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RESUMO

O inhame (Dioscorea spp.) € uma cultura de grande importancia socioeconémica para regido
Nordeste do Brasil devido ao valor nutritivo, energético e comercial de suas tuberas,
destacando-se pelo seu potencial para exportacdo, sobretudo para a Europa. Viroses sdo
consideradas fatores limitantes do inhame por representar ameaca para producéo,
produtividade e movimento de germoplasma dessa cultura. O conhecimento da dindmica da
variabilidade genética de populagdes virais em plantas é necessario para entender como estas
populacbes evoluem, bem como suas implicacfes para durabilidade de estratégias de manejo
da doenca baseadas na resisténcia do hospedeiro. Estudos para entender a estrutura genética
de virus de planta com genoma de dsDNA, a exemplo de membros de Badnavirus sdo
escassos. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi determinar a estrutura genética de
populacdes de Dioscorea AL bacilliformvirus (DBALV) que infectam a cultura do inhame
nos estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco, através da sequéncia parcial da regido
RT/RNAseH do genoma viral. Um total de 150 amostras foliares com sintomas tipicos de
infeccdo viral foi coletado em cinco areas de cultivos comerciais de inhame no periodo de
2012/2013. As amostras foram indexadas para presenca de Badnavirus por PCR com os
oligonucleotideos degenerados RP e FP. Os produtos de PCR foram purificados e diretamente
sequenciados pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul). As sequéncias parciais da regido
RT/RNaseH foram inicialmente submetidas ao BLASTn, e comparacdes pareadas utilizado a
ferramenta SDT foram realizadas com outros Caulimovirus disponiveis GenBank, para
determinar o estado taxondmico dos isolados virais com base nos padrdes estabelecidos pelo
ICTV. A anélise filogenética foi realizada utilizando-se o programa MEGA 5.0 através do
método de Maxima Verossimilhanca (ML). As analises de variabilidade genética e inferéncias
sobre a estrutura de populacao foram realizadas utilizando-se o programa DnaSP verséo 5.10.
Os resultados das comparacOes pareadas de sequéncia revelaram que todos isolados virais
obtidos nesse trabalho pertencem a espécie DBALV. Uma populacdo de 48 isolados virais foi
utilizada para determinar a estrutura genética de DBALV. A analise da estrutura genética da
populacdo indicou que a variabilidade de DBALYV ¢é alta semelhante aquelas encontradas para
virus de ssDNA e que a mutacdo € um importante processo evolutivo que contribui para
diversificacdo dessa espécie. O fato de DBALYV estar sobre possivel influéncia de selecdo
purificadora sugere que a ocorréncia de mutacbes ndo € suficiente para explicar
completamente a sua variabilidade genética. Desta forma, estudos sdo necessarios para
demonstrar a influéncia de forcas evolutivas adicionais atuando sobre essa populagéo.

Palavras - chave: Dioscorea spp. Badnavirus, estrutura genética, Dioscorea AL
bacilliformvirus, Nordeste do Brasil.



ABSTRACT

The yam Dioscorea spp.) is a crop of great economic and social importance to the Northeast
Brazil due its nutritional value and trade of tubers, highlighting its potential for export,
mainly to Europe. Viral diseases are considered limiting factors to the yam production and
germplasm movement. The knowledge of the dynamics of genetic variability in plant viral
populations is an important step to understand how these populations evolve, as well as its
implications for durability of control strategies based on host resistance. Studies for
understand the genetic structure of dsDNA plant viruses (e.g., the members of Badnavirus)
are scarce. Therefore, the aim of this work was determine the genetic structure of Dioscorea
AL bacilliform virus (DBALV) populations that infect yam crop in Alagoas, Paraiba and
Pernambuco States, by partial sequences of the RT/RNAseH region of the viral genome. A
total of 150 leaf samples showing typical symptoms of viral infection were collected in five
yam-growing areas in 2012 and 2013. The presence of badnavirus DNA was confirmed by
PCR amplification using the degenerate oligonucleotides Badna RP and Badna FP. The PCR
products were purified and directly sequenced by Macrogen Inc (Seoul, South Korea). Partial
sequences of the RT/RNAseH region were initially analyzed with BLASTn algorithm and the
GenBank non-redundant nucleotide database to determine the viral species with which they
shared greatest identity. These similar sequences from GenBank were used to determine the
taxonomic state of the viral isolates based on criterion established by ICTV. The
phylogenetic analysis was performed using the MEGA v.5.0. Genetic variability analysis and
inference about the population structure were performed using the DnaSP program v.5.10.
Pairwise sequence comparisons and phylogenetic tree showed that all viral isolates obtained
in this work belong to the same badnavirus species: DBALV. A DBALV population
comprising 48 isolates showed high genetic variability, similar to those found in ssDNA
viruses. Mutation and purifying selection were important evolutionary mechanisms acting on
evolution of this badnavirus population. However, additional studies are necessary to
elucidate the influence of other evolutionary process shaping the genetic variability in
DBALYV infecting yam in Brazil.

Keywords: Dioscorea spp. Badnavirus, population structure, Dioscorea AL bacilliform virus,
Northeast Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1  Aspectos gerais da cultura do inhame

O inhame (Dioscorea spp.) € uma monotileddnea pertencente a familia Dioscoreaceae,
de habito anual ou perene cujo 6rgédo de reserva é conhecido como tubera, sendo considerada
a segunda mais importante cultura de tubérculo (NWEKE et al., 1991).

O género Dioscorea possui cerca de 600 espécies originarias da Africa, Asia ou
América do Sul (COURSEY, 1976; SANTOS, 1996) das quais somente dez sdo consideradas
como comestiveis (O'HAIR, 1990). As espécies cultivadas incluem Dioscorea alata L., D.
cayenensis Lam., D. rotundata Poir., D. esculenta (Lour) Burk, D. bulbifera L, D. numularia
Lam, D. pentaphylla L, D. hispida Dennst, D.trifida L. e D. dumetorum (Kunth) Pax. Dentre
as espécies cultivadas de inhame amarelo (D. cayennensis Lam.) e o inhame branco (D.
rotundata Poir) sdo as mais importantes em termos de volume produzido e comercializacao
(ASIEDU & SARTIE, 2010). No Brasil tém destaque duas cultivares: Da Costa (D.
cayennensis Lam), Unica destinada a exportacao; e Sdo Tomé (D. alata L), menos cultivada
nessa regido (MOURA, 2005).

O inhame ¢ cultivado em 4,59 milhdes de hectares, com uma producdo mundial de
51,4 milhdes de toneladas (FAO, 2010). Na Africa Ocidental estdo concentrados 93% da
producdo mundial, principalmente, em Benin, Costa do Marfim, Gana, Nigéria e Togo
(ASIEDU; SARTIE, 2010). No cenario mundial, a Nigéria esta em primeiro lugar, com a
producdo em 2012 de 37 milhdes de toneladas. No cenario Sul americano, a Colémbia é a
maior produtora, com 395 mil toneladas e 32 mil hectares. O Brasil é o segundo maior
produtor da América do Sul, contribuindo com uma producdo e area plantada em 2010 de
aproximadamente 244 mil toneladas e 25 mil hectares, respectivamente (FAOSTAT, 2010).
De acordo com o censo agropecuario, a regido Nordeste foi responsavel pela producéo de
38.256 toneladas de inhame, tendo os estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco contribuido
respectivamente com 2.872, 8.441 e 16.574 toneladas (IBGE, 2006).

