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RESUMO: Fitovirus possuem uma ampla gama de hospedeiras daninhas/silvestres, as quais podem funcionar como
reservatérios de virus. Centosema brasilianum é uma espécie silvestre leguminosa frequentemente encontrada em
associagdo com campos de cultivo na regido Nordeste do pafs. Em margo de 2017, foi encontrada uma planta de C.
brasilianum apresentando sintomas de mosaico e enrolamento foliar, no municipio de Maceid, estado de Alagoas. Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivo detectar e caracterizar molecularmente virus com genoma de DNA
infectando C. brasilianum. O DNA total foi extraido a partir da amostra foliar e usado como molde para reagdes de
amplifica¢do via PCR utilizando os primers universais para detec¢io de badnavirus e begomovirus. Sequéncias parciais
foram obtidas para regidio RT/RNaseH dos badnavirus e DNA-A dos begomovirus. Comparac¢des de sequéncias
pareadas e andélises filogenéticas indicaram a presenca de infec¢do mista em C. brasilianum por badnavirus e
begomovirus. O isolado BR:Mac:17 pode ser considerado uma putativa nova espécie de badnavirus para a qual o nome
‘Centrosema bacilliform virus” (CenBV) foi proposto. Esta espécie foi filogeneticamente mais relacionada com
Dioscorea bacilliform AL virus (DBALV, KX008573), proveniente de Dioscorea rotundata. Enquanto, o isolado
BR:Mac2:17 é um Begomovirus, provavelmente, da espécie Bean golden mosaic virus (BGMV). Os resultados
demonstram que C. brasilianum pode atuar como reservatério de badnavirus e begomovirus na auséncia da cultura no
campo.

PALAVRAS-CHAVE: Caracterizagio molecular, Caulimoviridae, Geminiviridae, Plantas nio cultivadas.

ABSTRACT: Plant viruses have a wide range of weed/wild hosts, which can act as virus reservoirs. Centosema
brasilianum is a wild leguminous species frequently found in association with cultivated fields in the Northeast region
of the country. In March 2017, a plant of C. brasilianum was found showing symptoms of mosaic and leaf rolling, in
the municipality of Maceid, state of Alagoas. In this context, the present study aimed to detect and molecular
characterize viruses with DNA genomes infecting C. brasilianum. Total DNA was extracted from the leaf sample and
used as a template via PCR amplification reactions assays using universal primers, aiming respectively at the
detection of badnavirus and begomovirus. Partial sequences were obtained for the badnavirus RT/RNaseH and
begomovirus DNA-A regions. Comparisons of paired sequences and phylogenetic analyzes indicated the presence of
coinfection in C. brasilianum by badnavirus and begomovirus. The zsolate BR:Mac:17 should be considered a putative new
species of badnavirus, for which the name ‘Centrosema bacilliform virus (CenBV) is proposed. This species was
phylogenetically more related to Dioscorea bacilliform AL virus (DBALV, KX008573), from the Dioscorea rotundata.
Meanwhile, the isolate BR:Mac2:17 is a Begomovirus, probably of the species Bean golden mosaic virus (BGMV). The
results demonstrate that C. brasilzanum can act as a reservoir of badnavirus and begomovirus in the absence of culture
in the field.

KEYWORDS: Molecular characterization, Caulimoviridae, Geminiviridae, non-cultivated plants.
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INTRODUCAO

Espécies dos géneros Badnavirus e Begomovirus constituem importantes fitovirus
de DNA que tem emergido como sérios patégenos para um grande ntimero de plantas
cultivadas, especialmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo (Bhat et al,,
2016; Inoue-Nagata et al., 2016).

