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RESUMO

O género Begomovirus pertence a familia Geminiviridae de virus que infectam plantas e
sdo transmitidos pelo vetor mosca branca (Bemisia tabaci), também considerado umas das
maiores pragas da agricultura. O presente estudo investigou a diversidade de begomovirus
presente no vetor mosca branca (B. tabaci) em éareas da Paraiba, Minas Gerais e Distrito
Federal. Um total de 17 amostras de moscas brancas foi coletado a partir de 12 espécies
vegetaisem dreas da Paraiba, Minas Gerais e Distrito Federal e e usado para detec¢ao do
DNA-A de begomovirus por PCR, por RCA e por PCR-RCA, com primers especificos.
Amplicons virais foram clonados e os clones recombinantes foram selecionados sob meio
de cultura seletivo, contendo X-Gal e IPTG. A presenca de amplicons foi confirmada por
padrdes de restricdo gerados pelas enzimas EcoR I e Msp 1 em DNAs plasmidiais isolados
dos clones selecionados e, entdo, sequenciados. As sequencias de DNA-A de begomovirus
isoladas de moscas brancas coletadas em plantas de algodoeiro EMEPA-PB, em Emilia,
picdo preto, barba-de-falcdo, jatrofa, berinjela e malvona, presentes na drea do Distrito
Federal, foram analisadas quanto a porcentagem de identidade de sequencias de
nucleotideos e agrupamentos filogenéticos comparando com outras sequencias de isolados
de begomovirus disponiveis no banco de dados GenBank. Como resultado, 5 espécies de
begomovirus (SiYBV, CoMoV, SIMMV, BGMV e SiGLSV) evidenciaram a diversidade
de begomovirus presente em moscas brancas nas dreas estudadas, mas que nao
necessariamente esta presente nas respectivas plantas onde as moscas foram coletadas. Os
primers PALIv 1978 e PARIc 496 descritos para deteccio de DNA-A de begomovirus a
partir de plantas foram eficientes para detec¢do especifica desse componente gendmico
viral a partir do vetor mosca branca. A deteccao especifica de DNA-A do componente de
begomovirus por PCR a partir do DNA total extraido de moscas brancas foi enriquecida
pela amplificacdo por RCA. O begomovirus BGMYV foi predominantemente encontrado em
moscas brancas coletadas em plantas na area do Distrito Federal. A diversidade presente
nos isolados dos 5 virus identificados neste trabalho foi agrupada em 4 ramos filogenéticos
suportados pela porcentagem de identidade de sequencias de nucleotideos comparadas com

sequencias dos isolados de begomovirus disponiveis no banco de dados GenBank.

Palavras-chave: Geminiviridae. Amplificagdo por Circulo Rolante. DNA-A de

begomovirus.



ABSTRACT

The Begomovirus genus belongs to Geminiviridae family of viruses that infect plants and is
transmitted by whitefly (Bemisia tabaci) vector, which is also considered one of the major
pests of agriculture. The present study investigated the diversity of begomovirusesin the
whitefly vector (B. tabaci) in areas of Paraiba, Minas Gerais and the Federal District. A
total of 17 samples of whiteflies were collected from 12 plant species in areas of Paraiba,
Minas Gerais and the Federal District and used for the detection of begomovirus DNA-A
by PCR, RCA and RCA-PCR with specific primers. Viral amplicons were cloned and the
recombinant clones were selected on selective medium containing X-Gal and IPTG. The
presence of amplicons was confirmed by restriction enzyme patterns generated by EcoR I
and Msp I on plasmid DNAs of selected clones isolated and then sequenced. The
begomovirus DNA-A sequences isolated from whiteflies collected from cotton plants
EMEPA-PB, in Emilia, black prick, beard-of-hawk, jatropha, eggplant and malvona present
in the Federal District, were analyzed bynucleotide sequence identity percentage and
phylogenetic groups compared to other begomovirus strain sequences available in GenBank
database. As a result, five species of begomovirus (SiYBV, CoMoV, SIMMV, BGMV e
SiGLSV) revealed the diversity of begomovirus present in whiteflies in the studied areas,
but that is not necessarily present in the respective plants where the flies were collected.
The PAL1v 1978 PARIc 496 primers described for begomovirus DNA-A detection from
plants were also efficient for detection of this specific viral genomic component from
whitefly vector. The specific detection of begomovirus DNA-A component by PCR from
total DNA extracted from whiteflies was enriched by amplification by RCA. The BGMV
begomovirus was found predominantly in whiteflies on plants collected in the Federal
District. The diversity present in strains of thefive virus identified in this work was grouped
into four phylogenetic branches supported by the nucleotide sequence identity percentage

compared to sequences of the begomovirus strains available in GenBank database.

Keywords: Geminiviridae. Rolling Circle Amplification.begomovirus DNA-A.
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Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos da amplificacdo por
PCR de componente DNA-A de begomovirus completo, a partir de

moscas brancas coletadas em picdo preto (9), barba-de-falcao (12),
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1. INTRODUCAO

Os virus sdo caracterizados por serem estruturalmente simples ndo apresentando
uma organizagdo complexa das células, sendo considerados parasitas intracelulares
obrigatdrios dependentes de um organismo vivo para replicagio (KORSMAN, STEPHEN
et al., 2014). Atualmente, inimeras espécies de virus sdao conhecidas por ocasionarem
sérios danos em diversas culturas de grande importancia econdmica.

Dentre os virus que causam doencas em plantas encontram-se os begomovirus,
pertencentes a familia Geminiviridae, que se se caracterizam por apresentar capsideos
geminados e genoma composto por DNA de fita simples circular (BROWN et al., 2012). A
familia € subdividida em sete géneros, denominados de Becurtovirus, Begomovirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus, os quais se
diferenciam quanto ao genoma estrutural, o tipo de vetor e a quantidade de hospedeiros
(VARSANI et al., 2014). O género Begomovirus, cuja infec¢do apresenta sintomas como
nanismo, mosaico amarelo, clorose generalizada, mosqueado, rugosidade e enrolamento
das folhas, € transmitido pelo vetor mosca branca (Bemisia tabaci) (BALDIN;
VENDRAMM; LOURENCAO, 2005; MICHEREFF-FILHO et al., 2012).

A mosca branca é considerada uma das maiores pragas da agricultura, podendo
causar injurias diretas nas plantas parasitadas, pela succ@o da seiva e liberacao de toxinas, e
indiretas, atuando como vetores virais (BALDIN; VENDRAMM; LOURENCAO, 2005).
Dessa forma, a mosca branca pode enfraquecer a planta, transmitir uma diversidade de
virus e acarretar danos ao comércio agricola. Além de begomovirus, a mosca branca pode
transmitir também Carlavirus, Closterovirus, Ipomovirus e Torradovirus em vdrias culturas
diferentes (NAVAS-CASTILLO et al., 2011, PERRING, 2001). No Brasil, o biétipo B de
mosca-branca é o causador das maiores perdas na agricultura, somente na cultura do
tomateiro, este bidtipo € vetor de pelo menos 17 espécies de begomovirus trés dessas
consideradas predominantes Tomato severe rugose virus (ToSRV), Tomato golden vein
virus (TGVV) e Tomato motttle leaf curl virus (TMoLCV) (FERNANDES et al. 2008).

A diversidade de virus de plantas tem sido tradicionalmente estudada a partir de

amostras de suas plantas hospedeiras economicamente importantes, sintomadticas e

individuais. No caso do género Begomovirus, a diversidade genética foi observada em
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cultivos de tomate, soja e algodao das regides do nordeste, sudeste e centro-oeste do Brasil
(RIBEIRO et al., 2003), e a relacdo genética observada entre as espécies virais e as plantas
daninhas indica que os virus tenham sido origindrios de plantas nativas e que estdo sendo
transferidos para o tomateiro pela mosca branca, biétipo B (AMBROZEVICIUS et al.,
2002).

Uma vez que alguns virus de plantas sdo transmitidos por insetos, uma estratégia
alternativa e relevante que surgiu nos ultimos anos € isolar virus a partir de seus insetos
vetores (NG et al, 2011). Por essa estratégia, a diversidade de virus é explorada a partir de
amostras de insetos coletados sobre uma espécie vegetal sintomdtica ou ndo, mas que
permite determinar a presenca de virus adquiridos através da alimentacdo de diversas
plantas cultivadas e nativas de uma determinada drea. A caracterizacdo dos virus é feita

com base na andlise de suas sequencias gendmicas virais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever a diversidade de begomovirus presente em moscas brancas (Bemisia
tabaci) coletadas em plantas infestadas em dreas agricolas da Paraiba, Distrito Federal e

Minas Gerais.

2.2 Objetivos Especificos

e [solar fragmentos gendmicos do componente DNA-A de begomovirus presentes
em moscas brancas coletadas, por meio de amplificagdo por PCR enriquecida por
amplificacdo por circulo rolante;

e Clonar os amplicons virais em vetor de clonagem molecular;

e Sequenciar amplicons clonados;

e Analisar sequéncias virais quanto a identidade e filogenia;

e Identificar a diversidade de begomovirus presente nas amostras de mosca branca
em seu local de coleta, baseado na sequéncia oriunda do componente gendmico

DNA-A.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Familia Geminiviridae

Geminiviridae representa uma familia de virus de plantas que infectam diversas
culturas de grande importancia econdmica no mundo, distribuidas principalmente em
regides tropicais e subtropicais (BROWN et al., 2015). Essa familia é caracterizada pelo
aspecto geminado da particula viral, contendo o genoma composto por DNA fita simples
(ssDNA) circular, com ~2,7 nucleotideos, encapsidado por uma unica proteina estrutural
que se arranja na forma de 22 capsdmeros, formando dois icosaedros incompletos com
cerca de 18x30 nm (ZHANG et al., 2001; BROWN et al., 2012).

A familia Geminiviridae € dividida em sete géneros, diferenciando em relacio a
estrutura do genoma, o tipo de inseto vetor, e hospedeiros (Becurtovirus, Begomovirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus)

(http://www.ictvonline.org). Os géneros Becurtovirus, Eragrovirus e Turncutovirus foram

descobertos recentemente.

Género Becurtovirus: € representado por duas espécies: Beet curly top Iran virus
(BCTIV) e Spinach curly top Arizona virus. Os membros pertencentes a estas espécies
diferenciam-se de quase todos os geminivirus por apresentarem sequéncias monocleotidicas
da origem de replicagdo "TAAGATTCC", ao invés do "TAATATTAC" presente na maioria
dos geminivirus. Os isolados destas espécies apresentam genomas que possuem identidade
compartilhada entre 77 e 78% (VARSANI et al., 2014).

Género Begomovirus: A espécie tipo desse género é o Bean golden yellow mosaic
virus (BGYMYV). Os critérios adotados para a demarcacdo de espécie nesse género sdo: o
nimero de componentes genOmicas, organizacdo gendmica; propriedades bioldgicas do
virus, trans-replicacdo de componentes gendmicos, capacidade de gerar pseudos-
recombinantes vidveis, caracteristicas da proteina do capsideo, gama de hospedeiras e
fendtipo dos sintomas identidade nucleotidica. A demarcacdo de identidade dos
begomovirus sugerida no 9° relatério do ICTV era <89% porém, recentemente novas
recomendacdes para o género begomovirus foram propostas um limiar de demarcacdo de

91% e 94% para atribuir espécies e subespécies, respectivamente.


http://www.ictvonline.org/
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Esses virus podem ter genoma monopartido ou bipartido, e seu inseto vetor é B.
tabaci, popularmente conhecido como mosca branca (BROWN et al., 2015; VARSANI et
al., 2014)

Género Curtovirus: a espécie desse género € representada por Beet curly top virus
(BTV). O que diferencia em relacdo ao género Mastrevirus € a diferenca no valor de
identidade utilizado para a demarcacdo de nova espécie que para os Curtovirus, o valor é
<89%. Os Curtovirus sdo monopartidos, também sdo transmitidos por cigarrinhas, porém
infectam dicotiledoneas (FAUQUET et al., 2003; STANLEY et al., 2005, VARSANI et al.,
2014).