A importancia alimentar do inhame decorre do seu alto valor nutritivo e energético
(SANTOS E MACEDO, 2006). Tuberas de inhame sdo uma importante fonte de carboidratos
para milhdes de pessoas nas regides tropicais e subtropicais, principalmente na Africa, Caribe,
Asia, Américas Central e Sul e no Pacifico. Além disso, algumas espécies de inhame tém
valor medicinal e ornamental (FAO, 2010; HOU et al., 2002).
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O inhame desenvolve-se satisfatoriamente nos ecossistemas brasileiros, sobretudo na
Regido Nordeste, constituindo uma opcdo agricola de grande potencial para ampliar o
consumo no mercado interno e atender a demando do mercado externo, movimentando a
economia das zonas produtoras (SANTOS, 2002). Embora seja considerada, na maioria dos
casos, uma cultura de subsisténcia, o inhame tem grande importancia socio-econdémica no
cenario da agricultura familiar no Nordeste do Brasil, com um significativo potencial de
desenvolvimento, contribuindo para alimentacdo humana, beneficiando populacGes carentes,
além de ser fonte de renda para pequenos e medios produtores (MENDES, 2005; SANTOS;
MACEDO, 2006).

Apesar da importancia sécio-econdmica que essa cultura representa para a regiao
Nordeste do Brasil, sua produtividade ainda continua baixa, decorrente do manejo inadequado
da cultura, do uso de tiberas-semente de inferior qualidade, em funcéo da indisponibilidade
de material de melhor qualidade (O'HAIR, 1990; SANTOS, 2002; ANDRADE, 2007).

O plantio comercial do inhame ¢ realizado utilizando-se tuberas-sementes ou
segmentos de tdberas comerciais (SANTOS, 1996). O uso de sementes verdadeiras como
propagulos é restrito a programas de melhoramento da cultura (ASIEDU; SARTIE, 2010).
Esse método de propagacdo vegetativa, associado ao baixo nivel tecnolégico empregado,
favorece a sobrevivéncia, acimulo e disseminacdo de patdgenos e pragas que podem ser
introduzidas em areas isentas via material de propagacdao (MENEZES, 2002; OLIVEIRA et
al., 2006).

Doencas e pragas de inhame foram relatadas na maioria das areas de plantio e
constituem um dos principais entraves para a producdo, armazenamento e exportacao
(MANTELL, 1993). Problemas fitossanitarios, especialmente o ataque de nematoides, virus e
fungos, dificultam o cultivo do inhame (MOURA, 2005). Doencas causadas por virus sao a
maior restricdo na producdo de inhame em vérios paises (OFFIE, 2001; ANDRADE, 2007)

Este trabalho teve como objetivo determinar estrutura genética de populagdes de
DBALYV que infectam a cultura do inhame (Dioscorea spp.) no estado de Alagoas, Paraiba e
Pernambuco através da sequéncia parcial da regido RT/RNAseH da ORF3 do genoma viral,
com a finalidade de fornecer informacgdes que possam contribuir para o melhor entendimento
da biologia dessa espécie e auxiliar os programas de melhoramento genético da cultura.

A propagacdo vegetativa, através de tuberas-semente, facilita a sobrevivéncia,
disseminacdo e o acumulo de agentes virais em cultivos sucessivos (AMUSA et al., 2003).
Doencas virais sdo de particular importancia porque reduzem o vigor e subsequentemente

causam a reducdo da producdo e qualidade das tuberas (AMUSA et al., 2003). Diversas
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viroses tém sido descritas na cultura do inhame, por membros dos géneros Potyvirus,
Badnavirus, Cucumovirus e Potexvirus. Destacam-se pela importancia e distribuicdo
geografica os virus dos géneros Potyvirus e Badnavirus (PHILLIPS et al., 1999; YANG et al.,
2003; ODU et al., 2006, SEAL; MULLER, 2007). Duas espécies de potyvirus sdo bem
caracterizadas, o Yam mosaic virus (YMV) e o Yam mild mosaic virus (YMMV), sendo o
primeiro considerado o virus mais importante e de distribuicdo geogréafica mais ampla
(MUNFORD; SEAL, 1997). Dioscorea baciliform AL virus (DBALV) é o badnavirus mais
amplamente distribuido, sendo encontrado em infec¢bes simples e/ou mistas com potyvirus
(YANG et al., 2003; PIO-RIBEIRO et. al., 2005).

O conhecimento das viroses que ocorrem nas diferentes regiGes produtoras é limitado
(OFFIE, 2001) e assim medidas eficientes de manejo ndo podem ser adotadas. Considerando a
importancia da cultura do inhame para a regido Nordeste e a escassez de estudos sobre as
viroses que incidem sobre essa cultura, torna-se necessario a realizacdo de pesquisas
abrangentes e sistematizadas que abordem esse tema. A geracdo de informacdes sobre
incidéncia, variabilidade genética e distribuicdo de virus de inhame na regido Nordeste, é de
extrema importancia para o desenvolvimento de testes diagndsticos confiaveis, adocdo de
medidas de controle mais durdveis, além de auxiliar programas de melhoramento no
desenvolvimento de variedades resistentes e na troca de material nacional e internacional de

germoplasma.

1.2 Familia Caulimoviridae

A familia Caulimoviridae inclui virus de plantas com genoma de DNA de fita dupla
(dsDNA) classificados como pararetrovirus (virus de DNA que utilizam a transcriptase
reversa no ciclo de replicacao) e diferem dos retrovirus com base no seu genoma de DNA e na
sua integracdo irregular dentro do genoma hospedeiro para a replicacdo. Os virus dessa
familia apresentam particulas ndo envelopadas as quais com morfologia isométrica (50-52 nm
de diametro) ou baciliforme (30 nm de diametro e 130 -150 nm de comprimento) (GEERING;
HULL, 2012). A familia é dividida em sete géneros de acordo com o inseto vetor, gama de
hospedeiros, organizagdo do genoma e relacionamento filogenético: Badnavirus,
Caulimovirus, Cavemovirus, Petuvirus, Solendovirus, Soymovirus Tungrovirus, Sao
reconhecidos pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (GEERING; HULL,
2012).
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Os membros de Caulimoviridae possuem ampla distribuicdo geogréfica, sendo que a
maioria das espécies dos géneros m Tungrovirus e Badnavirus se localiza nas regides
tropicais e subtropicais, enquanto que Petuvirus, Caulimovirus, Soymovirus e Cavemovirus
sdo encontrados em regides temperadas (GEERING; HULL, 2012). A transmissdo pode
ocorrer de forma natural, via inseto vetor (Hemiptera das familias Aleyrodidae, Aphididae,
Cicadellidae e Pseudococcidae), por contato entre plantas hospedeiras, pelo polen, pela
semente e por propagacao vegetativa. A transmissdo pode ser também realizada de forma
experimental por meio de técnicas como a inoculagdo mecanica e enxertia. Os sintomas
causados por esses virus sdao varidveis e dependem da espécie viral, hospedeira e condicbes
climaticas. Mosaico, clareamento de nervuras, clorose entre nervuras e estrias Sdo 0s sintomas
mais frequentemente ocasionado pelos diferentes géneros de Caulimoviridae (GEERING;
HULL, 2012).

Os virions contém uma Unica molécula de DNA fita dupla circular medindo 7,2 a 9,2
Kb (FAUQUET et al, 2005, GEERING; HULL, 2012). O genoma apresenta
descontinuidades ou gaps em sitios especificos de ambas as fitas (HARPER et al., 2002). O
genoma dos caulimovirus contém de uma a oito ORFs e a organizacdo genémica é uma das
principais caracteristicas utilizadas para distinguir os diferentes géneros dessa familia.