Os badnavirus (Familia Caulimoviridae) possuem DNA fita dupla (dsDNA),
semicirculares, com particulas bacilliformes e genoma monossegmentado com cerca de
7,2 a 9,2 kb. Sdo transmitidos frequentemente por cochonilhas (Planoccocus spp.) e
algumas espécies por afideos (Aphis spp.) de forma semi-persistente (Bhat et al., 2016).
Badnavirus, também, podem ocorrem como sequéncias endégenas, que se integram aos
genomas hospedeiros e podem ser ativados, por exemplo, através do estresse abidtico,
dando origem a formas epissomais infecciosas (Bhat et al, 2016). No Brasil, infec¢des
causadas por badnavirus ja foram descritas nas culturas do abacaxi, banana, inhame e
cana-de-agucar (Figueiredo et al., 2006; Brioso et al., 2012; Lima et al., 2013; Santos,
2013; Silva et al., 2015).

Membros do género Begomovirus (Familia Geminiviridae) possuem genoma
monossegmentado ou bissegmentado de DNA circular de fita simples (ssDNA)
encapsidado em particula geminada de morfologia quasi-icosaédrica (Brown et al., 2015).
Estes virus sdo transmitidos por um complexo de espécies cripticas de Bemisia tabaci
(Homoptera: Aleyrodidae) para uma ampla gama de hospedeiras dicotiledoneas (Zerbini
et al., 2017). No Brasil, begomovirus sdo fatores limitantes para os cultivos de feijdo e
tomate, levando a perdas substanciais na produtividade dessas culturas (Inoue-Nagata et
al., 2016).

Além de infectarem plantas cultivadas, os begomovirus também infectam outras
hospedeiras daninhas/silvestres, as quais desempenham um importante papel na
epidemiologia, atuando como fontes de novos virus ou variantes virais (Cotrim et al,,
2007; Castillo-Urquiza et al, 2008; Silva et al., 2012). Poucos sdo os relatos de
ocorréncia de badnavirus em plantas ndo cultivadas, predominando a infecgdo de
Commelina spp., familia Commelinaceae (Geering et al, 2012). Estas hospedeiras
abrigam muitas espécies de virus, podendo ocorrer infecgdes mistas que promovem a
interagdo entre diferentes espécies e/ou isolados levando a uma série de efeitos como:

aumento/decréscimo das taxas de replica¢do, transmissdo e expressio de sintomas na
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hospedeira (Syller, 2012). Adicionalmente, infe¢des mistas com mais de uma espécie viral
constitue o pré-requesito para ocorréncia de recombinag¢do, um importante mecanismo
na evolugido de badnavirus e begomovirus (Padidam et al., 1999; Ahmad et al., 2011;
Silva et al., 2012; Lima et al., 2013; Ramos-Sobrinho et al., 2014; Sharma et al., 2015).
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizagdo
molecular de virus de DNA infectando Centrosema brasilzanum, uma planta daninha

associada a diversas culturas economicamente importantes no estado de Alagoas.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

Amostras foliares (0,5-1g) de C. brasilianum apresentando sintomas indicativos de
infec¢do por virus (mosaico e deformacdo foliar) foram coletadas em Macei6, Alagoas,
em marco de 2017. O material vegetal foi armazenado como exsicata e em freezer a -
80°C, no Laboratério de Fitopatologia Molecular e Virologia Vegetal do Campus de

Engenharias e Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Alagoas.

Deteccio e caracteriza¢ido dos genomas parciais de Begomovirus e Badnavirus

O DNA total foi extraido, a partir da amostra vegetal, segundo protocolo de
Lodhi (1994) e submetido a amplificagdo via Polymerase Chain Reaction (PCR), para
deteccdo dos virus pertencentes aos géneros Begomovirus e Badnavirus, utilizando os

pares de oligonucleotideos universais e degenerados, respectivamente, PAL1v1978 (5'-

GCATCTGCAGGCCCACATYGTTCTTLYCCNG-3) PAR1c496
(’AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG-3), BadnaFP (5-
ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC-3) e BadnaRP (5-

CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC-8’) (Rojas et al., 1993; Yang et al., 2003). As reagdes
foram realizadas em um volume final de 60 pL, contendo 6 pL de tampdo 10X PCR, 4,8
puL da mistura de dNTPs a 10 mM, 1,8 pl. de MgCl a 50 mM, 3 pL de cada
oligonucleotideo a 10 uM, 10 ng do DNA molde e uma unidade da Tag DNA