Género Eragrovirus: é representado apenas por uma espécie Eragrostis Curvula
streak virus (ECSV). Os isolados dessa espécie t€ém uma sequéncia nucleotidica incomum"
TAAGATTCC ". Com base na variacdo de picos entre os pares de bases foi proposto um
estipe limiar de demarcacao de 94% (VARSANI et al., 2014).

Género Mastrevirus: a espécie € representada por Maize streak virus (MSV) e
Wheat warf virus (WDV). Os critérios de demarcacdo de espécie nesse género consistem da
identidade da sequéncia nucleotidica com valor <75% como o limiar para o
estabelecimento de uma nova espécie. Nesse gé€nero, o virus apresenta um genoma
monopartido, no qual, contém uma grande (LIR, de Large Intergenic Region) € uma
pequena regido intergénica (SIR, de Smal Intergenic Region), que se localizam em lados
contrdrios na molécula de DNA viral circular. Esse género € transmitido pelo inseto vetor
conhecido como cigarrinha para plantas monocotiledoneas em sua maioria. Caracteristicas
que definem espécies pertencentes a esse género, pode-se destacar caracteristicas da
proteina capsidial; espécie do vetor; gama de hospedeiras, fendtipo dos sintomas
(FAUQUET et al., 2003; STANLEY et al., 2005, VARSANTI et al., 2014).

Género Topocuvirus: A espécie tipo é Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV). As
condi¢des sdo as mesmas observadas nos géneros curtovirus e mastrevirus e, atualmente,
esse género possui apenas uma espécie representada por um genoma monopartido. O inseto
vetor desse género é um membracideo (Micrutali malleifera), que transmite o virus para
plantas dicotiledoneas (FAUQUET et al., 2003; STANLEY et al., 2005, VARSANI et al.,
2014).
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Género Turncurtovirus: A tUnica espécie caracterizada nesse género € Turnip curly
top virus (TCTV). Até o momento 20 isolados s@o associados a esta espécie na qual foram
rescuperado de Brassica rapa ou Raphanus sativus. Todos os isolados apresenta a mesma
sequencia nucleotidica TAATATTAC' e com base na variacdo de identidade dos pares, foi
proposto uma demarcagdo provisdria estirpe limiar de 95% ( VARSANI et al., 2014).

Os geminivirus t€ém despertado grande interesse devido a sua patogenicidade e a
severidade de doenca que vem causando nas culturas nas ultimas décadas (GIBBS;
OHSHIMA, 2010; SCHOLTHOF, 2011). De acordo com Comité Internacional de

Taxonomia de Virus (ICTV.http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp), hoje sdo

reconhecidas 288 espécies de geminivirus dos quais 192 pertencem ao género
Begomovirus. Isso mostra o valor que tem esse género dentro dessa familia como também a

importancia de estudos aprofundados relacionados aos virus desse género.

3.2 Caracterizacao e organizacao genomica dos begomovirus

Os Begomovirus nativos do Novo Mundo apresentam genomas que consistem em
dois componentes de DNA fita simples (ssDNA), conhecidos como DNA A e DNA B,
apresentando em cada componente apresenta 2,7 nucleotideos . O DNA A codifica todos os
fatores de virus que sdo fundamentais para o controle da expressao génica, replicacdo do
genoma e transmissdo do inseto entre hospedeiros. O DNA B codifica duas proteinas
envolvidas no movimento intra e intercelular em tecidos da planta hospedeira (ROJAS et
al., 2005).

O DNA-A contem dois genes que sdo transcritos no sentido viral (genes cp e mp). O
gene cp (contém uma ORF AV1) que € de grande importancia para a formagdo da capa
protéica viral, pode estd envolvida no movimento do virus e sua transmissdo através do
vetor, também estd relacionada com a protecdo do DNA viral no momento da transmissao
pelo inseto vetor ou transmissdo mecanica € com a especificidade do inseto vetor
(UNSELD; FRISCHMUTH; JESKE, 2004). Do mesmo modo, o gene mp (contém ORF
AV?2) pode estd ligada ao movimento do virus (FAUQUET et al., 2005).


http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp
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No sentido complementar do genoma sdo trancritos os genes rep, trap e ren. No
gene rep, apresenta a ORF AC1 e € responsdvel pela producdo da proteina Rep. na qual
inicia o processo de replicacdo apds ligar-se ao sitio de inicia¢do da replicagdo viral e cortar
a fita de DNA. A ORF AC4 também estd inserida nesse gene, na qual codifica a proteina
C4. Essa proteina é de grande importancia na identificagdo de sintomas no hospedeiro e
pode controlar a expressdao da proteina Rep. O gene trap, contém a ORF AC2 e codifica a
proteina Trap, transativadora da transcricdo, e age intrans nos promotores dos genes de
sentido viral (cp do DNA A e ns do DNA B). O gene ren, contém a ORF AC3 e codifica a
proteina REn, que € um fator de amplifica¢do do virus (FAUQUET et al., 2005).

No componente DNA B encontram-se os genes mpcom ORF BCI1 (sentido
complementar) e ns, com a ORF BV1 (sentido viral), esses genes tem a fun¢do de codificar
as proteinas MP (Moviment Protein), nas quais sao responsaveis pelo movimento célula-a-
célula do virus por meio do aumento do limite de exclusdo dos plamodesmas (interligacoes
entre membranas de células vizinhas que criam pontes citoplasmadticas), e NS (Nucleo
Shuttle), que transporta 0 DNA através do envelope nuclear (FAUQUET et al, 2005).

O processo de replicacdo inicia-se quando ocorre o desencapsulamento através da
introducdo do virus no hospedeiro pelo vetor. As proteinas do hospedeiro por sua vez
convertem a fita simples em fita dupla, que serd amplificada e vai servir como um molde
para transcricio e sintese de DNA de fita simples (STANLEY, 1995). A origem da
replicacdo estd inserida na regido intergénica que € comum nos dois componentes
gendmicos.

Sao essenciais para replicacdo, 30 elementos de nucleotideo, nos quais contém uma
sequéncia repetida e invertida composta, predominantemente, por guanina e citosina,
formando uma estrutura conservada em forma de grampo (stem and loop), com uma
sequéncia constante (5’TAATATTAC3’). Essa sequéncia ¢ encontrada em todos os
Geminivirus e se constitui em um dominio funcional da origem de replicacdo. Nesse local
ocorre a clivagem que dard inicio ao processo de replicagdo por circulo rolante. A clivagem
¢ realizada por uma proteina conhecida como Rep que ird funcionar como uma

endonuclease sitio-especifica (LAZAROWITZ; SHEPHERD, 1992).
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3.3 Begomovirus no Brasil

O primeiro relato de begomovirose em cultivo comercial no Brasil foi no ano de
1965 em feijao. Esse virus foi dado o nome de Bean golden mosaic virus (BGMV)
(COSTA, 1965) e é o causador do mosaico dourado do feijoeiro, uma das principais
doencas virais de culturas de grande importancia como o feijao (Phaseolus vulgaris L.) na
América Latina (GALVEZ; MORALES, 1989). Plantas infectadas com BGMV podem
apresentar grandes perdas na producdo, sendo que a maior parte ocorrendo nos periodos
mais quentes do ano, justamente quando a populagdo do vetor mosca branca aumenta de
modo significante, consequentemente, aumentando a transmissdao do virus (MORALES;
ANDERSON, 2001). Porém, foi nos anos 90 que problemas econdmicos relacionados ao
Begomovirus comecaram a surgir. O que pode ter ocasionado esse avanco do virus na
cultura agricola foi o surgimento de um novo biétipo (biétipo B) da mosca branca que de
forma circulativa transmite o virus para plantas dicotiledoneas (JONES, 2003; NAVAS-
CASLILLO et al., 2011).

De acordo com Freitas-Astua et al. (2002) e Lapidot e Friedmann (2002), o controle
de doencas induzidas por begomovirus € dificil e com poucas alternativas. Em alguns
lugares usam-se praticas como, por exemplo, o uso de inseticidas, mas muitas vezesessas
praticas ndo sdo eficientes para combater o virus. Por isso, o desenvolvimento de métodos
eficazes € extremamente importante para eliminar as pragas. Um dos métodos para o
controle da doenca begomovirus é o uso de gestdo integrada com cultivares resistentes,
combinadas com o uso racional de agrotdxicos e préticas culturais visando a diminui¢do da

carga de indculo de virus.

3.4 Mosca branca

A mosca branca, da classe Hemiptera, ordem Aleyrodidae, apresenta cinco géneros
principais: Bemisia, Aleurothrixus, Dialeurodes, Trialeurodes e Aleurodicus. E uma praga
polifaga e composta por aproximadamente 35 espécies morfologicamente idénticas, (De

BARRO et al., 2011; LIU; WALLING; WANG, 2012; FIRDAUS et al., 2013) e ¢
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considerada uma das principais pragas da agricultura mundial, tanto pela sua agressividade
como pela diversidade de hospedeiros que apresenta (DE SOUSA et al., 2014).

A mosca branca apresenta um elevado potencial bidtico, uma diversidade de plantas
hospedeiras, ampla distribuicdo geografica e uma facilidade de aquisicdo para resisténcia a
pesticidas, fatores eses que torna esta espécie numa praga para muitas culturas por todo o
mundo. Entre as culturas que mais sofrem perdas estdo as do tomate, pimentao, berinjela,
batata-doce, pepino, feijdo, bem como outras cucurbitidceas, solandceas e leguminosas,
além das ornamentais (DINSDALE et al., 2010; FIRDAUS et al., 2013).

Esses insetos pragas podem sobreviver em mais de 700 espécies de plantas de 86
familias e provoca graves danos para as culturas. Os adultos e ninfas alimentam-se da seiva
do floema de diversas espécies de plantas. E os danos causados incluem enfraquecimento
da planta, inducdo a desordens fisiologicas, excrecao de substancias agucaradas que caem
sobre as folhas e frutos que servem como substrato para o crescimento de fungos e que
induz a incapacidade da planta respirar e produzir a fotossintese, e a transmissao de virus
(LOURENCAO, 2002). Ataques periédicos produzem diversos sintomas e 0s mais comuns
sdo a desidratacdo com murchamento nas horas mais quentes do dia, redug¢do no
crescimento € no desenvolvimento, diminuem o processo de producdo e alteram a
qualidade e tamanho dos frutos e flores (FARIA et al., 2000; NAGATA et al., 2009)

O controle sobre essa praga muitas vezes se torna dificil, pois como as moscas sao
muito semelhantes entre si, a identificacdo correta muitas vezes se torna complicada,
fazendo com que esses insetos recebam tratamentos de controle ndo eficazes para o tipo de
praga. Desse modo existe um grande nimero de métodos alternativos na qual diminui os
danos causados por essas pragas promovendo a reducido da populacio (MOREIRA et al.,
2006; AGROFIT, 2011).

O ciclo de vida da mosca branca estd ligado diretamente com a alimentacdo a
temperatura do ambiente e espécies de hospedeiros, sendo que em baixas temperaturas seu
ciclo de vida diminui (VILLAS BOAS, 2005). Atualmente, a mosca branca ja pode ser
encontrada em quase todos os estados brasileiros, causando perdas que variam de 30 a
100%, principalmente em culturas de frutas e de hortalicas. A maioria das moscas brancas

tem preferéncias por plantas hospedeiras lenhosas, entretanto, espécie do género Bemisia se
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alimenta de grande parte de plantas herbaceas, mais de 500 plantas e 80 familias botanicas
(OLIVEIRA et al., 2005).

Na tentativa de controlar a infestacdo dessa praga, tem-se adotado varias medidas,
como a utilizacdo de inseticidas sintéticos, métodos de controle cultural, biolégico e a
resisténcia de plantas, isoladamente ou em conjunto, no manejo integrado (SUJII et al.,
2002; AZEVEDO et al., 2005; BALDIN; VENDRAMM; LOURENCAO, 2005; MOURA,
2013).