A replicagdo dos caulimovirus, em geral, envolve duas fases: transcricdo de RNA a
partir do DNA viral no ndcleo e transcricdo reversa deste RNA para gerar dsSDNA no
citoplasma. O ciclo de infecdo em Caulimoviridae inicia com a entrada do virus na célula
hospedeira. Na célula, o virus é direcionado para o nucleo, ancora no poro nuclear e é
desencapsidado, expondo seu genoma. Em seguida, o0 dsDNA é importado para o interior do
nacleo, onde as descontinuidades do genoma sdo seladas dando origem a um DNA
superenovelado. Este se associa com proteinas histonas para formar minicromossomos, 0s
quais sdo transcritos por uma RNA polimerase dependente de DNA do hospedeiro. A
transcricdo dos minicromossomos da origem a um transcrito maior que o0 genoma, O
MRNA35S ou mMRNA34S, que possui uma redundancia terminal de 35 a 270 nucleotideos,
dependendo da espécie. O mMRNA35S serve como molde para expressao das ORFs virais e
sintese da primeira fita do DNA (GEERING; HULL, 2012). O genoma desses virus também
contém uma sequéncia complementar ao tRNAMet da planta que corresponde ao sitio de
iniciacdo da replicacdo do DNA. Geralmente este sitio esta localizado dentro ou adjacente a
regido intergénica (regido nao-codificante) e é geralmente designada como nucleotideo 1 (DE
KOCHKO et al., 1998). No inicio da replicacdo, no citosol, o tRNA™ do hospedeiro é
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utilizado como primer para sintese da primeira fita, sendo ambas fitas replicadas pela
Transcriptase Reversa (RT) viral.

Em contraste com os retrovirus, o ciclo de replicacdo de Caulimoviridae é epissomal e
ndo envolve uma fase de integracdo no genoma da hospedeira (GEERING; HULL, 2012).
Sequéncias virais podem ocorrer dispersas no genoma de plantas, originarias de uma infeccéo
viral anterior que se fixou na linhagem germinativa. Tais sequéncias sdao conhecidas como
sequencias endogenas de pararetrovirus (Endogenous Pararetroviral Sequences - EPRVS) e
sdo a classe mais abundante de sequéncias virais enddgenas em diferentes espécies de plantas
(GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009). Um numero cada vez maior de EPRVs em membros
da familia Caulimoviridae tem sido identificadas nos genomas de muitas espécies de plantas
(GEERING; SCHARASCHKIN; TEYCHENEY, 2010). Todas as EPRVs descritas até o
momento possuem um padrdo de arranjo similar com repeticbes em tandem, duplicacbes
internas, fragmentacOes e inversdo do genoma viral. A maioria das EPRVs resulta em
genomas virais parciais e ndo funcionais, porém vaérias integracdes contém toda extensdo do
genoma viral, com sequéncias de leitura aberta (ORFs) funcionais. Tais sequéncias podem
entdo ser ativadas resultando na liberacdo do genoma viral funcional que infectard o
hospedeiro (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009). Essas sequéncias sdo integradas no
genoma hospedeiro, e podem dar origem a virus epissomais em determinadas condigdes. Os
exemplos mais estudados foram Banana streak OL virus (BSOLV) (NDOWORA et al.,
1999), Banana streak GF virus (BSGfV) (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009), Petunia
vein clearing virus (PVCV) (Richert-Po"ggeler, 2003) and Tobacco vein clearing virus
(TVCV).

1.3 Género Badnavirus

Badnavirus, o mais numeroso género da familia Caulimoviridae, sdo pararetrovirus com
particula viral baciliformes ndo envelopadas, medindo 30 nm largura x 130 -150 nm
(GEERING; HULL, 2012). Seu genoma contém uma unica molécula de DNA de fita dupla
circular (dsDNA) de cerca de 7200-7600 pb que forma um circulo aberto interrompido por
descontinuidades sitio-especificas e que pode conter uma regido intergénica poli A
(MEDBERRY et al., 1990; HULL et al., 2005). O membro tipo do género Badnavirus é o
Commelina yellow mottle virus (CoYMV) (MIGLIORI, 1978). Todos os badnavirus
codificam trés principais ORFs (Figura 1A), e contém geralmente trés descontinuidades
(gaps) em sitios especificos (BOUHIDA et al., 1993; HARPE; HULL, 1998). As fun¢des dos
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produtos das ORFs | e Il permanecem desconhecidas. Contudo, a proteina da ORF | de
CoYMV esté associada com virions imaturos enquanto a ORF 11 é encontrada associada com
ambos, imaturos e maduros (CHENG et al., 1996). A poliproteina codificada pela ORF3
contém dominios funcionais: rico em cisteina (CYS), motivo de ligacdo ao RNA (RB),
aspartato protease (PR), e replicase viral (transcriptase reversa, RT e ribonuclease, RNase H-
RH) (Figura 1B), os quais possuem dominios idénticos para os membros da familia
Caulimoviridae (MEDBERRY et al., 1990; LACO; BEACHY, 1994; HARPER; HULL,
1998).

Figura 1A - Representagdo esquematica da organizacdo genémica de Commelina yellow mottle
virus (CoYMV) espécie tipo do género Badnavirus. O circulo completo representa o genoma de
DNA de fita dupla. As setas largas indicam a posi¢ao das ORFs 1, 2 e 3. B. Representacao linear
do mapa gendmico de badnavirus mostrando a identificacdo dos dominios: dominios de
movimento (M), motivo de ligacdo ao RNA (BR), regido conservada de cisteina (CYS), aspartato
protease (PR), transcriptase reversa (RT), Ribonuclease H (RH).

ORF1
A
ORF2
CoYMV ORF3
7.48 kbp
B M BR CYS PR RT RH
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Fonte: BRIDDON et al., 1999.
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Esses virus sdo relatados infectando uma ampla gama de culturas tropicais
economicamente importantes como arroz (Oryza sativa L.) (OMURA et al., 1983), cana-de-
acucar (Saccharum officinarum L.) (LOCKHART et al., 1988), banana (Musa spp.)
(LOCKHART; OLSZEWKI, 1993), cacau (Theobroma cacao L.) (BRUNT, 1996), citros
(Citrus spp.) (AHLAWAT et al., 1996), pimenta (Capsicum spp.) (LOCKHART et al, 1997),
inhame (Dioscorea spp.) (PHILLIPS et al., 1999) e taro (Colocasia esculenta (L.) Schott.)
(YANG et al, 2003). A transmissao dos membros do género Badnavirus ocorre
principalmente por cochonilhas Planococcus citri (Hemiptera: Pseudococcidae). No entanto
algumas espécies podem ser transmitidas por afideos ou “lace bugs”. Todos os estagios
moveis dos vetores sdo capazes de adquirir e transmitir o virus. Transmissdo por semente
numa taxa de 30-63% tem sido relatada para Kalanchée top-spotting virus (KTSV). O Cacao
swollen shoot virus, CSSV tém sido transmitidos mecanicamente, no entanto este tipo de
transmissdao ndo foi observado para as outras espécies do género. Algumas espécies que
infectam plantas lenhosas podem ser transmitidas por enxertia (GEERING; HULL, 2012).

Os Badnavirus foram relatados pela primeira vez em inhame em Barbados e em varios
outros paises do Caribe na década de 1970. Particulas baciliformes estavam presentes em
infeccdo mista associada a doenca da mancha marrom nos tubérculos de D. alata e D.
cayenensis (MOHAMED; MANTELL, 1976). No Caribe, um potyvirus foi observado em
combinagdo com o Dioscorea baciliforme virus (DBV, género Badnavirus) em D. alata e D.
cayenensis (MOHAMED; MANTELL, 1976). Posteriormente, particulas virais baciliformes
foram confirmadas em amostras de D. alata no Caribe e na Africa Ocidental, bem como em
D. bulbifera (Vanuatu), D. dumetorum (Papua Nova Guiné), D. numularia (Papua-Nova
Guiné e Vanuatu), D. cayenensis-rotundata (Africa Ocidental, Brasil), D. opposita (Jap&o), D.
pentaphylla (Vanuatu) e D. trifida (Barbados, Guiana) (HUGHES, 1997; PHILLIPS et al.,
1999). O primeiro badnavirus caracterizado em inhame foi um isolado de D. alata obtido na
Nigeria, designado como Dioscorea alata bacilliform virus (DaBV) (PHILLIPS et al., 1999).
Posteriormente, SEAL; MULLER (2007) em estudos sobre a diversidade molecular de
Badnavirus que infectam inhame nas ilhas sul do Pacifico, identificou a nova espécie D.
sansibarensis bacilliform virus. O genoma de DSBV partilha 61.9 % de identidade de
nucleotideos com o DaBV (SEAL; MULLER, 2007; ENI, et al., 2008; KENYON et al.,
2008).