Polimerase, completando-se o volume com H.O ultrapura. As reagdes foram realizadas
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em termociclador (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler) nas seguintes condigdes: para
o género Begomovirus, utilizou-se uma desnaturagdo inicial de 94°C por 2 minutos e 30
ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 52 °C por 1 minuto e
extensdo a 72 °C por 2 minutos, seguido de uma extensdo final a 72°C por 10 minutos.
Ja para Badnavirus, as condig¢des utilizadas foram: desnaturagdo inicial de 94°C por 4
minutos e 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 50 °C por 30
segundos e extensdo a 72 °C por 1 minutos, seguido de uma extenséo final a 72°C por 10
minutos. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1% sob luz UV
e purificados utilizando-se o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare), seguindo as recomendagdes dos fabricantes. O sequenciamento foi realizado

comercialmente na Macrogen, Inc. (Seul, Coréia do Sul).

Anilise de sequéncias e demarcacdo de espécies

As sequéncias parciais do componente genémico DNA-A dos begomovirus e
dominio RT/RNaseH do genoma dos badnavirus foram montadas utilizando-se o
programa CodonCode Aligner v. 4.1.1 (www.codoncode.com). As sequéncias obtidas
foram inicialmente analisadas com o algoritmo BLAST z (Altschul et al., 1990) e o banco
de dados de nucleotideos nio-redundante GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)
para determinar as espécies virais com as quais elas compartilham maior identidade de
sequéncia. As sequéncias similares obtidas a partir do GenBank (Tabela 1) foram
utilizadas para demarcagdo de espécie dos novos isolados de begomovirus e badnavirus
utilizando-se o programa Sequence Demarcation Tool (SDT) v. 1.2 (Mubhire et al., 2013),
com base no nivel limite de 80% estabelecido pelo ICTV para badnavirus (Geering et al.,

2012) e 91% para begomovirus (Brown et al., 2015).
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Tabela 1. Sequéncias de badnavirus e begomovirus obtidas a partir do banco de dados
nido-redundantes GenBank.