3.4.1 Bemisia tabaci: Uma das principais pragas da agricultura

No Brasil, o género Bemisia é conhecido desde 1923 (BONDAR, 1928). No ano de
1990, a espécie B. tabaci ressurgiu nas regides Sudeste (Sao Paulo e Minas Gerais), Centro-
Oeste (Goias e Distrito Federal) e Nordeste (Bahia, Rio Grande do Norte, Cears,
Pernambuco, Piaui e Paraiba), trazendo grandes prejuizos a diversas culturas de
importancia agricola (HAJI; FERREIRA; MOREIRA, 2004).

A infestacdo dessa praga iniciou provavelmente devido a importacio por
comerciantes da planta poinsétia (Euphorbia pulcherrima) com ninfas de Bemisia tabaci
Biotipo B, incorporando esse novo bidtipo no pais. Estudos demostraram que a B. tabaci
ndo é composta de bidtipos e sim constituida por um complexo de diferentes espécies
(DINSDALE et al., 2010; DE BARRO et al., 2011). Esta nova classificacio mostra a
importancia de estudos entre cruzamentos de individuos classificados como bidtipos
diferentes mostraram um isolamento reprodutivo completo ou incompleto de acasalamento
de diferentes populacoes (XU et al., 2010; ELBAZ et al., 2010;WANG et al., 2010; SUN et
al., 2011).

Quatro espécies diferentes que estdo dentro complexo B. tabaci j4 foram
identificadas até hoje em dareas brasileiras, sdo eles: Middle East-Asia Minorl (MEAM1),
Mediterranean (MED), New World (NW) e New World 2 (NW2) (MARUBAYASHI et al.,
2013; BARBOSA et al., 2014).

A correta identificacdo de bidtipos de B. fabaci € de suma importancia para seu
manejo adequado, uma vez que dentre os varios bidtipos ja caracterizados, hd aqueles que

tém maior importancia agricola, como o B e o Q (SIM()N et al., 2007), e que podem
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apresentar diferencas na resisténcia aos inseticidas normalmente usados para seu controle
(HOROWITZ et al, 2003).

A B. tabaci bidtipo B € uma praga que preocupa produtores, pesquisadores e
assisténcia técnica, devido a sua ripidadispersdo em regides do Centro-Oeste brasileiro
(HIROSE et al., 2010), com grande importancia econdmica para diversas culturas como do
algoddo, soja, meldo, melancia, abdboras, feijdo, batata, hortalicas, ornamentais e,
principalmente, tomate. Existem regides em que surtos populacionais t€m ocorrido em soja,
videira e maracujd, nesta dltima com transmissdo de virus (YUKI et al., 2002).

A espécie B. tabaci é considerada vetor de mais de 200 fitoviroses (JONES, 2003;
NAVAS-CASTILLO et al., 2011). A maioria desses virus é emergente no mundo e esses
virus pertencem aos géneros Begomovirus (Familia Geminiviridae), Crinivirus (Familia
Closteroviridae), Ipomovirus (Familia Potyviridae) e Carlavirus (Familia Betaflexiviridae)
(NAVAS-CASTILLO et al.,, 2011; POLSTON; DE BARRO; BOYKIN, 2014). Esses
géneros apresentam uma diversidade de virus.

Problemas fitovirolégicos relacionados a B. tabaci t€ém apresentado destaque ao
nivel mundial e na economia agricola, esse fato € devido o aumento constante da dispersao
de virus endémicos de regides tropicais e subtropicais, em areas geograficas consideradas
novas, além da emergéncia de virus novos, ou que ainda ndo foram descritos (BROWN,

2007).

3.4.2 Aspectos morfologicos e biolégicos do complexo Bemisia tabaci Biotipo B

(Hemiptera, Aleyrodidae)

A-B. tabaci, apesar de ser hemimetabdlica, apresenta o desenvolvimento semelhante
ao dos insetos holometabdlicos, sua metamorfose embora incompleta, apresenta as fases de
ovo, ninfa (subdividida em ninfa I, ninfa II, ninfa III e ninfa IV, sendo esta ultima também
chamada de pupa ou pseudopupa) e a fase adulta. A sua reproducdo € sexuada, quando a
prole é composta por machos e fémeas ou por partenogénese hapléide realizada apenas com
a presenga dos machos facultativa e arrenétoca (VILLAS BOAS et al., 1997; GALLO et
al., 2002; WALKER et al., 2010).
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Os insetos adultos apresentam dois pares de asas membranosas que se desenvolvem
durante a metamorfose, revestidos por uma substancia pulverulenta de cor branca e seu
corpo € recoberto pela cera extracuticular de cor branco-amarelada (OLIVEIRA et al.,
2001).

Os ovos liberados pela fémea de B. tabaci tétm o formato periforme (semelhante a
péra) (OLIVEIRA; SILVA, 1997) e ficam depositados na face abaxial das folhas, presos
por um pedinculo. Logo apds o seu desenvolvimento, as formas de primeiro instar sdao
ativados, enquanto os instares prematuros apresenta uma aparéncia com escamas, na qual
consiste de uma secrecdo cérea da mosca. J4 o ultimo instar é geralmente chamado de pupa
(TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011).

O macho apresenta tamanho inferior a fémea, desse fato o seu ciclo de vida é mais
curto (EICHELKRAUT; CARDONA, 1989). A época do ano pode ser um fator crucial
para a longevidade de B. tabaci, pois no verdo, o tempo aproximado de vida das fémeas €
de uma a trés semanas, j& os machos vivem menos de uma semana; enquanto que no
inverno, os insetos vivem mais de dois meses (GERLING et al., 1986). O acasalamento
desses insetos come¢a duas a quatro horas apds a emergéncia e copulam vdrias vezes
durante a sua vida. O periodo de pré-oviposicao € variavel com as diferentes €pocas do ano,
podendo durar de 8 horas a 5 dias. Estudos sobre sua biologia indicaram que a fémea
deposita de 100 a 300 ovos durante a sua vida, porém esse fator varia de acordo com a

temperatura e a planta hospedeira (VILLAS BOAS; BRANCO, 2009).

3.5 Estudo da diversidade viral

Na natureza, a replicacdo de moléculas de DNA circular como plasmidios ou virus
ocorre através de um mecanismo de circulo rolante. A técnica de amplificagdo por circulo
rolante (RCA, de Rolling Circle Amplification) amplifica o DNA circular, gerando uma
maior parte da populacdo de DNA fita dupla com elevado peso molecular, alinhados em
uma unica molécula (CLAUSSON et al.,, 2015). Esta técnica é descrita com base na
amplificacdo utilizando o kit comercial, Templi Phi (GE Healthcare) utilizando a enzima

phi-29 DNA polimerase (INOUE-NAGATA et al., 2004).
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Atualmente, o método mais preciso para identificacdo de espécies de begomovirus é
a determinacdo da sequéncia completa de nucleotideos do DNA-A. Inoue-Nagata et al.
(2004) desenvolveram um método simples de clonagem de genomas completos de
begomovirus utilizando RCA seguido por monomeriza¢cdo com enzima de restricio e
ligacdo ao vetor. A partir desse método, procedimentos de clonagem e sequenciamento de
um grande ndmero de isolados em um periodo curto de tempo, e tem permitido estudos de
variabilidade genética e epidemiologia (OWOR et al., 2007; CASTILLO-URQUIZA, 2008;
VARSANI et al., 2009; HARKINS et al., 2009).

A abordagem metagendmica é uma ferramenta bastante importante utilizada na
descoberta de novos virus em amostras ambientais e bioldgicas € a, que através de suas
caracteristicas possibilita a deteccdo dos genomas virais presentes em uma amostra,
independente de conhecimento prévio do genoma viral diferentemente de técnicas de
biologia molecular como PCR, microarray e hibridizacdo in situ (AMBROSE, CLEWLEY,
2006; MOKILI, ROHWER, DUTILH, 2012; TANG, CHIU 2010).

A classificacdo da diversidade viral depende primeiramente do material do genoma
e do 4cido nucleico dos virus. Com essa revelagdo a nomeacado desses virus é executada
pelo Comité Internacional na Taxonomia dos Virus (ICTV). De acordo com Brown et al.
(2015), identidades entre 91% e 94% sao propostas como limite de demarcacdo para

begomovirus pertencentes a diferentes espécies e estirpes.
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4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvido no Laboratério de Interacdo Planta-Praga III (LPP
IIT) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), em Brasilia DF, em
colaborag@o com o Laboratério de Biotecnologia (LBiotec) do CES/UFCG, em Cuité PB.

4.1 Caracterizacio do local de coleta de moscas brancas

No estado da Paraiba, amostras de mosca branca foram coletadas em folhas de
algodoeiro no campo Experimental da EMEPA (Empresa Estadual de Pesquisa
Agropecudria), localizado no Sitio Imbatba, municipio de Lagoa Seca, PB e em folhas de
algodoeiro cultivado em casa de vegetacio da EMBRAPA Algodao (CNPA), localizada no
municipio de Campina Grande, PB. As coletas foram realizadas no periodo de agosto a
outubro de 2014. Em Minas gerais as coletas foram realizadas em dreas agricolas de
Buritis.

No Distrito Federal, as coletas foram realizadas no periodo de marco a abril de
2015. Moscas brancas foram coletadas em folhas de caruru, sida, feijao, soja, picdo preto,
Emilia, barba-de-falcio e de leiteironas dreas do campo experimental e jardins da
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), em folhas de jatrofa,
berinjela e malvonaemadreas de jardim caseiro e beira de estrada do Lago Norte, Brasilia,
DF. Amostras de moscas brancas foram também coletadas em plantacdo comercial de
algodoeiro e soja em marco/abril de 2014 em fazendas na regido do municipio de Buritis,
MG.

Um total de 17 amostras de moscas brancas foi coletado em 12 espécies vegetais
diferentes. Amostras da maior parte das referidas espécies de plantas hospedeiras foram
coletadas, fotografadas e, posteriormente, identificadas pelo nome popular e cientifico

(Tabela 1), as quais estdo ilustradas na Figura 1.



34

TABELA 1. Amostras e localidades de espécimes de moscas brancas adultas coletadas em

areas da Paraiba, Minas Gerais e Distrito Federal.

Identificacio Espécie vegetal onde foi

Nome popular da

da amostra coletada espécie vegetal Local da Coleta

1 Gossypium hirsutum algodao Buritis — MG

2 Glycine max soja Buritis — MG

3 Gossypium hirsutum algodado EMEPA - PB

4 Gossypium hirsutum algodado CNPA - PB

5 Amaranthus spinosus caruru CENARGEN - DF
6 Sida rhombifolia sida CENARGEN - DF
7 Phaseolus vulgaris feijao CENARGEN — DF
8 Glycine max soja CENARGEN — DF
9 Bidens pilosa picao preto CENARGEN - DF
10 Emilia sonchifolia Emilia (Planta 1) CENARGEN - DF
11 Emilia sonchifolia Emilia (Planta 2) CENARGEN - DF
12 Crepis japonica barba-de-falcao CENARGEN - DF
13 Euphorbia heterophyla leiteiro CENARGEN — DF
14 Jatropha podagrica jatrofa (Planta 1) Lago Norte — DF
15 Jatropha podagrica jatrofa (Planta 2) Lago Norte — DF
16 Solanum melongena berinjela Lago Norte — DF
17 Sidastrum sp. malvona Lago Norte — DF

Fonte: Dados da Pesquisa
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FIGURA 1. Espécies vegetais onde foram coletadas amostras de moscas brancas. A. caruru
(Amaranthus spinosus). B. sida (Sida rhombifolia). C. soja (Glycine max). D. Emilia
(Emilia sonchifolia). E. picao preto (Bidens pilosa). F. barba-de-falcao (Crepis japonica).
G. jatrofa (Jatropha padagrica). H. berinjela (Solanum melongena). 1. leiteiro (Euphobia
heterophyla). J. malvona (Sidastrum sp.). L. algodao (Gossypium hirsutum).
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 Coleta de moscas brancas

As moscas brancas foram coletadas com o auxilio de um aspirador bucal. O
aspirador foi composto por uma mangueira de pequeno didmetro, um tecido fino, e uma
ponteira (Figura 2). As moscas coletadas no estado da Paraiba foram aspiradas e
transferidas para microtubos de polipropileno de 1,5 mL, contendo etanol (75%), e em

seguida encaminhadas ao Laboratério de Biotecnologia - CES, onde foram transferidas para
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o freezer a — 20 °C. As amostras coletadas em Brasilia - DF foram transferidas diretamente
para microtubos de polipropileno de 1,5 mL, sem a adi¢do de etanol, e armazenadas em
freezer a — 80 °C. Tecido foliar das plantas hospedeiras das moscas brancas foi coletado,
armazenado em sacos plasticos identificados e armazenado em freezer a — 80 °C no

Laboratério de Intera¢do Planta-Praga III - CENARGEN para futuras andlises.