Atualmente apenas duas espécies de badnavirus que infectam Dioscorea spp. séo
reconhecidas pelo ICTV, o Dioscorea bacilliform AL virus (DBALV) e Dioscorea

bacilliform SN virus (DBSNV), provenientes de D. alata e D. sansibarensis, respectivamente
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(GEERING; HULL, 2012). No entanto, estudos realizados na Africa e Sul do Pacifico
sugerem alta diversidade de Badnavirus em inhame e a possivel presenca de até doze espécies
(ENI, 2008).

A grande diversidade de sequencias de Badnavirus dificulta um diagnéstico preciso e
ameaca a circulagdo segura de germoplasma (SEAL; MULLER, 2007; ENI, et al., 2008;
KENYON et al.,2008). Esses autores destacaram a necessidade de mais estudos para resolver
a dificuldade na taxonomia e a distribuicdo mundial desse género. As badnaviroses tem
recebido maior atencdo nas pesquisas devido a descoberta de que podem apresentar
sequéncias virais integradas no genoma de plantas (HARPER et al., 2002). A identificacdo de
badnavirus é baseada na amplificacdo parcial do genoma por PCR (“Polymerase Chain
Reaction” = Reacdo em cadeia da Polimerase). Esta técnica ndo € capaz de distinguir entre
sequéncias integradas ao genoma e copias epissomais dos virus na planta hospedeira. Como
consequéncia, 0 numero de sequéncias de badnavirus tem crescido rapidamente, resultando na
falta de clareza sobre como determinar o estado taxonémico dos membros desse género
(BOUSALEM et al., 2008).

InformacBes relacionadas a diversidade genética de populacdes de badnavirus
infectando inhame s@o escassas. ANDRADE, et al.(2007), realizou o primeiro registro
detalhado com informacdes moleculares destes virus no Brasil, relatando sua ocorréncia nos
estados de Alagoas, Bahia, Paraiba e Pernambuco. LIMA et al. (2013), em estudo sobre da
variabilidade de sequéncias correspondentes a regido RT/RNAseH e a distribuicdo de
badnavirus infectando inhame nos estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco, demonstraram
a ampla distribuicdo e prevaléncia de DBALV na regido Nordeste. Sugere-se que a
predominancia dessa especie nesta regido ocorra devido a proximidade geografica e a troca

constante de material propagativo infectado entre as areas de cultivo.

1.4 Variabilidade e estrutura genética de populacdes de virus com genoma de DNA

Populagdes de virus apresentam um alto grau de diversidade genética a qual é gerada por
erros durante a replicacdo dos genomas. Para virus, os dois mecanismos principais de geragdo
de variabilidade sdo a mutacédo e recombinacdo (GARCIA-ARENAL, 2003).
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1.4.1 Mutagédo

A mutacao é o processo pelo qual nucleotideos que nao estdo presentes na fita molde sao
incorporados na fita filha durante a replicagdo dos acidos nucléicos (GARCIA-ARENAL,
2003).

A taxa de mutacdo mede o aparecimento de mutacdes espontaneas, em funcdo do
tempo. Taxas de mutacdo observadas diferem entre as espécies e também variam de acordo
com o genoma de uma dada espécie. Este parametro é frequentemente mensurado como o
nimero de substituicdes de nucleotideos por sitio por ano. Como os virus de RNA sédo
replicados por polimerases de RNA dependentes de RNA, gue ndo possuem a capacidade de
correcdo de erro, eles apresentam as mais altas taxas de mutacédo entre 10-4 e 10-6 (DRAKE;
HOLLAND, 1999). A taxa de evolugdo molecular para virus de RNA também é alta, entre
10-4 e 10-2 subs/sitio/ano (JENKINS et al., 2002). Desta forma, virus de RNA s&o
considerados as entidades que evoluem mais rapidamente (HOLLAND et al., 1982).

A taxa universal de mutacdo para microrganismos com genoma de DNA é entre 10-10
a 10-6 mutagdes por base por geracdo, enquanto essa taxa varia em torno de um padrdo médio
de 0,003 mutacdes por genoma por geracdo, um resultado conhecido como regra de Drake
(DRAKE et al., 1991). Embora essa taxa reflita estimativas obtidas para alguns virus de DNA,
a sua universalidade é uma questdo em aberto. Por exemplo, a taxa de mutacdo do ssSDNA do
fago ®X174 ¢ mais alta do que a predita por esse modelo, enquanto os papilomavirus
evoluem mais lentamente que o previsto (RANEY; DELONGCHAMP; VALENTINE,
2004). Estudos tem demonstrado que virus de ssDNA como os parvovirus (SHACKELTON
et al., 2006) e geminivivus (DUFFY; HOLMES, 2009), podem apresentar taxas evolutivas
semelhantes as dos virus de RNA.

As taxas de mutacdo correspondem a fidelidade das polimerases utilizadas na
replicacdo: virus de RNA (os quais utilizam RNA polimerase dependentes de RNA, RdRps)
mutam mais rapido que os retrovirus (DNA polimerase dependente de RNA; RdDps ou
transcriptase reversa, RTs), as quais mutam mais rapido que os virus de DNA (DNA
polimerase) (DUFFY, SHACKELTON; HOLMES, 2008). DNA polimerases podem possuir
dominios de correcdo de erros, os quais reduzem a taxa de mutagdo durante a replicacdo do
DNA por ao menos uma ordem de magnitude (GARCIA-DIAZ; BEBENEK, 2007). Ainda
nédo se conhece polimerases de RNA com capacidade de correcdo de erro. No caso de RTs, a
fidelidade é mais alta que a de RdRps (embora permaneca mais baixa que a de DNA

polimerases), resultando em menores taxas de mutacdo em retrovirus que em virus de RNA.
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Por exemplo, quando n&o integrados no genoma do hospedeiro, taxas de 0.1-0.2 mutagdes por
genoma por geracdo tém sido estimadas para Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1)
(DRAKE et al., 1998), uma taxa aproximadamente cinco vezes menor do que a observada em
virus que replicam usando RdRps (DRAKE, 1993).

Estudos de bactérias e sistemas animais indicaram que a taxa de mutagdo dos virus de
dsDNA e ssDNA diferem significativamente (DUFFY; SHAKELTON; HOLMES, 2008).

O impacto das mutacGes pontuais tem sido estudado para begomovirus, virus sSSDNA
que infectam plantas. Sob diferentes condi¢bes de selecdo, como presenca de um efeito
gargalo (populacdo inicial pequena do virus, periodo curto de aquisicdo pelo vetor),
transferéncias sucessivas entre hospedeiros sem emprego do vetor, e inoculagdo em plantas
resistentes, isolados de MSV apresentaram alta frequéncia de mutacdo, da ordem de 10-4 e
10-5 (ISNARD et al., 1998).

Resultados similares foram obtidos num experimento controlado de analise da taxa de
variabilidade genética do begomovirus Tomato yellow leaf curl China virus (TYLCCNV)
onde foi encontrada uma frequéncia média de mutacao de 3,5x10-4 e 5,3x10-4 apds 60 dias
de infeccdo em N. benthamiana e tomateiro (Solanum lycopersicon), respectivamente (GE et
al., 2007).