Espécies (Acronimos) Codigo de acesso no Familia
Genbank
Banana streak CA virus (BSCAV) HQ593111 Caulimoviridae
Banana streak IM virus (BSIMV) HQ593112 Caulimoviridae
Banana streak OL virus (BSOLV) N Co03381 Caulimoviridae
Banana streak UA virus (BSUAV) HQ593107 Caulimoviridae
Banana streak UI virus (BSUIV) HQ593108 Caulimoviridae
Banana streak UL virus (BSULV) HQ593109 Caulimoviridae
Banana streak UM virus (BSUMV) HQ593110 Caulimoviridae
Banana streak virus Acuminata Yunnan DQ0924:36 Caulimoviridae
(BSYNV)
Banana streak virus strain Acuminata Vietnam AY1750155 Caulimoviridae
(BSVNV)
Bean golden mosai virus (BGMV) KJ939753 Geminiviridae
Bean golden mosaic virus isolate BR:Arp1:05 KJ939707 Geminiviridae
(BGMYV)
Bougainvillea spectabilis chlorotic vein-banding EU084539 Caulimoviridae
virus (BsCVBV)
Cacao swollen shoot virus (CSSV) NC001574 Caulimoviridae
Canna yellow mottle virus (CaYMV) MF074075 Caulimoviridae
Centrosema yellow spot virus (CenYSV) JN419002 Geminiviridae
Citrus yellow mosaic virus (Ci'YMV) NC003382 Caulimoviridae
Commelina yellow mottle virus (ComYMV) NCo001343 Caulimoviridae
Cowpea golden mosaic virus (CPGMV) AF188708 Geminiviridae
Cycad leaf necrosis virus (CyNLV) EU853709 Caulimoviridae
Dioscorea bacilliform AL virus (DBALYV) KX008573 Caulimoviridae
Dioscorea bacilliform RT virus (DBRTV1) KX008574 Caulimoviridae
Dioscorea bacilliform RT virus (DBRTV2) KX008577 Caulimoviridae
Dioscorea bacilliform virus (DBSNV) DQ822073 Caulimoviridae
Dioscorea rotundata endogenous virus eDBV5 KF829974 Caulimoviridae
Dioscorea rotundata endogenous virus eDBVS KF829997 Caulimoviridae
Dracaena mottle virus (DrMV) DQ473478 Caulimoviridae
Fig badnavirus 1 (FBV1) JF411989 Caulimoviridae
Gooseberry vein banding virus (GVBAV) HQ852248 Caulimoviridae
Grapevine roditis leaf discoloration-assoctated HG940503 Caulimoviridae
virus (GRLDaV)
Grapevine vein-clearing virus (GVGC) JFF301669 Caulimoviridae
Kalanchoe top-spotting virus (KTSV) NC004540 Caulimoviridae
Macroptilium common mosaic virus KX691396 Geminiviridae
(MaCmMYV)
Macroptilium common mosaic virus isolate KX691397 Geminiviridae
ALM9_2A (MaCmMYV)
Macroptilium yellow vein virus (MaYVV) KJ939906 Geminiviridae
isolate BR:Pai26:11
Macroptilium yellow vein virus isolate RKJ939902 Geminiviridae
BR:Pai22:11
Mulberry badnavirus 1 (MBV-1) LN651258 Caulimoviridae
Musa acuminata endogenous Badnavirus KF386728 Caulimoviridae
Pelargonium vein banding virus (PVBV) GQ428155 Caulimoviridae
Pineapple bacilliform comosus virus (PBCoV) GU121676 Caulimoviridae
Piper yellow mottle virus (PYMoV) RJ873042 Caulimoviridae
Rubus yellow net virus (RYNV) KMO078034 Caulimoviridae
Spiraea yellow leaf spot virus (SYLSV) AF299074 Caulimoviridae
Sugarcane bacilliform Guadeloupe D virus FJ439817 Caulimoviridae
(SCBGCV)
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Sugarcane bacilliform Ireng Maleng virus NCo003031 Caulimoviridae
(SCBIMYV)

Sugarcane bacilliform Mor virus (SCBMOV) NC_008017 Caulimoviridae
Sugarcane bacilliform virus clone 10 FJ824814 Caulimoviridae
(SCBGAYV)

Sugarcane bacilliform virus isolate BB (SCBVBB) IN877535 Caulimoviridae
Sugarcane bacilliform virus isolate BRU IN877537 Caulimoviridae
(SCBV-BRU)

Sugarcane bacilliform virus isolate BT (SCBVBT) IN877536 Caulimoviridae
Sugarcane bacilliform virus isolate Iscam IN877534 Caulimoviridae
(SCBV-Iscam)

Sweet potato pakakuy virus (SPVa) FJ560943 Caulimoviridae
Sweetpotato badnavirus B (SPBb) FJ560944 Caulimoviridae
Taro bacilliform virus (TaBV) AF357836 Caulimoviridae
Turmeric mild chlorosts virus (TuMCIV) AJ810081 Caulimoviridae
Yacon necrotic mottle virus (YNMoV) KM229702 Caulimoviridae

Anilise filogenética

Alinhamentos multiplos de sequéncias nucleotidicas foram preparados para o
conjunto de dados de sequéncia parcial do DNA-A dos isolados begomovirus e dominio
RT/RNaseH dos badnavirus (Tabela 1), utilizando-se o algoritmo MUSCLE (Edgar,
2004), e ajustados manualmente no pacote MEGA6 (Tamura et al., 2013). O método de
Maxima Verossimilhanga para o conjunto de dados de sequéncia parcial do DNA-A foi
usado para determinar o relacionamento filogenético dos begomovirus usando o
software MEGA6 (Tamura et al, 2013). O melhor modelo de substituigio de
nucleotideos para cada grupo foi determinado com a ferramenta Find Best DNA/Protein
Models (ML) e a confiabilidade de cada ramo determinada por bootstrap de 1000
replicagdes.