FIGURA 2. Imagem ilustrativa do aspirador bucal utilizado para coleta de mosca branca.

Fonte: Dados da pesquisa.

Na Figura 3 estdo ilustradas as coletas de moscas brancas com o auxilio de
aspirador bucal em algodoeiro infestado por B. tabaci no Campo Experimental da EMEPA,
localizada no Sitio Imbatba, municipio de Lagoa Seca PB (A), e em casa de vegetacdo da

EMBRAPA Algodao, no municipio de Campina Grande PB (B).
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FIGURA 3. Coleta de moscas brancas em plantacido de algodoeiro (Gossypium hirsutum)
infestada por B. tabaci no Campo Experimental da EMEPA, localizada no Sitio Imbatba,
municipio de Lagoa Seca PB (A). Detalhe da coleta de moscas brancas em folha de
algodoeiro cultivado em casa de vegetacgio da EMBRAPA Algoddo, no municipio de

Campina Grande PB (B).

A

4.3 Extraciao de DNA total de B. tabaci

O DNA das moscas foi extraido de acordo com protocolo de Doyle e Doyle (1987)
com algumas modifica¢des. Cerca de 50 moscas foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 50uL de tampao CTAB 2% com B-mercaptoetanol 0,2%, pré-aquecido
a 65°C, por aproximadamente 10 minutos. Em seguida, as amostras foram resfriadas
durante 3 minutos e foi adicionado igual volume de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico
24:1), seguido por agitacdo vigorosa e centrifugacdo a 13.200g por 5 minutos.
Aproximadamente 25uL do sobrenadante foram recuperados e transferidos para um novo
tubo, onde se adicionou igual volume de isopropanol (-20°C) e homogeneizou-se
cuidadosamente o material por completo. As amostras foram armazenadas por 15 minutosa
-80°C, em seguida centrifugadas a 13000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
ao precipitado foram adicionados 60 pL de etanol 70%, centrifugados a 13000g, durante 5

minutos. Osobrenadante foi descartado, o pellet de DNA foi seco por completo e
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ressuspendido em 20 pL de TE (10 mM de Tris HCI1 8.0; 1 mM de EDTA pH 7.5) contendo

10pg/puL deribonuclease A, em seguida armazenadoa -20°C.

4.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA total extraido das moscas brancas foi utilizado como molde em reagdes em
cadeia da polimerase para a amplificacio de fragmentos de DNA viral de tamanho
esperado, utilizando primers universais para identificacdo de begomovirus bipartidos,
(ROJAS et al., 1993). As reagdes foram realizadas em volume final de 50 pL nas seguintes
concentracdes finais 1X do Tampao da enzima, 1,5 mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,7
uL de cada primer PAL1v 1978 e PARI1c 496, 15 ng de cada amostra de DNA e 1,5 U de
Taq DNA Polimerase (Invitrogen).As condi¢des térmicas utilizadas para amplificar DNA
viral presente em amostras de moscas estdo descritas na Tabela 2. Em seguida, os

amplicons obtidos foram visualizados em gel de agarose 1%, ap6s eletroforese.

Tabela 2. Condicdes térmicas utilizadas para amplificar DNA de begomovirus presenteem

amostras de mosca branca.

Ciclos Térmicos Temperatura Tempo

1 ciclo de Desnaturacao Inicial 95 °C Smin00
) Desnaturacao 95 °C Imin00

.,72 Anelamento 55°C Imin00

- Extensao 72 °C Imin30

1 ciclo de Extensao Final 72 °C 7min00

Fonte: Dados da pesquisa.

4.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A eletroforese foi realizada para identificar a qualidade e estimar a concentracdo dos

DNAs extraidos, e para visualizacdo dos fragmentos amplificados por PCR. No preparo do
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gel, utilizou-se agarose em uma concentracao 1% em tampao TAE 1X (Tris HCI 40 mM,
Acido acético glacial 20 mM e EDTA 1 mM) acrescido de brometo de etideo (0,3 pg/mL).
O DNA migrou em gel de agarose a uma voltagem de 80 V durante 1 hora. Em seguida, os

acidos nucléicos foram visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados.

4.6 Amplificacao por Circulo Rolante (RCA)

Para amplificacio do DNA circular de begomovirus foi utilizada a reagcdo de
amplificacdo por circulo rolante, por meio da Enzima = 29 DNA polimerase que acontece a
partir de uma pequena quantidade inicial de DNA. As amostras foram incubadas a 30 °C
por 24 horas. As reagdes de RCA foram realizadas para as 17 amostras de DNA isolados de
moscas brancas em volume final de 30 pL nas seguintes condi¢des: 1X do Tampdo da
enzima, 0,2 mM da mistura de dNTPs, 5SmM de primer RCA (hexameros randdomicos
tioprotegidos), volume fixo de 1uL de cada amostra de DNA e 3U da Enzima phi-29 DNA
polimerase (New England Biolabs). Em seguida, os produtos da RCA foram visualizados

em gel de agarose 1%, ap0s eletroforese.

4.7 PCR dos produtos da RCA

Apds o enriquecimento da amostra de DNA viral por amplificacdo por circulo
rolante, nova PCR foi realizada utilizando-se os primers PALlv 1978 e PARIc 496
(ROJAS etal., 1993), para a confirmacdo dos resultados obtidos na PCR do DNA total

isolado das moscas brancas, evitando-se, assim, resultados falso-negativos.

4.8 Eluicao e purificacio de amplicons de interesse

Fragmentos amplificados na PCR dos produtos da RCA, com tamanhos de interesse
de 1,2 Kb, foram selecionados e eluidos do gel de agarose. As bandas foram cortadas e,
imediatamente, eluidas e purificadas utilizando o kit Illustra™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare), seguindo as instru¢des do fabricante. Para estimar a

quantificagdo das amostras purificadas foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1%
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utilizando-se como padrio de comparac¢do o marcador de massa para DNA Low DNA Mass

Ladder (Invitrogen).

4.9 Clonagem molecular de amplicons virais de interesse

4.9.1 Clonagem em uma etapa usando TOPO TA

Ap6s a eluicdo de bandas de interesse das amostras selecionadas, os fragmentos de
DNA viral purificados foram clonados em uma etapa em vetor de clonagem TOPO TA 2.1
(Life Technologies), adequado para produtos de PCR, sem ligase (Figura 4). As reacdes de
clonagem TOPO foram realizadas em volume final 12 pL, contendo 0,5 pL de solucdo de
vetor, com 25 ng de vetor, 23 ng de inserto (1,2 Kb de comprimento) e 0,5uL de solucao de
sal (1.2 M de NaCl, 0.06 M de MgCl»), incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos.

FIGURA 4. Ilustracdo do vetor TOPO TA 2.1(Life Technologies), indicando o local da
ligacdo dos produtos de PCR e a posicao dos sitio de EcoR 1.

o o]

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTY
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT ARG CGG GA

G GGC GAA TTC TGC
TC CCG CTT RAG ACG

PCR Product

EcoR V BstX | Nt‘)l'l Xho | Nsi | Xbal Apal
I [ I [ .
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC [GGG ATA
L
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA[CTG GGC GTC GIT TIA GAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT OTT GCA GCA CTG ACC CTT TTC

/

Fonte: Adaptado do manual dovetor TOPO TA 2.1(Life Technologies).
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4.9.2 Transformacao de células de Escherichia coli XL-1 Blue por eletroporaciao

Células competentes de Escherichia colicepa XL-1 Blue foram utilizadas para
inserir os vetores TOPO TA 2.1 contendo os amplicons virais de interesse. A transformacao
foi feita por eletroporacdo, usando o eletroporador Gene Pulser™ (Bio-Rad). Durante a
eletroporacdo ocorre um choque elétrico que desestabiliza as membranas das bactérias,
permitindo a entrada do vetor com o inserto. Sob condicdo estéril, a um microtubo
contendo 40 pL de células competentes XL-1 Blue, foram adicionados 1,5 uLL de TOPO TA
2.1 contendo os amplicons virais. A mistura foi homogeneizadae transferida para cuveta de
eletroporacdo (BIO-RAD, 0,1 cm electrode gap) e realizaram-se o pulso elétriconas
seguintes condicoes: resisténcia 400 Ohms, capacitancia 25 pFD e voltagem 1,8 kV. Em
seguida, foram adicionados 600 pL de meio de cultura LB (Luria Broth) liquido as células.
A mistura bacteriana foi transferida para tubo de propileno de 1,5 pL e incubada a 37°C por
1 hora. Apds esse periodo, as células foram plaqueadas em placas de Petri contendo 56 pL
de LB liquido, suplementado com 100 pg/ pL. de canamicina, 40 pL. de X-Gal (20 mg/mL)
e de 4 uL IPTG (0,8M), sendo incubadas em estufa a 37°C overnight. As colOnias de
interesse foram selecionadas no sistema azul e branco, subcultivadas em 4 mL de meio LB
liquido, contendo 100 pg/uL. decanamicina, a 37 °C, overnight em incubadora do tipo

Shaker orbital, a 180 g.

4.10 Selecao de clones recombinantes de interesse

4.10.1 Extracao de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina de acordo com o seguinte
procedimento: separou-se 1,5 mL de cada cultura em microtubos e centrifugou-se por
Iminuto a 12.000 g . Para concentrar a células bacterianas, essa etapa foi repetida por duas
vezes. Em seguida, o pellet de bactérias foi resuspendido em 100 pL de solugdo 1 (25 mM
de Tris pH 8,0, 10 mM de EDTA pH 8,0) e adicionou-se 200 pL de solucdo 2 (0,2 M de
NaOH, 1% de SDS) invertendo gentilmente, durante 5 minutos. Nessa etapa, adicionou-se
150 mL da Solugdo IIT (60 mL de acetato de potassio5 M, 11,5 mL de 4cido acético glacial,
28,5 mL de H20).
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Ap6s homogeinizagdo, as amostras foram incubadas no gelo por 5 minutos e
centrifugadas a 12.000 g. por 5 minutos. Cerca de 420 uL do sobrenadante foi recuperado e
transferido para novos tubos devidamente identificados. As amostras foram precipitadas
com 2 volumes de etanol absoluto (840 uL), misturadas e centrifugadas por 15 minutos a
12.000 g. O DNAfoi lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado por 2 minutos a a
12.000 g. Por fim, o DNA foi seco em capela por 10 minutos, ressuspendido em 40 puL de
T.E. (10 mM de Tris HCI pH 8.0; 1 mM de EDTA pH 7.5) contendo 10ug/pL de

Ribonuclease A, em seguida armazenadoa -20°C.

4.10.2 Confirmacao da clonagem por padrao de restricio de endonucleases

Para visualizar os padrdes de restricdo gerados por endonucleases e selecionar os
clones para sequenciamento foram realizadas digestdoes do DNA plasmidial com as enzimas
EcoR 1 (enzima que libera o inserto do vetor TOPO) e Msp I (enzima de corte frequente),
separadamente. As reacdes de digestao foram realizadas com um volume final de 20 pL
para ambas as enzimas, utilizando 500 ng de DNA plasmidial e 0,6 U para EcoR 1e 10 U
para a enzima Mspl. Em seguida, para visualizacdo da digestdo, as amostras foram
analisadas em gel de agarose 1% como descrito no item 4.5. As amostras que apresentaram
as bandas do vetor e do inserto (3,9 Kb e 1,2 Kb, respectivamente) apds digestdo com EcoR
I foram consideradas positivas para clonagem e, dentre as positivas, aquelas que
apresentaram perfis polimérficos diferentes apds digestdo com Msp I, foram selecionadas

para sequenciamento.