Uma série de experimentos de evolucdo em longo prazo (de 6 a 32 anos) também
revelaram alta frequéncia de mutacdo, entre 2 e 3x10-4, para MSV e Sugarcane streak
Réunion virus (SSRV), sugerindo que mastrevirus provavelmente nao co-divergem com seus
hospedeiros (HARKINS et al., 2009). Estes resultados discordam com a hipétese de aparente
co-divergéncia entre alguns mastrevirus e seus hospedeiros, o que implicaria em taxas de
substituicdes de apenas 10-8 subs/sitio/ano na natureza (WU et al., 2008).

Estudos sobre a evolugdo de populagdes de begomovirus que infectam tomateiro
(ToCmMV, ToCMoV, ToRSV e ToYVSV) e a planta daninha Blainvillea sp. (BIYSV)
revelaram que a frequéncia de mutacdes dessas espécies (10-2 e 10-4) sdo maiores ou iguais
aquelas observadas em virus de RNA. Altas taxas de mutacéo (10-4) também foram relatadas
para parvovirus e circovirus, virus de ssSDNA que infectam vertebrados (GALLIAN et al.,
2002; BIAGINI et al., 2004). Semelhante aos geminivirus, os parvovirus e circovirus replicam
seu genoma via mecanismo de circulo rolante, sugerindo que os altos niveis de
heterogeneidade relatados podem refletir erros de replicacdo (ARGUELLO-ASTORGA et al.,
2004). Foi sugerido que os mecanismos de correcdo de erro associados a replicacdo de DNA
em eucariotos ndo sejam eficientes na replicacdo por circulo rolante e, ou na replicacdo de
ssDNA (VAN DER WALT et al., 2008).
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As informagGes sobre taxas de mutacao para virus de dsSDNA que infectam plantas séo
escassas, sendo relatada apenas para o Cauliflower mosaic virus (CaMV), a qual estima-se
que € em torno de 10-5 subs/sitio/ano (FROISSART et al., 2005).

1.4.2 Recombinacéao

Recombinacdo € o processo pelo qual segmentos de uma fita de DNA ou RNA
tornam-se incorporados na fita de um individuo diferente durante o mecanismo de replicacdo
(PADIDAM; BEACHY; FAUQUET, 1999a). Eventos de recombinagdo tém sido
demonstrados estar associados com o aumento da gama de hospedeira (GIBBS; WEILLER,
1999) viruléncia (ZHOU et al., 1997; PITA et al., 2001) potencial evolutivo e adaptacéo local
(MONCI et al., 2002).

A recombinagdo é um evento bastante comum em virus de plantas com genoma de
sSDNA, a exemplo dos geminivirus (PADIDAM; BEACHY; FAUQUET, 1999a;
LEFEUVRE et al., 2007b). A elevada frequéncia de recombinacédo nesse grupo de virus pode
ser em parte explicada pela existéncia de uma possivel estratégia de replicacdo dependente de
recombinacéo (RDR) (JESKE; LUTGEMEIER; PREISS, 2001; PREISS; JESKE, 2003) em
adicdo a replicacdo por circulo rolante (RCR) (SAUNDERS; BEDFORD; STANLEY, 2001),
e pela ocorréncia frequente de infeccdes mistas (TORRES-PACHECO et al., 1996; SANZ et
al., 2000; PITA et al, 2001; RIBEIRO et al., 2003; GARCIA-ANDRES et al., 2006;
DAVINO et al., 2009), com a evidéncia de infeccdo do mesmo nucleo da célula por mais de
um begomovirus (MORILLA et al., 2004).

A anélise comparativa da distribuicdo de sitios de recombinacdo dentro do genoma de
diversas familias de virus de ssSDNA sugeriu a distribuicdo ndo aleatéria dos sitios e também
uma tendéncia significativa para estes cairem tanto fora como na periferia dos genes. Além
disso, foi particularmente observado que poucos sitios de recombinacdo foram encontrados
dentro de genes que codificam proteinas estruturais, a exemplo da proteina capsidial
(LEFEUVRE et al., 2007a). Esses resultados sugerem que a sele¢cdo natural agindo contra
virus que expressam proteinas recombinantes € o principal determinante na distribuicdo ndo
aleatdria dos sitios de recombinacao na maioria das familias de virus de ssDNA.

Os virus que pertencem a familia Caulimoviridae sdo considerados objetos ideais para
estudos de recombinacdo. Esta familia de plantas tem recebido atencdo adicional desde a
descoberta que capazes de se integrar no genoma da planta hospedeira (SQUIRES et al.,
2011).
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Gal et al. (1991), criaram um sistema para monitorar recombinagdo homdloga em
CaMV. Estes integraram um multimero de sequéncias do virus no DNA nuclear de nabo
(Brassica napus) arranjadas de maneira que a forma epissomal do CaMV sO poderia ser
obtida por eventos de recombinacdo. Os eventos de recombinacdo foram detectados pelo
surgimento dos sintomas de infec¢Oes virais. Os virus recombinantes apresentaram regides
homdlogas derivadas de duas diferentes estirpes de CaMV. Na maioria das plantas
transgénicas, uma Unica estirpes de virus foi detectada. Cerca de metade das plantas
transgénicas continham virus do mesmo tipo, sugerindo um “hotspot” para recombinacao.
Eventos de recombinacdo homologa também foram relatados para ativacdo do genoma
epissomal de BSV e TVCYV, integrados nos genomas de seus hospedeiros (NDOWORA et al.,
1999; STAGINNUS; RICHERT-POGGELER, 2006).

Embora tenha sido sugerido que eventos de recombinacdo contribuem para o nivel de
variacdo genética entre os membros dos géneros Caulimovirus (FROISSART et al., 2005) e
Tungrovirus (ARBOLEDA; AZZAM et al., 2000), a recombinacdo entre badnavirus de
inhame em condi¢Bes naturais parece ser rara. A investigacdo de eventos de recombinacao em
espécies de badnavirus que infectam inhame identificou apenas um Unico evento ocorrendo na
regido que codifica para a transcriptase reversa entre as espécies tentativas DeBV A e DeBV
B. No entanto como as andlises foram realizadas para um pequeno fragmento do genoma,
recombinacfes em outras partes do genoma ndo podem ser excluidas (BOUSALEM et al.,
2009).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e Armazenamento das amostras

Um total de 150 amostras foliares de inhame foram coletadas entre julho/novembro de
2012 e julho 2013 em cinco areas de cultivo nas principais regides produtoras da Zona da
Mata dos estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba (Figura 2, Tabela 1). Foram coletadas
apenas plantas que apresentavam sintomas tipicos de infec¢do viral, como mosaico,
deformacéo foliar, corddo de sapato e nanismo (Figura 3). As amostras foram armazenadas
em sacos plasticos e transportadas para o laboratério, onde foram mantidas a -80°C até a

extracdo de DNA.

Tabela 1 - Localizagdo, ano de coleta e nimero de amostras coletada sem trés estados dos
Nordeste no ano de 2012/2013.

Local de coleta Data da coleta NUmero de Cadigo das
(Municipio) amostras coletadas amostras
Arapiraca-AL Agosto 2012 30 1A a 30A
Alhandra-PB Julho 2012 30 1P a 30P
Bonito-PE Julho 2013 30 1B a 30B

Ché Preta-AL Setembro 2012 30 1CP a 30CP
Vigosa-AL Setembro2012 30 1V a 30V

Fonte: Autora, 2013.

Figura 2 - Mapa indicando os locais de coleta em areas de cultivos de inhame (Dioscoreaspp.)
nos Estados de Paraiba (em laranja), Pernambuco (em verde) e Alagoas (em azul).
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Fonte: Autora, 2013.
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Figura 3 - Plantas de inhame apresentando sintomas de infec¢éo viral; A: corddo de sapato, B:
Bolhosidades, C: Nanismo e D: Mosaico.

Fonte: Autora, 2013.