Inferéncia Bayesiana para o conjunto de dados RT/RNAseH dos badnavirus foi
realizada no website CIPRES (Miller et al., 2010) usando MrBayes v. 3.2.3 (Ronquist et
al., 2012). O melhor modelo de substitui¢do (GTR + I) de nucleotideos foi determinado
para cada conjunto de dados usando MrModeltest 2.3 (Posada; Buckley, 2004) de acordo
com o Akaike Information Criterion (AIC). Analises foram rodadas por 10 milhdes de
geragdes usando quatro cadeias e amostrando a cada 1.000 geragdes, para um total de
10.000 arvores. As primeiras 2.500 arvores foram descartadas como uma fase de burn-in.
Probabilidades posteriores (Rannala; Yang, 1996) foram determinadas a partir de uma

arvore consenso majority—rule gerada com as 7.500 arvores remanescentes. As arvores
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foram visualizadas e editadas no programa FigTree v.1.4

(ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anilises de sequéncias e demarcacdo de espécie

O par de oligonucleotideos BadnaFP/BadnaRP direcionou a amplificagdo de um
fragmento com aproximadamente 580 pares de base (pb) que corresponde ao dominio
RT/RNaseH do genoma dos badnavirus. Enquanto o par de oligonucleotideos
PAL1v1978/PAR1C496  direcionou a amplificagdo de um fragmento de
aproximadamente 1200pb que compreende a regido comum e as extremidades amino
terminal dos genes Rep e Cp do genoma dos begomovirus (Figura 1). Esses resultados

revelam a ocorréncia natural de infec¢do mista por Badnavirus e Begomovirus em C.

brasilianum.

1500 pb
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Figura 1. Padrio eletroforético em gel de agarose (1%) da confirmagdo da infecgdo viral
via PCR em C. brasilizaum. M, marcador de comprimento (“1Kb DNA ladder RTU"); 1,
fragmento de aproximadamente 1,2kb referente a regido comum e as extremidades
amino terminal dos genes Rep e Cp do genoma dos begomovirus; (+), controle positivo;
(-), controle H.O; 2, fragmento de aproximadamente 580 pb referente ao dominio
RT/RNaseH do genoma dos badnavirus; (+), controle positivo; (-), controle HzO.

As andlises BLAST# e comparagdes de sequéncias pareadas utilizando SDT
confirmaram a infe¢do mista por Badnavirus e Begomovirus em C. brasilianum (Figuras 2 e
3). O isolado BR:Mac1:17 (acesso no GenBank MW218447) compartilhou maior

identidade nucleotidica (68,7%) com o Dioscorea bacilliform AL virus (DBALYV,
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KX008573), obtido em amostras foliares de Dzoscorea rotundata, na Nigéria (Bomer et al.,
2016). De acordo com o critério de > 80% de identidade de sequéncia nucleotidica no

domfnio RT/RNAseH estabelecido pelo ICTV (Geering et al, 2012), o isolado Pégina | 3020

BR:Mac1:17 corresponde a uma provével nova espécie do género Badnavirus, para qual
foi proposto o nome ‘Centrosema bacilliform virus’ (CenBV). Este também constitui o
primeiro relato da ocorréncia natural de infecg¢do por badnavirus em planta ndo cultivada

e na familia Fabaceae no Brasil.

ComYMV_NC_001343
GVCV_JF301669
MBV_1_LN6S1258
BSUAV_HQS93107
BSCAV_HQS93111
SCBGAV_FJ824814
BSOLV_NC_003381
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CaYMV_MF074075
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Figura 2. Matriz bidimensional representando porcentagem de identidade de
comparagdes pareadas de sequéncias nucleotidicas do dominio RT/RNAseH do isolado
BR:Mac1:17 com amostras de badnavirus disponiveis no GenBank.
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Figura 3. Matriz bidimensional representando porcentagem de identidade de
comparagdes pareadas de sequéncias nucleotidicas do DNA-A do isolado BR:Mac2:17
com amostras de begomovirus disponiveis no GenBank.