4.11 Sequenciamento de fragmentos de PCR de origem viral

Os DNAs plasmidiais recombinantes contendo fragmentos de origem viral
selecionados por padrdes de restricdo foram enviados para sequenciamento na empresa
Macrogen, na Coréia do Sul. Os fragmentos de origem viral foram sequenciados em ambas
as direcoes (foward e reverse) pelo método de Sanger, utilizando os primers universais T7 e

M13R-pUC.
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4.12 Analises de bioinformatica das sequencias virais

As sequéncias foram trimadas pela localizacdodos primers PAL1v 1978 e PARI1c 496
e, em seguida, foram gerados contigs contendo as sequencias forward e reverse e sequencia
consenso para cada clone, usando o programa Geneious (KEARSE et al., 2012).

As sequéncias consensos de cada contig foram utilizadas em buscas no banco de dados

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), utilizando-se os programas BLASTn.

Os resultados obtidos na pesquisa BLAST foram analisados para a identificacdo de
sequéncias de origem viral. As sequéncias utilizadas para as andlises filogenéticas foram
retiradas do banco de dados GenBank e editadas com auxilio do programa BioEdit (HALL,
1999), para que estivessem na mesma posi¢do e tamanho que os clones obtidos neste
trabalho (1,2 Kb). O programa Muscle 3.8.31 (EDGAR, 2004) foi utilizado para o
alinhamento multiplo das 27 sequéncias dos clones obtidos neste trabalho com 1812
sequéncias de begomovirus obtidas do GenBank. O alinhamento foi revisado manualmente

utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999).

4.12.1 Analise Filogenética

Uma arvore filogenética foi gerada pelo programa FastTree 2.1, utilizando o método
de maxima verossimilhanca com o modelo de evolucdo de nucleotideos de Jukes-Cantor
(GRT+CAT) (PRICE et al., 2010). Para confirmar a confiabilidade dos ramos, o programa
calcula o valor de verossimilhanga para suporte do ramo (aLRT) de acordo com o teste de
Shimodaira, H. e Hasegawa, M (1999). Os ramos com suporte (aLRT) <80% foram
colapsados. Devido ao grande numero de dados da drvore filogenética, apenas os ramos
onde agruparam as sequéncias dos clones deste trabalho foram destacados da arvore

completa, analisados e apresentados separadamente.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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4.13 Amplificacao de componente DNA-A viral completo de BGMV

Como uma etapa adicional a este trabalho, o estudo esequenciamento do DNA-A
viral completo foi iniciado para BGMV. Apoés o resultado das andlises das sequéncias das
amostras de begomovirus identificados em moscas brancas, surgiu a necessidade da sua
confirmacdo por clonagem do DNA-A. Paraisso, primers sobrepostos (Tabela 3) foram
desenhados para amplificacdo do componente DNA-A completo (2,6 Kb) por PCR
invertido, de acordo com PATEL et al. (1993). Os primers foram desenhados para cada
uma das cinco espécies de begomovirus identificadas, contendo um sitio de restri¢ao
apropriado, embora tenha sido amplificado apenas componente A viral para BGMV.

PCR inverso foi realizado utilizando como molde os DNAs isolados de moscas
brancas (item 4.3), usando a Taqg DNA Polimerase Long Amp (NEB) e as combinacdes de
primers F e R (Tabela 3). As condicdes das PCRs foram aquelasmesmas descritas no item

4.4 e Tabela 2.

TABELA 3. Sequénciados primers desenhados para a amplificacdo do DNA-A completo
dos begomovirus a partir de amostras de moscas brancas.

CLONES PRIMER SEQUENCIA
) F 5 GTAGAATTCTCCCCATTCAATGG* 3°
MBIGH-1 |\ 5 cH EeoR T —
SiYBV R 5> TCAGAATTCCAGGTCGACGGCAG 3’
F 5’GATGAATTCCAAGTCGACGGAAG 3’
M};}ﬁ -1 MB1JP1-EcoR 1
SiMMV R5’ TCAGAATTCTCCCCAATCGAGAG 3’
) F 5’ ATTGGATCCCTCATGGCGCTCGA 3’
MBISR-1 |\ 51 SR 1-BamH 1 ——
SiGLSV R 5 TACGGATCCCGCTTCGGCATTTT 3°
: F5’CATGAGCTCTCAACTTCTGTGCT 3°
MBIGH-15 |\ /51 H15.50c 1 ———
CoMoV R5’ ACTGAGCTCCTCCTGGAGTCCTA 3’
) F 5°CGCGTCGACTTGAAAATGACCCCAT 3’
MB1BP-2 MB1BP2-Sal I —
BGMV R 5’TAGGTCGACGGAAGATCTGCTAGAG 3’
F 5’GACGAGCTCTCGTTCAAAAGTCTCT 3’
MB1BP-2 MBI1BP2-Sac 1
BGMV R 5> GACGAGCTCAATCGGGGTACACCCT 3’




46

*Qs sitios de restricao incluidos nos primers estdo sublinhados. Fonte: Dados da pesquisa.

Ap6s a reacdo da PCR, os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese
e bandas de 2,6 Kb, com tamanhos esperados para componente DNA-A completo de
begomovirus BGMV foram eluidas do gel de agarose, usando o protocolo descrito no item
4.8. Os fragmentos eluidos foram clonados de acordo com o item 4.9, os clones
recombinantes de interesse foram selecionados conforme o item 4.10 e DNAs plasmidiais
de interesse foram isolados, selecionados e submetidos para sequenciamento de acordo com

os itens 4.10.1, 4.10.2 e 4.11, respectivamente.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A diversidade de begomovirus presente em dreas do estado de Paraiba e do Distrito
Federal foi acessada a partir do vetor Bemisia tabaci, por amplificacdo parcial do DNA-A

viral, sequenciamento e comparacdo com sequencias de outros begomovirus j4 estudados.

5.1 Isolamento de fragmentos genomicos de begomovirus a partir de moscas brancas

Do DNA total isolado de 17 amostras de B. tabaci coletadas em 12 espécies
vegetais em dreas da Paraiba, Minas Gerais e Distrito Federal, em apenas 8 amostras foram
amplificados por PCR fragmentos tinicos de tamanho esperado (1,2 Kb), usando os primers
especificos (PAL1v 1978 e PARIc 496) para o genoma parcial do componente DNA-A de
begomovirus bipartidos (Figura 5A). Das duas amostras de moscas brancas coletadas em
plantas de algodoeiro em locais diferentes do estado da Paraiba, a presenca de banda
esperada para o DNA viral foi observada apenas na amostra da EMEPA-PB (poco 3). Isto
pode ter ocorrido devido ao fato de que as moscas dessa amostra EMEPA-PB foram
coletadas em campo aberto, com maior oportunidade de terem se alimentado também em
outras espécies de plantas infectadas, que por ventura estivessem presentes no local.

Das 9 amostras de moscas brancas coletadas em plantas em locais diferentes da area
do CENARGEN-DF, somente em 3 delas (soja e Emilia 1 e leiteiro) foi obtida

amplificacdo de fragmentos esperados para o DNA-A parcial de begomovirus. Ja nas
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4amostras de moscas brancas coletadas no Lago Norte-DF, em todas foram observados
amplicons unicos especificos. Por outro lado, nenhum fragmento foi amplificado a partir

dos DNAs isolados de 2 amostras de moscas brancas coletadas em Buritis-MG (Figura SA).

FIGURA 5. Produtos da amplificacdo por PCR (A), RCA (B) e PCR-RCA (C) de DNA-A
de begomovirus a partir de DNA total isolado de moscas brancas coletadas em 11 espécies
vegetais. As amostras em cada poco estdo identificadas pela numeragdo entre parénteses,
conforme a Tabela 1. 1. algoddo (1). 2. Soja (2). 3. algoddo (3). 4. algodao (4). 5. caruru
(5). 6. sida (6). 7. soja (8). 8. Emilia (10). 9. picdo preto (9). 10. Emilia (11). 11. barba-de-
falcao (12). 12. jatrofa 1 (14). 13. jatrofa 2 (15). 14. berinjela (16). 15. malvona (17). 16.
Leiteiro (13). 17. feijao (7). C+, amostra sabidamente infectada por begomovirus. M,

Marcador de massa molecular 1 Kb Ladder plus (Invitrogen).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Fonte: Dados da pesquisa.
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Um dos fatores que pode ter influenciado a ndo amplificagio do DNA-A de
begomovirus a partir de DNA total extraido de moscas brancas € a concentragdo do DNA
viral presente no DNA total. A concentracdo de DNA viral em DNA total extraido de
moscas brancas vai depender do nimero de plantas infectadas em que elas se alimentaram,
assim como da concentragdo de virus nas plantas e tempo de alimentacdo. Ainda,
recentemente foi demonstrado que a quantidade de virus dentro de moscas brancas adultas
aumenta significativamente como resultado da replicacdo viral dentro do vetor, embora
ocorram altera¢des no sistema imune e respostas de defesa do inseto que podem culminar
com a supressao da replicacao viral (PAKKIANATHAN et al., 2015). Portanto, é possivel
que o DNA viral esteja presente em outras amostras de moscas brancas examinadas, mas
que a concentracdo nao tenha sido suficiente para sua detec¢dao por PCR, sendo necessdria a
aplicacdo de técnicas mais especificas que aumentem a concentracao do DNA viral.

Neste sentido, o enriquecimento do DNA viral foi obtido por RCA, a partir do DNA
total extraido de moscas brancas coletadas em plantas das dreas de Buritis-MG (algodao e
soja); da EMBRAPA Algodao-PB (algodao) e do CENARGEN-DF (caruru, sida, picao
preto, Emilia 2 e barba-de-falcdo), levando a amplificacdo de fragmentos esperados para o
DNA-A de begomovirus em 7 amostras anteriormente consideradas negativas por PCR
(Figura 5B). Enriquecimento de DNA-A de begomovirus promovido por RCA foi
observado ainda nas amostras 7, 13 e 15 (Figura 5B), em que a intensidade do fragmento
esperado apresentou-se maior do que aquela obtida por PCR (Figura 5A), indicando que
deve ter ocorrido um aumento na concentracdo do DNA viral.

No ano 2004, INOUE-NAGATA et al. descreveram a utilizacdo de RCA para a
amplificacio do DNA gendmico de geminivirus, como uma estratégia que permitiu o
aumento do numero de moléculas virais presentes em DNAs extraidos de amostras de
plantas sintomadticas, facilitando o estudo desses virus. O produto gerado pela RCA € uma
série de concatameros das moléculas circulares virais que podem ser visualizados em gel de
agarose como uma banda de alta massa molecular, como demonstrado na Figura 6.
Entretanto, deve-se ressaltar que o produto desta reagdo de RCA € dependente da
concentracdo inicial de moléculas virais na amostra.

Visando um maior enriquecimento do DNA viral, aliquotas de RCA foram usadas

como molde para amplificacdo de segmentos parciais de DNA-A de begomovirus por PCR
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(PCR-RCA), os quais foram observados em 15 amostras como bandas unicas especificas,
com alta intensidade quando visualizadas em gel de agarose (Figura 5C). Estas bandas
foram obtidas a partir de 7 amostras consideradas positivas também para PCR e RCA (7, 8,
12, 13, 14, 15, e 16) e em outras 7 amostras consideradas enriquecidas pela RCA (1, 2, 4, 5,
9, 10 e 11), visto que ndo apresentaram produtos da PCR.