2.2 Amplificacédo da regido RT e RNASE H de Badnavirus e sequenciamento

Para a extracdo do DNA total foram utilizados 100-200 mg de tecido foliar
proveniente de folhas jovens de plantas de inhame, de acordo com Doyle & Doyle (1987).

A presenca de badnavirus foi verificada por meio de reacGes de amplificacdo por PCR
de fragmentos de 579 pb utilizando o par de oligonucleotideos degenerados BadnaFP (5°-
ATGCCITTYGGHTIAARAAYGCICC - 3" e BadnaRP (5°-
CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC - 3”) (Yang, 2003), baseado no dominio RT/RNaseH da
ORF 3 do genoma viral de badnavirus (Figura 4).
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Figura 4 - Representacéo linear do mapa genémico de badnavirus mostrando a identificacéo dos
dominios: dominios de movimento (M), motivo de ligacdo ao RNA (BR), regido conservada de
cisteina (CYS), aspartato protease (PR), transcriptase reversa (RT), Ribonuclease H (RH).

M ER CYS PR RT RH
I ]
| | | | | -
o 1000 2000 3000 4000 S000 6000 7000
579 pb

Fonte: BRIDDON et al., 1999.

As reacgdes foram realizadas em volume total de 60 pL, contendo 6 pL de tampao 10X
(KCI 100 mM; Tris-HCI 100 mM pH 9,0; Triton-X 1%), 4,8 uL de dNTPs 2,5 mM, 1,8 uL
de MgCl; 50 mM, 3 pL de cada oligonucleotideo 10 uM, 1U de Taq DNA Polimerase, 1 pL
de DNA (10 a 100 ng) e 40 puL de agua ultrapura. As condi¢des de amplificacdo foram:
desnaturacdo inicial a 94°C por 4 min, 94°C por 30 s, 50°C por 30 s, 72°C por 30 s. Os ciclos
foram repetidos 35 vezes exceto 0 passo inicial e a extensdo final a 72°C por 10 min. Os
produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,5% (p/v), apos eletroforese em
tamp&o TAE (Tris-Acido Acético, EDTA 0,5M pH 8,0) a 80V por 1 h, corados com brometo
de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.

Os produtos de amplificagdo, com fragmento de ~580 bp, foram purificados
utilizando o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) conforme
instrucGes do fabricante.O sequenciamento foi realizado pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do

Sul) a partir dos produtos de PCR purificados.
2.3 Comparagao das sequencias e analise filogenética
As sequéncias da regido RT/RNaseH foram inicialmente submetidas ao algoritmo

BLASTn (Altschul et al., 1990) e comparadas com banco de dados ndo-redundante de

nucleotideos no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar a porcentagem de

identidade das sequéncias de nucleotideos entre os isolados. Analises de comparagdes
pareadas com a ferramenta Species Demarcation Tool v. 1.0 (Muhire et al., 2013) entre
sequéncias obtidas nesse trabalho e outras espécies de Caulimoviridae disponiveis no

GenBank (Tabela 2), foram utilizadas para determinar o verdadeiro estado taxonémico dos
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isolados virais. De acordo com os critérios de ICTV (GEERING; HULL, 2012). para
demarcacdo de espécies dentro do género Badnavirus, diferencas de sequéncia dentro da
RT/RNaseH de mais do que 20% séo consideradas suficiente para identificar os virus como
espeécies distintas.

Alinhamentos mdltiplos de sequéncias parciais de nucleotideos da RT/RNaseH
preparados com o programa MUSCLE (EDGAR, 2004) disponivel no pacote computacional
MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2007) foram
utilizados para analises filogenéticas

Uma &rvore de Méaxima Verossimilhanca (ML) foi inferida usando RAXML v. 7.0.3
(STAMATAKIS, 2006) assumindo o modelo de substituicdo de nucleotideos General Time
Reversible (GTR), com o modelo de distribuicdo gama da taxa de heterogeneidade. A
robustez de cada ramo individual foi estimada a partir de bootstrapde 1000 replicaces. As
arvores foram visualizadas e editadas usando FigTree (tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e

CorelDraw.

Tabela 2 - Virus do género Badnavirus e Tungrovirus utilizadas para as comparagdes de
sequéncias e analises filogenéticas.

Espécies Acrénimo N° de acesso GenBank
Banana streak GF virus BSGFV AY493509
Banana streak Ol virus BSOLV AJ002234
Banana streak mysore virus BSMYV AYB805074
Banana streak VN virus BSVNV AY750155
Bougainvillea chlorotic vein banding virus BCVBV EU034539 (=NC011592)
Cacao swollen shoot virus CSsv L14546 (= NC001574)
Citrus yellow mosaic virus Ciymv AF347695 (=NC003382)
Commelia yellow mottle virus ComyMY X52938 (=NC001343)
Dioscorea bacilliform SN virus DBSNV DQ822073 (=NC009010)
Dioscorea bacilliform Al virus DBALV X 94576
Pineapple bacilliform comosus virus PBV NC14648
Rice tungro bacilliform virus RTBV NC001914
Sugarcane bacilliform IM virus SCBIMV-QLD AJ277091 (=NC003031)
Sugarcane bacilliform Mor virus SCBMV-MOR M89923 (=NC008017)
Taro bacilliform virus TABV AF357836 (=NC_004450)

Fonte: Autora, 2013.
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2.4 Descritores gerais da variabilidade da populagdo e parametrizagdo dos mecanismos

evolutivos

Descritores da variabilidade molecular foram estimados para a populagdo viral,
incluindo nimero total se sitios segregantes (s), numero total de mutacbes (Eta), nimero
médio de diferenca de nucleotideos entre sequéncias (k), nimero de hapl6tipos (h),
diversidade de nucleotideos (m), diversidade haplotipica (Hd), taxa de mutacdo da populagéo
estimada por Watterson baseada no nimero total de sitios segregantes (6-w), taxa de mutagéo
da populagdo estimada por Watterson baseada no nimero total de mutagdes (0-Eta) usando
DnaSP v. 5.10 (ROZAS et al., 2009). Adicionalmente, o indice de fixagdo F de Wright
(WRIGHT, 1951) calculado usando DnaSP v. 5.10 (ROZAS et al., 2009) foi utilizado para
deteccdo de subdivisdo da populacdo de DBALV por regido geogréafica.

Quatro tipos de testes de neutralidade foram empregados para testar a hipotese de
ocorréncia de selecdo em populagdes utilizando o programa DnaSP (ROZAS et al., 2009):
Tajima’s D, Fu and Li’s D* e F* e o teste baseado em numero de susbstituicdes sindnimas
(Ds) e ndo-sinbnimas (Dns) com o modelo de Pamilo-Bianchi-Li (PBL). Para deteccdo de
sitios sob selecdo positiva e negativa as sequéncias parciais foram analisadas utilizando quatro
diferentes métodos baseados em Maxima Verossimilhanga (ML) disponivel no servidor
DataMonkey (www.datamonkey.org): Single-Likelihood Ancestor Counting (SLAC), Fixed-
Effect Likelihood (FEL), Random-Effect Likelihood (REL) and Partitioning for Robust
Inference of Selection (PARRIS) (DELPORT et al., 2010).

Para evitar falsos resultados de selecdo causados por recombinacdo, o conjunto de
dados inicialmente foi analisado usando Genetic Algorithm Recombination Detection
(GARD), a fim de detectar supostos eventos de recombinacdo. SLAC também foi usada para
estimar as taxas sindnimas e ndo-sinénimas (dn/ds) baseada na arvore filogenética inferida no
GRAD.

