749 Sida yellow vein virus Y11099 Mexico
Tomato yellow spot virus DQ336350 Soybean blistering mosaic virus EF016486 Argentina
Tomato yellow vein streak virus EF417915 Tobacco yellow crinkle virus FJ213931 Mexico
Tomato leaf curl New Delhi virus U15015 India
Tomato severe leaf curl virus AF130415 Guatemala
Tomato yellow leaf distortion virus FJ174698 Cuba
Wissadula golden mosaic DQ395343 Jamaica
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Figure legends

Figure 1. (A) Symptoms oEuphorbia yellow mosaic virusn Euphorbia heterophylla
plants. (B) Symptoms dffacroptilium yellow vein viru®n Macroptilium lathyroides

plants.

Figure 2. Pairwise sequence comparisons betw&eiphorbia yellow mosaic virus
(EuYMV) isolates cloned fronEuphorbia heterophyllgthis work) and other EuYMV
isolates (GenBank access numbers JF756669, JF75687166673, JF756674,

JF756676). Identities were calculated using SDTOV31].

Figure 3. Pairwise sequence comparisonsvizcroptilium yellow vein virugMaYVV)
isolates cloned fronMacroptilium lathyroides(this work) with the single MaYVV
sequence available in GenBank (JN419021). Idestitiere calculated with SDT v.1.0

[31].

Figure 4. Bayesian tree constructed with MrBayes GPU v. &feld on a dataset of
DNA-A sequences including the haplotypes Btiphorbia yellow mosaic virus
(EuYMV) and Macroptilium yellow vein virugMaYVV) obtained in this work and

additional begomoviruses from Americas.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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