Das 15 amostras que se mostraram positivas para a amplificacdo parcial de DNA-A
de begomovirus por PCR-RCA, 8 foram selecionadas para estudos posteriores de clonagem
e identificacdo da espécie viral presente em cada amostra. O primeiro critério de selecdo
adotado foi estudar amostras de moscas brancas coletadas em espécies vegetais com poucos
relatos associados a infec¢do por begomovirus. Como segundo critério considerou-se os
resultados observados nos géis de agarose das reacdes de PCR, RCA e PCR da RCA
(Figuras 5). Entre as amostras selecionadas que se mostraram positivas nas 3 reagdes
incluiu-se a amostra oriunda de moscas brancas de algodio da EMEPA-PB que, apesar de
ndo apresentar amplicons por meio da reacdo da RCA, ela foi positiva nas demais reagdes.
Sua inclusdo ocorreu por se tratar de uma amostra da regido da Paraiba, cujo interesse de
ser estudada se deve ao fato de ter sido coletada em plantas de uma cultura de grande
importancia para agricultores e comerciantes de toda regido.

Em sintese, as amostras escolhidas foram isoladas de moscas brancas presentes em
algodao EMEPA-PB; trés amostras coletadas no CENARGEN (Emilia 1, picdo preto e
barba-de-falcdo); além de quatro amostras coletadas no Lago Norte (jatrofa 1, jatrofa 2,
berinjela e malvona). Em seguida, como resultado de nova PCR da RCA para as 08
amostras selecionadas, bandas Unicas de tamanho esperado de 1,2 Kb foram obtidas em

grande intensidade (Figura 6), confirmando mais uma vez os dados anteriores.
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FIGURA 6. Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos da amplificacio por PCR a
partir de DNA de begomovirus amplificados por circulo rolante para eluicdo de amplicons
de interesse. As amostras estdo identificadas entre parénteses conforme a Tabela 1. M,
Marcador de massa molecular 1 kb Ladder Plus (Invitrogen).1. algoddo (3). 2. Emilia (11).
3. picdo preto (9). 4. barba-de-falcdo (13). 5. jatrofa 1 (14). 6. jatrofa 2 (15). 7. berinjela
(16). 8. malvona (17).

Fonte: Dados da pesquisa

As 8 bandas eluidas do gel de agarose foram clonadas em vetor Topo TA 2.1 com
sucesso. Nas placas foram observadas colonias azuis e brancas, das quais as colOnias
brancas foram selecionadas, pois indicam que o vetor estd ligado ao inserto, interrompendo
a expressdo do gene LacZ. A presenca da proteina expressa pelo gene LacZ € responsavel
pela cor azul das colonias na presenca do substrato X-Gal, indicando que nestas o vetor nao
possui inserto.

Para as clonagens dos 8 fragmentos de 1,2 Kb de begomovirus indicados na Figura
8, a presenca dos insertos foi confirmada por padrdes de restricio gerados pelas enzimas
EcoR 1 e Msp I em DNAs plasmidiais extraidos de colonias brancas selecionadas em meio
liquido, contendo o antibidtico canamicina. Na Figura 7 estdo representados os padrdes de

restricao obtidos para DNAs plasmidiais extraidos e digeridos com EcoR I para 16 clones
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selecionados da clonagem dos fragmentos amplificados de DNAs de moscas brancas
coletadas em Algodao EMEPA-PB, 10 clones da clonagem a partir de barba-de-falcdo e 7
de jatrofa 1.

A enzima EcoR 1 corta nas extremidades do inserto liberando os fragmentos de
vetor e de insertos. Com exce¢do dos clones 7 (algoddo), 3 e 9 de barba-de-falcao, todos os
demais clones apresentaram inserto. Em algumas amostras observaram-se bandas com
padrdes diferentes daqueles esperados, porém em muitas amostras pode-se observar que a
soma do tamanho dessas bandas apresenta o tamanho total esperado do inserto de 1,2 Kb,
indicando a ocorréncia de outro sitio de restricdo da enzima dentro do inserto (Figura 7).
Foram também analisados 4 clones da clonagem a partir de picdo preto, 1 clone de Emilia
1, 6 clones de jatrofa 2, 7 clones de berinjela e 3 de malvona (dados ndo mostrados),

totalizando 54 clones.

FIGURA 7. Amostragem representativa de fragmentos de restricdo gerados pela enzima
EcoR 1 em DNAs plasmidiais isolados de colonias selecionadas nas clonagens de insertos
de 1,2 Kb de begomovirus amplificados a partir de DNAs isolados de moscas brancas
coletadas em algoddao (3), barba-de-falcdo (12) e jatrofa 1 (14). As amostras estdo
identificadas entre parénteses conforme a Tabela 1. M, Marcador de massa molecular 1 Kb

Ladder plus (Invitrogen).

M 12 3 435
= =

-
-
-
-
-
-

Fonte: Dados da pesquisa.

A andlise do padrdo de restricdo gerada pela enzima Mspl em todos os clones

recombinantes selecionados levou a observacdo de pelo menos 15 padrdes de restricao
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diferentes entre e dentro das amostras (Figura 8). Dos 16 DNAs plasmidiais da clonagem a
partir de algoddo EMEPA-PB foram observados 6 padrdes de restricdo diferentes. Da
clonagem a partir de picao preto, os 4 DNAs plasmidiais digeridos apresentaram padroes
diferentes. Nas 8 amostras de clones da clonagem a partir de barba-de-falcao foi possivel
observar 3 padrdes de restricao diferentes e nas 7 amostras da clonagem a partir de jatrofa 1
foram identificados apenas 2 padrdes diferentes. Da clonagem a partir de Emilial s6 foi
possivel a obtencdo de 1 clone positivo, apresentando, portanto, apenas um padrdo de

restri¢do.

FIGURA 8. Amostragem representativa de fragmentos de restricdo gerados pela enzima
Msp I em DNAs plasmidiais isolados de coldnias selecionadas no sistema azul/branco e na
canamicina de clonagens de insertos de 1,2 Kb de begomovirus amplificados a partir de
DNAS isolados de moscas brancas coletadas em algoddo (3), picdo preto (9), barba-de-
falcao (12), jatrofal (16) e Emilia (11). As amostras estdo identificadas entre paréntesis

conforme a Tabela 1. M, Marcador de massa molecular 1 Kb Ladder plus (Invitrogen).

.5

Fonte: Dados da pesquisa

Estes padrdes diferentes podem indicar possivelmente a presenca de begomovirus
diferentes nas amostras ou podem ser devido ao posicionamento do inserto quando da
entrada e incorporacdo no vetor Topo TA 2.1. Por isso, com base nestes resultados dos
perfis de restricdo gerados pelas duas enzimas citadas, DNAs plasmidiais de 27 amostras
que apresentaram padrdes de restricdo diferentes foram selecionadas e sequenciadas em

ambos 0s sentidos.
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5.2 Diversidade de begomovirus presente em moscas brancas de areas da Paraiba e do

Distrito Federal

DNA-A sequenciado a partir de 27 clones obtidos de amostras de moscas brancas
coletadas em 07 espécies vegetais na Paraiba e no Distrito Federal compartilharam entre
89% a 99% de identidade de sequencias de nucleotideos com virus apenas do género

Begomovirus (Tabela 4).

TABELA 4. Identidade via BLASTn de sequencias de nucleotideos isoladas a partir de
moscas brancas com begomovirus. SiYBV (Sida yellow blotch virus); CoMoV (Corchorus
mottle virus); SIMMYV (Sida micranta mosaic virus); BGMV(Bean golden mosaic virus);
SiGLSV (Sidastrum golden leaf spot virus). *Na sigla dos clones, por exemplo, MB1GHI,
estdo indicadas as abreviaturas de mosca branca (MB), identificacdo da amostra coletada

(1), o nome cientifico da planta hospedeira (GH-G. hirsutum) e nimero do clone (1).

Numerode | Identidade
" ,
Amostras Local de Coleta Clones Virus ACesso via BLASTn
EMEPA-PB MBIGH_1| SiYBV JX871382.1 89%
EMEPA-PB MBIGH_2| SiYBV JX871382.1 89%
EMEPA-PB MBI1GH_3| SiYBV JX871382.1 89%
Algodao
(Gossypium hirsutum) )
EMEPA-PB MBI1GH_8| SiYBV JX871382.1 89%
EMEPA-PB |MBIGH_13| SiYBV JX871382.1 89%
EMEPA-PB |MBIGH_15] CoMoV JQ805781.1 93%
Emilia .
- .. .. ~ | CENARGEN-DF |MB1EM_1| SiMMV JX415194.1 98%
(Emilia sonchifolia)
] CENARGEN-DF | MB1BP_1| BGMV KJ939817.1 99%
Picéo preto
(Bidens pilosa)
CENARGEN-DF | MB1BP_2 | BGMV KJ939817.1 99%
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CENARGEN-DF | MB1BP_3 | BGMV KJ939817.1 99%
CENARGEN-DF | MB1BP_4 | BGMV KJ939817.1 99%
CENARGEN-DF | MBICJ_2 | BGMV KJ939849.1 99%
Barba-de-falcio | ~p\ARGEN.DF| MBICJ_7 | BGMV | KJ939849.1 99%
(Crepis japonica)
CENARGEN-DF | MB1CJ_8 | BGMV KJ939849.1 99%
Lago Norte-DF | MB1JP_1 | SiMMV FJ686693.1 96%
Lago Norte-DF | MB1JP_2 | SiMMV FJ686693.1 96%
Lago Norte-DF | MB1JP_4 | SiMMV FJ686693.1 96%
Jatrofa 1
(Jatropha padagrica) )
Lago Norte-DF | MB1JP_5 | SiMMV FJ686693.1 96%
Lago Norte-DF | MB1JP_6 | SiMMV FJ686693.1 96%
Lago Norte-DF | MB1JP_7 | SiMMV FJ686693.1 96%
Lago Norte-DF | MB2JP_1 | BGMV KJ939849.1 99%
Jawrofa2 1400 Norte-DF | MB2JP 6 | BGMV | KJ939849.1 99%
(Jatropha padagrica)
Lago Norte-DF | MB2JP_7 BGMV KJ939849.1 90%
o Lago Norte-DF | MB1SM_2| BGMV KJ939849.1 99%
Berinjela
(Solanum melongena)
Lago Norte-DF |MBISM_7| BGMV KJ939849.1 99%
Lago Norte-DF | MBISR_1 | SiGLSV | HM357458.2 90%
Malvona
(Sidastrum sp.) .
Lago Norte-DF | MBISR_2 | SiGLSV HM357458.2 89%

Fonte: Dados da pesquisa.

A diversidade de begomovirus encontrada em B. tabaci coletada em folhas de 7

espécies vegetais nos locais estudados foi representada por 5 diferentes espécies: SiYBV,

CoMoV, SiIMMYV, BGMYV e SiGLSV, e nido necessariamente reflete a diversidade de
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begomovirus presente nas plantas de onde foram coletadas. Espécies de moscas brancas
tém a capacidade de voar a curtas elongas distancias, indo até 7 km distantes das plantas
onde foram primeiramente encontradas. Podem também ser observadas desde 10 cm acima
da superficie do solo até 300 m de altura (GALLO et al., 2012). Com bastante autonomia
de vdo, moscas brancas podem visitar vérias plantas e adquirir virus em uma d&rea
relativamente grande. Dessa maneira, pode-se inferir que moscas brancas podem adquirir
diferentes virus de plantas infectadas préximas ou distantes da planta onde foram coletadas.