O modelo de substituigdo de nucleotideos general time reversible nucleotide (GTR) foi
assumido e fatores Bayer maiores que 50 e P-value menores que 0,1 foram usados com

limiares de significancia para os métodos REL e FEL.
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3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1  Amplificagdo do dominio RT/ RNAseH de badnavirus e sequenciamento

Um total de 150 amostras foram analisadas, das quais 108 foram positivas para a
presenca de badnavirus com base na deteccdo de um fragmento de 579 pb apds amplificacdo
da regido RT/RNAseH da ORF3 do genoma viral (Figura 5). Todas as amostras positivas para
badnavirus foram sequenciadas, no entanto foi possivel montar contigs de boa qualidade a

partir de somente 48 das sequéncias.

Figura 5 - Amplificacdo do dominio RT/ RNAseH de badnavirus. Nameros 1-12 e 1-7 amostras
provenientes de Bonito-PE; M, 1KB plus ladder; C. controle positivo e C-, controle negativo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 €&+ €

579pb

Fonte: Autora, 2013.

3.2 Comparacao de sequéncias e analise filogenética

As analises preliminares utilizando o algoritmo BLAST e comparac¢des de sequéncias
pareadas com SDT revelaram que as 48 sequéncias obtidas neste trabalho apresentaram maior
identidade 85 a 97% com trés diferentes isolados (AM072664, AM072673 e EF46607) da
espécie ja descrita Dioscorea bacilliform AL virus (DBALV) (Figura 6). Esse resultado
corrobora estudos anteriores sobre a diversidade de virus que incidem sobre inhame na regido
Nordeste do Brasil, os quais também demonstraram que DBALV é a Unica espécie de
badnavirus ocorrendo nos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba e Pernambuco (ANDRADE,
2007; LIMA et al., 2013). Uma situacio oposta é observada em paises da Africa Ocidental e
Sul do Pacifico, onde estudos de diversidade de badnavirus em inhame revelaram a ocorréncia
de alta diversidade de especies, sendo encontradas ao menos as duas espécies aceitas pelo
ICTV, DBALYV e Dioscorea bacilliform SN virus (DBSNV) (GEERING; HULL, 2012) além
de outras espécies tentativas (ENI et al., 2008; KENYON et al., 2008; BOUSALEM et al,
2009).
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Figura 6 - Matriz bidimensional representando a porcentagem de identidade de
comparacdes pareadas de sequéncias nucleotidicas da regido RT/RNaseH dos Badnavirus desse
trabalho e outras espécies do género disponiveis no GenBank.

Parwie dentiy (%)

=

= RE =

-]

DALY AMITHE
DALV EFSEEITI
DBALV_AMITIET]
DS KCHECID
PN NCH5
ESOFV_SYesn
SO0z
ESVI_&TEHS
ESHY_SYBI5ITS
ECVEN_EN 45
SCHIN LD ALZTTISN
SCBHV_OR, WeesT
ComylY_iEHE
55V L1

IV _AF3ATESE
TRBV_AFETEE
RTEW_HCOI1E1L

GORIMY_OLD_AdZ77Foed
EOER__RG R _RAGE N
Camyhdy_mSZaan

[EIEE AR Y SRR E
ORGS0

1956 RS A0S0 T <

FOWRYELOSsASa60
(= RS e B

TaRY_AFan7 i

o
a
a
z
>
]
F
13

[ES L1 AR Be

FAMms

[ESeh R

WEZa3

REENY MG
FRY_HCO

S G P AN

(RN SRR TR b f)

Fonte: Autora, 2013.



30

Os relacionamentos filogenéticos foram analisados com base nas sequéncias de
nucleotideos do dominio RT/RNAseH da ORF3 dos badnavirus. Uma arvore de Maxima
Verossimilhanca (ML) foi construida incluindo sequéncias dos isolados obtidos nesse estudo
e sequéncias referéncias do género Badnavirus disponiveis no GenBank (Figura 7). Essa
andlise indicou que 48 isolados formaram um ramo monofilético (Grupo 1) com a espécie
DBALYV, as quais possuem um ancestral comum com a espécie Dioscorea bacilliform SN
virus (DBSNV). Os isolados mostraram uma tendéncia a agrupar por regido geogréfica,
formando dois subgrupos dentro do grupo I. O subgrupo 1 contém isolados provenientes dos
municipios de Arapiraca, Cha Preta e Vicosa, todos pertencentes ao estado de Alagoas,
enquanto o subgrupo 2 inclui todos os isolados provenientes dos municipios de Alhandra e
Bonito, oriundos da Paraiba e Pernambuco, respectivamente. O grupo Il inclui as outras
espeécies pertencentes ao género Badnavirus (Figura 7).

Anédlises filogenéticas baseadas no dominio RT/RNAseH de badnavirus que infectam
Dioscorea spp. nas llhas do Sul do Pacifico revelaram alta diversidade genética, sendo
encontradas 10 diferentes espécies, incluindo o DBALV. Estas agruparam mais intimamente
com relacdo as suas hospedeiras do que por origem geografica (KENYON et al., 2008). No
entanto, em estudos sobre a diversidade de badnavirus que incidem sobre o inhame no Caribe,
América do Sul e Africa, houve uma correlacdo significativa entre os isolados virais e sua
distribuicdo geogréfica, sendo os grupos separados principalmente por sua origem. Grupos
formados com base na hospedeira também foram observados (BOUSALEM et al., 2009).

A espécie DBALYV é eficientemente transmitida por inoculacdo mecéanica (ODU et al.,
2006) e pela cochonilha Planococcus citri (PHILLIPS et al., 1999). Contudo a taxa de
transmissdo de badnavirus por cochonilha é geralmente considerada baixa, sendo o maior
risco de disseminacdo do virus causado pelo de material propagativo infectado (LOCKHART;
OLSZEWSKI, 1993). Desta forma, acredita-se que a propagacdo vegetativa seja um dos
principais fatores que contribuem para a prevaléncia de DBALYV na regido nordeste do Brasil,
devido a proximidade geografica das areas de cultivo avaliadas e auséncia de barreiras
fitossanitarias, permitindo assim a pratica comum de troca de tdberas-semente infectada entre

as mesmas.
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Figura 7 - Arvore de Maxima Verossimilhanca baseada na sequéncia da regido RT/RNaseH de
isolados de DBALV obtido neste trabalho e outras espécies de Badnavirus disponiveis no
GenBank. O Rice tungro bacilliform virus (RTBV), género Tungrovirus, foi utilizado como
“outgroup”.
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3.3 Determinacdo da variabilidade genética da populacdo e parametrizacdo dos

mecanismos evolutivos

A analise dos descritores demonstrou que a populacdo de DBALV apresenta uma alta
variabilidade genética quando comparada a begomovirus (sSDNA) que infectam tomateiro
(Tomato common mosaic virus, ToCmMV; Tomato chlorotic mottle virus, ToCMoV, Tomato
severe rugose virus, ToOSRV e Tomato yellow vein streak virus, ToYVSV), fava (Bean
golden mosaic virus, BGMV) e plantas daninhas, Blainvillea rhomboidea (Blainvillea yellow
spot virus, BIYSV) e Cleome affinis (Cleome leaf crumple virus, CILCrV), com excecédo de
Macroptilium spp. (Macroptilium yellow spot virus, MaYSV). Por exemplo, valores para
diversidade nucleotidica (n) sao 0,0333 para DBALV, 0,0154 para BGMV, 0,02466 para
BIYSV, 0,0191 para CILCrV, 0,0572 para MaYSV, 0,0143 para ToCmMV, 0,0071 para
ToCMoV, 0,0102 para ToSRV e 0,021 para ToYVSV (Tabela 3).

Tabela 3 - Variabilidade genética da populacdo de Dioscorea bacilliformAL virus (DBALYV)
obtida de amostras de Dioscorea spp. coletadas em trés estados da regido nordeste do Brasil.

Populagdo NOmero Tamanho s Eta’ Kk © h' Hd" 6w o-Eta
de do
sequéncias genoma
DBALV 48 435 86 98 14.484 0.0333 40 0.992 0.0452 0.0515
BGMV? 20 2620 251 265 40.321 0.0154 18 0.989 0.0271 0.0295
BIYSV® 7 2661 200 211 65.619 0.0246 7 1.000 0.0307 0.0323
CILCrVv* 14 2756 253 267 51.758 0.0191 14 1.000 0.0294 0.0311
MaYSV? 10 2658 402 419 150.17 0,0572 10 1.000 0,0537 0,0542
ToCmMV® 22 2560 103 104 36.645 0.0143 20 0.987 0.0110 0.0111
ToCMoV® 22 2619 135 138 18.351 0.0070 22 1.000 0.0141 0.0144
ToSRV® 27 2588 148 159 26.530 0.0102 26 0.997 0.0148 0.0159
ToYVSV® 26 2562 49 49 53810 0.0021 25 0.997 0.0050 0.0050
®Ramos-Sobrinho (2010)
b Rocha et al. (2013) Fonte: Autora, 2013.

°Silva et al. (2011)

9 Silva et al. (2012)

“ Namero total de sitios segregantes.

" Nmero total de mutagdes.

* Numero médio de diferencas de nucleotideos entre sequéncias (Taxa de mutacdo da populagdo estimada por
Tajima,0).

S Diversidade de nucleotideos.

" Nimero de haplétipos.

' Diversidade haplotipica.

* Taxa de mutacéo da populacdo estimada por Watterson baseada no niimero total de sitios segregantes.
“Taxa de mutacao da populagdo estimada por Watterson baseada no niimero total de mutacdes.
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A alta diversidade de sequéncias de RT/RNaseH observada para badnavirus que
infectam inhame é consistente com aquela encontrada para badnavirus de banana (JAMES et
al., 2011), cacau (MULLER; SACKEY 2005), cana-de-actcar (MULLER et al., 2011) e taro
(YANG et al., 2003). Contudo, a variabilidade genética baseada na regido RT/RNaseH entre
isolados de uma mesma espécie de badnavirus de inhame se mostrou muito baixa
(BOUSALEM et al., 2009). A alta variabilidade genética de badnavirus tem sido atribuida a
replicacdo inacurada por transcricdo reversa presente em Caulimoviridae (BOUSALEM et al.,
2009).

A populacdo de DBALYV foi obtida de trés estados da regido nordeste e para verificar a
existéncia de subdivisdo dessa populacéo foi calculado o indice de Fixagdo F de Wrigth (Fst).
De acordo com Weir (1996), valores de Fst de 0 a 0,05 indicam pouca diferenciacdo genética;
de 0,05 a 0,15 moderada diferenciacdo; de 0,15 a 0,25, grande diferenciacao; e > 0,25, alta
diferenciacdo. A anéalise da diferenciacdo da populacdo revelou um valor Fst total de 0,35085
para o gene da transcriptase reversa (RT) indicando a existéncia de uma diferenciacdo da
populacdo de DBALYV por regido geografica. Isto pode ser evidenciado na arvore de Maxima
Verossimilhanca (ML), onde os isolados virais provenientes de Bonito-PE e Alhandra-PB,
compartilham o mesmo clado (Figura 7). Esses resultados sugerem que a subpopulacéo de
DBALYV proveniente de Pernambuco e Paraiba é distinta daquela oriunda de Alagoas.

Testes de neutralidade foram usados para acessar o tipo de selecdo que esta atuando
sobre a sequéncia codificadora do dominio RT da ORF |1l de DBALV. Valores negativos
foram obtidos, mas ndo estatisticamente suportados a p < 0.10, para Tajima D, Fu & Li D e
Fu & Li F, ndo sendo possivel confirmar que selecdo purificadora esta atuando na populagéo.
Contudo, a pressdo de selecdo pode ser mais acuradamente identificada pela proporcéo entre a
taxa de substituicdes ndo sindnimas (dN) e a taxa de substituicdes sinbnimas (dS). A razdo
dN/dS é esperada exceder uma unidade quando a sele¢do natural promove mudangas na
sequéncia de proteinas (selecdo diversificadora), enquanto numa razdo mais baixa que uma
unidade é esperada se a selecdo natural suprime mudancas na proteina (selecdo purificadora
ou negativa) (YANG; BIELAWSKI, 2000). A razdo dN/dS < 1 estimada para o0 dominio RT

indica que selecdo purificadora (negativa) esta atuando sobre esta populacéo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Resultados dos diferentes testes de neutralidade realizados para o dominio RT da
ORF 111 da populacédo de Dioscorea bacilliform AL virus (DBALV) obtida de Dioscorea spp. ho
Nordeste do Brasil.

Populacio ORF* TajimaD  Fu&LiD Fu&LiF dN/dS

DBALV RT -1,27385(ns) - 1,63074(ns) -1,79041(ns) 0.096759(ns)
T

"RT, Transcriptase reversa;

s A
ns, valores ndo significantes a p <0.10 Fonte: Autora, 2013.

Os testes adicionais para deteccdo de selecdo ocorrendo na populacdo de DBALYV,
utilizando SLAC, REL, FEL e PARRIS, revelaram varios sitios sob selecdo purificadora
(negativa), corroborando os dados da razdo dN/dS (Tabela 5).

Selecdo purificadora também foi encontrada como uma das principais forcas
evolutivas atuando sobre virus de genoma de sSDNA como os begomovirus BGMV em fava
(RAMOS-SOBRINHO, 2010), CILCrV em Cleome afinis (SILVA et al., 2011), MaYSV em
Macroptilium spp. (SILVA et al., 2012), ToCmMV, ToCMoV, ToSRV e ToYVSV em
tomateiro (ROCHA et al., 2013) e virus de genoma de dsDNA, como o hepdnavirus Avian
hepatites E virus (aHEV) em aves (BANYAI et al., 2010).

Na auséncia de selecdo positiva, mecanismos como amostragem de hospedeiras e
vetor induzindo efeitos gargalo e fundador (GARCIA-ARENAL, 2003), aliado a um novo
ambiente biogeogréafico tem provavelmente contribuido para formacdo de linhagens distintas
de badnavirus de inhame (BOUSALEM et al., 2009).



Tabela 5 - Deteccao de selecdo utilizando os métodos ML disponiveis no DataMonkey.

SELECAO SELECAO NEGATIVA
POSITIVA
SLAC’ NAO 1,4,7,13,29,30,40,41,43,54,55,56,58,59,60,67,69,80

,82,90,102,111,118,124,135,139

FEL NAO 1,4,7,13,23,28,29,30,32,40,41,43,45,54,55,56,58,59
,60,67,69,79,80,82,89,90,102,103,105,109,111,112,
117,118,119,124,135,139,140,145

REL' NAO 1,4,7,13,23,27,28,29,30,40,41,43,44,45,48,54,55,56
,58,59,60,67,69,79,80,82,89,90,95,98,99,102,103,1
05,107,109,111,112,117,118,119,124,129,130,135,
139,140,142,145

PARRIS® NAO

GARD' N&o foi detectado recombinacéo
#Single-Likelihood Ancestor Counting (SLAC),
" Fixed-Effect Likelihood (FEL) Fonte: Autora, 2013.

"Random-Effect Likelihood (REL)
$ partitioning for Robust Inference of Selection (PARRIS)
‘Genetic Algorithm Recombination Detection (GARD)
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4. CONCLUSOES

A andlise da estrutura genética da populacdo indicou que a variabilidade de DBALYV é
alta, semelhante aquela encontrada para virus de sSDNA e que a mutacdo é um importante
processo evolutivo contribuindo para a diversificacdo dessa espécie. O fato de DBALYV estar
sobre possivel influéncia de selecdo purificadora sugere que a ocorréncia de mutacdes nao é
suficiente para explicar completamente a sua variabilidade genética. Desta forma, estudos séo
necessarios para demonstrar a influéncia de forgas evolutivas adicionais atuando sobre esta

populacéo.
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