Interessantemente, dos 6 clones isolados de moscas brancas coletadas em folhas de
algodoeiro EMEPA-PB, 5 deles continham sequencias que compartilharam 89% de
identidade com DNA-A de Sida yellow blotch virus (JX871382.1) e 1 compartilhou 93%
com Corchorus mottle virus (JQ805781.1). SiYBV, ainda ndo descrito infectando
algodoeiro, foi primeiramente isolado de plantas de Sida urens no estado de Alagoas
(TAVARES et al., 2012) e mais recentemente de plantas de Sida sp. coletada na regidao do
municipio de Ibimirin, Pernambuco (RIBEIRO et al., dados ndo publicados), sugerindo que
esse virus encontra-se amplamente disseminado, pelo menos em plantas daninhas, na area
da regido Nordeste que engloba os estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco. Da mesma
forma, CoMoV foi descrito em Cochorus hirtus (L.), uma planta da mesma familia do
algodao (Malvaceae) na regido do municipio de Sao Joaquim do Monte, em Pernambuco,
nesta mesma regido (BLAWID et al., 2013). Na nova revisdo de nomenclatura proposta

pelo ICTV http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp, o CoMoV (JQ805781) foi

renomeado para Abutilon mosaic Brazil virus (AbMBYV).

O begomovirus AbMBV foi identificado infectando a planta Abutilon sp.
(Malvaceae) no estado da Bahia, apresentando componentes gendOmicos diferentes da
espécie ABMV proveniente do oeste da India. O potencial de transmissio do virus para a
espécie Malva parviflora foi demonstrado artificialmente por inoculac¢io via biobalistica, o
que levou a sinais caracteristicos de clareamento de nervuras e mosaico (PAPROTKA;
METZLER; JESKE, 2010). Portanto, a identificacao desse virus agora no estado da Paraiba
revela sua dissemina¢do na regido Nordeste do Brasil e presencanas moscas brancas
coletadas em plantas da familia Malvaceae, neste trabalho.

Na cultura do algodoeiro, AbMBYV foi descrito em algodoais de baixa frequéncia,

no estado de Sao Paulo, sem expressdao econdmica (KITAJIMA, 2014), entretanto, trata-se


http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp
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de descri¢des antigas, sem evidéncia molecular, baseadas principalmente em sintomas e
transmissdo. O primeiro begomovirus que foi isolado e sequenciado a partir desta cultura
foi o Cotton chlorotic spot virus, isolado de plantas coletadas em Campina Grande, PB
(ALMEIDA, 2013). Considerando os critérios da atual taxonomia de virus, se faz
necessario evidéncia molecular para confirmar a descricio e presengca de AbMBV em
algodoeiro. Neste sentido, embora a identificacdo de AbDMBYV em moscas brancas coletadas
em folhas de algodoeiro na Paraiba indique apenas a presenca desse virus na drea da coleta,
se faz importante o estudo diagnéstico de AbMBV em folhas de algodoeiro do local da
coleta estudado para verificar sua presenca nesta cultura, e € assunto das proximas
pesquisas.

Predominante foi a presenca de isolados de Bean golden mosaic virus em DNAs
clonados de moscas brancas coletadas em picdo preto (4 clones), barba-de-falcio (3
clones), jatrofa 2 (3 clones) e em berinjela (2 clones), sendo que todos compartilharam
identidade de sequencias com DNA-A de isolados de BGMV descritos infectando
leguminosas no Brasil (SOBRINHO et al., 2014). As sequencias de nucleotideos dos 4
clones de picdo preto compartilharam 99% de identidade com sequencias de DNA-A do
isolado BGMYV (KJ939817.1), apenas 01 clone de jatrofa 2 apresentou 90% de identidade
com o isolado BGMV (KJ939849.1), enquanto que os 7 clones restantes apresentaram 99%
de identidade com o isolado BGMYV (KJ939849.1).

Para estudar a variabilidade entre os isolados de BGMYV, uma matriz de identidade
de sequéncias foi gerada, revelando que a identidade variou de 98,7 a 99,7% entre si
(Dados nao mostrados). Brown et al. (2015) propuseram um limiar de 91% e 94% de
identidade para o componente A completo, para a demarcacao de espécie e estirpe (strain)
de begomovirus, respectivamente, baseado na identidade de pares verdadeiros de genomas
calculada por alinhamentos com a exclusdo de caracteres gap. Portanto, as sequencias dos
isolados de BGMYV deste trabalho deverdo ser analisadas por este critério para confirmar a
hipdtese de pertencerem a mesma estirpe. Apesar de ter sido identificado BGMV em
moscas brancas coletadas em berinjela, ndo existem relatos da infec¢ao de berinjela por este
begomovirus. Portanto, é possivel que estas moscas brancas tenham adquirido BGMV em

outras plantas presentes na area do Lago Norte, DF.
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Isolados de Sida micrantha mosaic virus (SiMMYV) foram identificados nas
amostras de DNAs clonados de moscas brancas coletadas nas plantas Emilia (1 clone) e
jatrofa 1 (6 clones), compartilhando 98% e 96% de identidade de sequencias com o isolado
SIMMV(JX415194.1), descrito em plantas sintomdticas de tomate no Brasil Central
(BARRETO et al., 2013), e com o isolado SIMMYV (FJ686693.1), descrito em plantas de
soja infectadas no municipio de Santo Antonio de Goids, GO (FERNANDES et al., 2009),
respectivamente. Curiosamente, begomovirus diferentes foram encontrados nas duas
plantas de jatrofa (1 e 2) coletadas no Lago Norte-DF, SIMMYV e BGMV, respectivamente.
O begomovirus SIMMV ¢ aparentemente de rdpida expansdo e apresenta uma gama de
hospedeiras, incluindo espécies de Malvaceae, Solanaceae e leguminosas (FERNANDES et
al., 2009).

DNAs clonados (2 clones) de moscas brancas coletadas na planta malvona
(Sidastrum sp.) compartilharam 89% e 90% de identidade de sequencias com o DNA-A do
isolado Sidastrum golden leaf spot virus - SIGLSV (HM357458.2) identificado em plantas
de Sidastrum sp. (FONSECA et al., 2011). Este virus foi relatado no depdsito da sequéncia
do componente completo do DNA-A como um novo begomovirus infectando Sidastrum no
Distrito Federal, Brasil, por submissdo direta no banco de dados GenBank/NCBI sob
nimero de acesso HM357458.2. Este virus também consta na lista completa de isolados de
begomovirus datada de 05 de marco de 2015, que foi preparada por membros do Grupo de
Estudos Geminiviridae e contém os nomes oficiais das espécies, nome do isolado e
acronomia para todos os isolados de begomovirus cujas sequencias estdo depositadas no
GenBank, regularmente atualizada e disponibilizada pelo ICTV para pelo endereco

www.talk.ictvonline.org/ictv_wikis/m/files _gemini/5120/download.aspx.

Portanto, € possivel que moscas brancas coletadas na planta malvona, apresentando
sintomas caracteristicos de infeccdo por begomovirus (Figura 1M), tenham adquirido o
virus SiGLSV durante sua alimenta¢do nas mesmas. Entretanto, esta hipétese precisa ser
confirmada pela detec¢do e sequenciamento de segmentos do genoma de DNA-A desse
virus a partir do DNA total extraido das folhas coletadas na referida planta.

Os percentuais de 89% e 90% de identidade de sequencias com o DNA-A do
isolado SiGLSV (HM357458.2), observados para os 2 clones deste trabalho por meio da

andlise usando o Programa BLASTn, precisam ser confirmados por anélise de demarcacao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=228897
http://www.talk.ictvonline.org/ictv_wikis/m/files_gemini/5120/download.aspx
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de espécie e isolados usando sequencias completas do componente de DNA-A de
begomovirus a partir do DNA total isolado das moscas brancas/malvona, para a
classificacdo e taxonomia correta de begomovirus presente nestas amostras, de acordo com
Brown et al. (2015).

Em sintese, nenhum dos 5 begomovirus identificados em moscas brancas coletadas
em areas da Paraiba e do Distrito Federal foram descritos infectando as plantas de onde as
moscas foram coletadas (SiYBV/algodao, SiMM V/jatrofa e Emilia, e BGMV/ picdo preto,
barba de falcdo, berinjela e jatrofa). Portanto, é possivel que as moscas brancas coletadas
tenham adquirido estes virus em outras plantas presentes na drea de coleta. Esta descoberta
reflete a importancia da estratégia utilizada neste trabalho para detectar a diversidade de
begomovirus presente em uma determinada drea, a partir do vetor mosca branca,
considerando que os virus identificados podem ser transmitidos para novas plantas

hospedeiras em potencial.

5.3 Filogenia de begomovirus da Paraiba e do Distrito Federal

Suporte filogenético foi dado para todas as 27 sequencias novas isoladas neste
trabalho, identificadas na Tabela 3, agrupando-as em 4 ramos que foram destacados de uma
arvore filogenética maior, gerada apds alinhamento com 1812 sequencias parciais de DNA-
A de begomovirus disponiveis no banco de dados internacional GenBank (Figuras 9 a 12).

Na Figura 9 estd representado o ramo da arvore que apresenta o clone MB1GH-15
isolado de moscas brancas coletadas em algodao, EMEPA-PB. Neste ramo, o clone
MBI1GH-15 foi agrupado no cluster I1I, intimamente relacionado com o CoMoV (sindnimo
Abutilon mosaic Brazil virus — AbMBYV, acesso JQ805781.1), o mesmo virus que
compartilhou 99% de identidade no resultado do BLASTn, juntamente com mais 6
sequencias de isolados de AbMBV. A variabilidade presente entre os isolados foi refletida
pela diferenca entre os comprimentos dos bragos que abrigaram as sequencias, em relagao

aos nods internos de ancestralidade.
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FIGURA 9. Ramo da arvore filogenética onde a sequéncia MBIGH15 detectada neste
estudo foi agrupada por andlise de mdxima verossimilhanca quando comparada com outras

sequencias do GenBank. Os ramos com suporte (aLRT) <80% foram colapsados
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Na Figura 10 encontra-se o ramo da arvore filogenética para segmentos de DNA-A
de begomovirus, apresentando 2 clusters bem definidos onde foram agrupadas as demais
sequencias isoladas de moscas brancas coletadas de folhas de algodoeiro EMEPA-PB
(clones MBIGH2, MBIGHS, MBI1GHI, MBIGH3, MBI1GHI3) comparadas por
identidade com sequencias de begomovirus do GenBank. As 5 sequencias desse trabalho
agruparam todas juntas no Cluster I, intimamente relacionadas as sequencias de isolados de
SiYBV, como esperado.

Compondo o Cluster 2 estdo 6 sequencias de isolados de SiMoAV (Sida mottle
Alagoas virus) disponiveis no GenBank, indicando relagdes ancestrais entre estas 2 duas
espécies de begomovirus. Isolados de SIMoAV também foram identificados nos estados de
Bahia, Ceard, Pernambuco na Regidao Nordeste, além da regido norte do estado de Minas
Gerais infectando tomateiro por Souza e Nagata (2013), compondo a diversidade de

begomovirus nesta regido da Caatinga do Brasil.
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FIGURA 10. Ramo da arvore filogenética onde as sequéncias MBIGHI1, MB1GH2,
MB1GH3, MB1GH8 e MB1GH13, geradas no trabalho, foram agrupadas por anélise de
maxima verossimilhan¢a quando comparada com outras sequencias do GenBank. Ramo da

arvore filogenética onde. Os ramos com suporte (aLRT) <80% foram colapsados.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Na Figura 11 estd representado o ramo da arvore filogenética contendo sequencias
de isolados de Sida micrantha mosaic virus (SiIMMYV) agrupadas em 3 clusters, suportados
pela andlise de mdxima verossimilhanca, onde as sequencias de DNA-A de begomovirus
isoladas de moscas brancas coletadas na planta Emilia (MBIEMI1) e na planta jatrofa 1
(MB1JP1, MB1JP2, MBI1JP4, MB1JP5, MB1JP6, MB1JP7) foram agrupadas com
sequencias isolados de SiMMV do GenBank em 2 Clusters distintos (I e III),
respectivamente, indicando que os isolados de Emilia e de jatrofa podem ser variantes de
SiIMMV.

O isolado detectado de SiMMV em moscas brancas coletadas em Emilia neste
trabalho agrupou no cluster I junto com sequencias de isolados de descritos em plantas na
regido do Goids GO. No Cluster II foram agrupadas apenas sequencias de 3 isolados de
SiMMYV descritos em plantas do Mato Grosso do Sul MS. Por outro lado, no cluster III foi
agrupada uma maior variabilidade de sequéncias de isolados de SIMMYV, apresentada em 7
subgrupos, onde as 6 sequéncias isoladas de moscas brancas coletas em jatrofa 1 agruparam
juntas em dos subgrupos, tendo sido observado ainda um subgrupo composto apenas por 3
sequencias de isolados de SIMMYV descritas em plantas na Bolivia.

Segundo Castillo-Urquiza et al. (2008), o begomovirus SIMMYV ¢ caracterizado por
infectar plantas invasoras como Sida spp., mas que também ja foi descrito infectando
plantas cultivadas como o tomateiro. Essas ocorréncias podem ser justificadas pela
habilidade desses virus se adaptarem rapidamente as hospedeiras cultivadas, através de
mecanismos de evolugdo caracteristicos de membros da familia Geminiviridae como a

recombinacdo, deriva genética e principalmente mutacdo (ROCHA et al., 2013).
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FIGURA 11. Ramo da arvore filogenética onde s sequéncias MBIEMI1 e MBI1JPI;
MB1JP2; MB1JP4; MB1JP5; MB1JP6; MB1JP7, geradas no trabalho, foi agrupada por
andlise de maxima verossimilhanca quando comparada com outras sequencias do GenBank.

Os ramos com suporte (aLRT) <80% foram colapsados.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na Figura 12 esta representado o ramo da arvore filogenética contendo 2 Clusters,
onde foram agrupadas juntas no Cluster I as 14 sequencias de nucleotideos isoladas de
moscas brancas coletadas em folhas de picdo preto (4), de barba-de-falcdo (3), de jatrofa 2
(3) e de berinjela (2) com sequéncias intimamente relacionadas com DNA-A de isolados de
BGMV do GenBank. No Cluster II foram agrupadas as 2 sequencias de nucleotideos
isoladas de moscas brancas coletadas em malvona juntamente com 1 sequencia de

begomovirus SiGLSV.
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FIGURA 12. Ramo da arvore filogenética onde as sequéncias MBISR1; MBI1SR2;
MBI1BP1; MB1BP2; MBI1BP3; MB1BP4; MB1SM2; MBISM7; MBI1CJ2; MBI1CJ7;
MBI1CJ8; MB2JP1; MB2JP6 e MB2JP7, geradas no trabalho, foram agrupadas. Os ramos

com suporte (aLRT) <80% foram colapsados.
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5.4 Isolamento do componente DNA-A de begomovirus de areas do Distrito Federal

A amplificagdo por PCR de tamanho esperado (2,6 Kb) para o componente DNA-A
de begomovirus foi obtida a partir de moscas brancas coletadas nas plantas de picdo preto
(9), barba-de-falcao (12), jatrofa 2 (15) e berinjela (16), no Distrito Federal, utilizando as
combinagdes de primers MB1BP_2 Sal I e MB1BP_2 Sac 1, especificos para BGMV
(FIGURAS 13 ¢ 14).

Uma elevada quantidade de amplicons especificos para o componente DNA-A de
begomovirus foi amplificada a partir das amostras de moscas brancas coletas em barba-de-
falcao, jatrofa 2 e berinjela pela enzima Taq DNA polimerase Long Amp (NEB), usando as
duas combinacdes de primers (Figura 13A e B), o que ndo foi observado para a amostra de

mosca branca coletada em picao preto.

FIGURA 13. Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos da amplificacdo por PCR de
componente DNA-A de begomovirus completo, a partir de moscas brancas coletadas em
picdo preto (9), barba-de-falcdo (12), jatrofa 2 (15) e berinjela (16), usando a enzima Taq
DNA polimerase Long Amp (NEB) e as combinagdes de primers MBIBP_2 Sal I (A) e
MBI1BP_2 Sac I (B), especificos para BGMV.

Fonte: Dados da pesquisa.

Curiosamente, o uso da enzima DNA Polimerase Phusion High fidelity (New
England BioLabs) promoveu elevadas quantidades de amplicons do tamanho esperado para
o DNA-A completo de begomovirus a partir da amostra de moscas brancas coletadas em

picdo preto, utilizando as duas combinag¢des de primers (Figura 14 A e B).
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FIGURA 14. Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos da amplificagdo por PCR de
DNA-A completo de begomovirus a partir de moscas brancas coletadas em picdo preto na
area do Distrito Federal, utilizando a enzima DNA Polimerase Phusion High fidelity (New
England BioLabs) e os pares de primers MB1BP_2 Sal I (A) e MB1BP_2 Sac 1 (B),
especificos para BGMV. 11. DNA de picao preto concentrado. 12. DNA de picdo preto
diluido.

Fonte: Dados da pesquisa.

A amplificacio do segmento gendmico do componente DNA-A completo
confirmou a presenca de begomovirus nas amostras de moscas brancas coletadas em picdo
preto, barba-de-falcdo, jatrofa 2 e berinjela, no Distrito Federal, j4 validada anteriormente
por sequenciamento (item 5.2), sendo possivelmente da espécie BGMV, devido a
especificidade dos primers utilizados.

Os fragmentos do componente DNA-A completo amplificados pela combinagdo de
primers MB1BP_2 Sal I a partir das quatro amostras isoladas de moscas brancas coletadas
em picdo preto, barba-de-falcdo, jatrofa 1 e berinjela, sendo 02, 03, 03 e 03 clones,
respectivamente, foram eluidos e clonados em vetor Topo TA 2.1.

A clonagem dos fragmentos de DNA viral foi analisada por padrdes de restri¢ao

obtidos pelas enzimas EcoR I e Msp I em DNAs plasmidiais extraidos de coldnias brancas
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selecionadas em meio LB liquido, contendo o antibidtico canamicina. Todas as amostras
digeridas com a enzima EcoR 1 apresentaram o fragmento de tamanho esperado para o
vetor (3,9 Kb), porém a presenca de fragmentos do componente DNA-A completo de
begomovirus (2,6 Kb) foi confirmada para clones das quatro clonagens a partir de moscas
coletadas em picao preto (clones 1 e 2), barba-de-falcao (clone 1), Jatrofa 02 (clones 1 e 3),

e berinjela(clones 1 e 2) o tamanho esperado (Figura 15).

FIGURA 15. Eletroforese em gel de agarose 1% de fragmentos de restricdo gerados pela
enzima EcoR I em DNAs plasmidiais de amostragem representativa de clones (1-3) das
clonagens de segmentos do componente DNA-A de begomovirus amplificados de moscas
brancas coletadas em picdo preto (9), barba-de-falcao (12), jatrofa 2 (15) e berinjela (16),

usando a combinacdo de primers MB1BP_2 Sal 1.

3,9Kb -m- -

Fonte: Dados da pesquisa.

Seis padroes de restricdo foram gerados pela enzima Msp I em sete DNAs
plasmidiais recombinantes selecionados por perfil de restricdio com EcoR I (Figura 16).
Padrdes de restricao diferentes foram observados dentro e entre os clones de DNA-A de

begomovirus a partir de moscas coletadas em picdo preto (clones 1 e 2), barba-de-falcio
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(clone 1) e Jatrofa 02 (clones 1 e 3), enquanto que os dois clones de berinjela apresentaram

padrdo similar e berinjela(clones 1 e 2).

FIGURA 16. Eletroforese em gel de agarose 1% de fragmentos de restricio gerados pela
enzima Msp 1 em DNAs plasmidiais de clones (1-3) das clonagens de segmentos do
componente DNA-A de begomovirus amplificados de moscas brancas coletadas em picao
preto (9), barba-de-falcao (12), jatrofa 2 (15) e berinjela (16), usando a combinacdo de
primers MB1BP_2 Sal 1.

Fonte: Dados da pesquisa.

Uma explicagdo para os diferentes padrdes de restricdo observados pode ser a
posicdo em que os fragmentos de DNA-A de begomovirus tenham sido inseridos no vetor
nas dire¢Oes sentido e antissentido. Por outro lado, pode-se considerar ainda a presenca de
variabilidade genética interna entre os isolados virais.

Os sete DNAs plasmidiais conduzindo DNA-A de begomovirus, selecionados por

padrdes de restri¢do, foram devidamente identificados como MB1BP-1 e MB1BP-2 para
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mosca branca 1 Bidens pilosa clones 1 e 2 (picdo preto), MB1CJ-3 para mosca branca 1
Crepis japonica clone 1 (barba-de-falcao), MB2JP-1 e MB2JP-3 para mosca branca 1
Jatropha podagrica 2 clones 1 e 3 (jatrofa 2), e MB1SM-1 e MB1SM-2 para mosca branca
1 Solanum melongena 1 clones 1 e 2 (berinjela), e enviados para sequenciamentos na
Coreia do Sul.

A estratégia de seqiienciamento do genoma completo do componente do DNA-A
begomovirus tem sido utilizada como critério para a atual taxonomia da Familia de virus
Geminiviridae (VARSANI et al., 2014) e do género Begomovirus, demarcando espécies e
isolados desse género (BROWN et al, 2015). De acordo Brown et al. (2015), o
componente DNA-A ¢ eficiente para realizar as fun¢des essenciais dos virus, relacionados
com a replicacdo e a0 movimento, enquanto o componente DNA-B ndo é considerado para
demarcar novas espécies. Isto se deve ao fato de que begomovirus descritos no velho
mundo podem apresentar genomas monopartidos, ndo apresentando o segmento DNA-B
presente nos begomovirus bipartidos descritos no novo mundo. Desse modo, o segmento
DNA-A estard presente em todos os begomovirus, sendo possivel sua utilizacdo para
realizar caracterizagdo e taxonomia de virus deste género. A importancia desse método €
que, anteriormente, estudos de taxonomia eram realizados a partir dos sintomas e das
espécies isoladas das plantas, porém hoje € mais confidvel a realizacdo do sequenciamento
do genoma viral.

O fator inovador deste trabalho se faz notar pela estratégia de identificagdo da
diversidade de begomovirus presente no vetor mosca branca, pela amplificacio e
sequenciamento do genoma completo do componente do DNA-A, descrita anteriormente
somente por Ng et al. (2011) em abordagem metagenomica para explorar a diversidade de
virus em moscas brancas coletados em duas regides agricolas importantes na Florida, EUA.
Com o sequenciamento do genoma completo do DNA-A especifico para isolados de
BGMYV descritos nesse estudo, espera-se que sejam identificados, pelo menos, os isolados
encontrados a partir das moscas brancas coletadas nas espécies picao preto, barba-de-

falcao, jatrofa e berinjela.
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6 CONCLUSOES

e Begomovirus das espécies SiYBV, CoMoV, SIMMV, BGMV e SiGLSV descritos
neste trabalho evidenciam a diversidade de begomovirus presente em moscas
brancas nas dreas estudadas, mas ndo necessariamente estio presentes nas
respectivas plantas onde as moscas foram coletadas.

e Os primers PALlv 1978 e PARlc 496 descritos para deteccio de DNA-A de
begomovirus a partir de plantas sdo eficientes para detec¢do especifica desse

componente gendmico viral a partir do vetor mosca branca.

A deteccgio especifica de DNA-A do componente de begomovirus por PCR a partir
do DNA total extraido de moscas brancas € enriquecida pela amplificagdo por RCA

e PCR-RCA.

O begomovirus BGMV estd predominantemente presente em moscas brancas

coletadas em plantas na area do Distrito Federal.

A diversidade presente nos isolados dos 5 virus identificados neste trabalho esta
agrupada em 4 ramos filogenéticos, suportados pela porcentagem de identidade de
sequencias de nucleotideos comparadas com sequencias dos isolados de

begomovirus disponiveis no GenBank.

7. PERSPECTIVAS

A diversidade de begomovirus presente nas moscas brancas deste estudo precisa ser
confirmada pelo sequenciamento do genoma completo do componente DNA-A tanto a
partir de DNAs totais isolados de todas as amostras de moscas brancas quanto das
plantas onde as moscas brancas foram coletadas, e esta pesquisa ji se encontra em

andamento.
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