Relatos de detec¢do de badnavirus em plantas daninhas sdo escassos, poucas
espécies foram ja foram descritas e caracterizadas, por exemplo, Commelina yellow mottle
virus isolado de Commelina difusa, que é a espécie tipo do género Badnavirus (Geering et
al., 2012) e Red clover bacilliform virus (RCBV) obtida de Trifolium pratense na Republica
Tcheca (Franova et al., 2012). Dois badnavirus sem espécie definida foram obtidos das
plantas daninhas da familia Asteraceae, Ambrosia psilostachya (Melcher et al., 2008) e
Sclerocarpus africanus presente em plantagdes de inhame na Nigéria (Asala et al, 2012).
Quanto a ocorréncia de badnavirus em plantas da familia IFabaceae, apenas duas espécies
toram descritas, RCBV (Franova et al., 2012) e Wisteria badnavirus 1 (WBV1) isolado da
planta ornamental W isteria sinensis na China (Li et al., 2017).

O isolado BR:Mac2:17 apresentou maior identidade variando de 91,8% a 92%
com dois isolados do bean golden mosaic virus (KJ939707, KJ939753), obtidos de feijao-
fava (Phaseolus lunatus) provenientes dos municipios de Arapiraca e Palmeira dos Indios,

Alagoas (Ramos-Sobrinho et al, 2014). O ICTV determina que begomovirus que
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compartilham > 91% de identidade de sequéncia de nucleotideos do genoma completo
pertencem a mesma espécie (Brown et al,, 2015). O fragmento de 1,2 kb amplificado,
corresponde a aproximadamente metade da sequéncia do genoma viral do DNA-A (2,6
kb), sugerindo que BR:Mac2:17 seja um novo isolado do BGMV. Até o presente
momento, a espécie Centrosema yellow spot virus (CenYSV) era o Unico begomovirus
descrito em C. brasilianum (Silva et al.,, 2012). A obteng¢do da sequéncia do genoma
completo é essencial para revelar o real estado taxonomico isolado BR:Mac2:17.

No Brasil, BGMV tem sido um importante patégeno infectando feijoeiros
(Phaseolus spp.) desde 1970 (Costa, 1976; Faria; Maxwell, 1999), causando perdas na
produgdo entre 40 e 100% (Morales, 2006). As leguminosas, feijdo comum (P. vulgaris),
teijao fava (P. lunatus) e a planta ndo cultivada Macroptilium lathyroides sdao hospedeiras
naturais de BGMYV na regido Nordeste, incluindo o estado de Alagoas (Silva et al., 2012;
Ramos-Sobrinho et al., 2014). At¢é o momento, ndo existe relato da ocorréncia de
infecgdo natural de C. brasilianum por BGMV no Brasil e no mundo. No entanto, em um
estudo realizado em Cuba, 44 acessos de Centrosema spp. foram testados para resisténcia
a infec¢do por BGMV e 26 deles foram suscetiveis, na sua maioria da espécie C. pubensces
(Schultze-Kratft, 1990). Portanto, este consiste no primeiro relato desta infec¢do natural
em C. brasilianum em todo o mundo e amplia a gama de hospeiras desse virus.

Os sintomas apresentados na planta de C. brasilianum co-infectada pelas espécies
CenBV e BGMYV foram de mosaico e enrolamento foliar (Figura 4). Mosaico amarelo é o
sintoma comumente causado por BGMV em plantas infectadas de feijao (Phaseolus spp.)
e daninhas da familia Fabaceae (Faria; Maxwell, 1999; Silva et al., 2012; Ramos-
Sobrinho et al., 2014). Enquanto os sintomas mais frequentes causados por badnavirus
sdo clorose interveinal, mosqueado e estrias cloréticas (Geering et al., 2012). Portanto,
os sintomas de mosaico e enrolamento foliar causado por coinfec¢do de CenBV e BGMV
em C. brasilianum indica a possivel ocorréncia de sinergismo entre as duas espécies
virais. A expressdo dos sintomas devido a uma infec¢do viral depende de vérios fatores,
como o nivel de resisténcia do hospedeiro, o estagio de crescimento da planta, espécie de

virus ou cepas e condigdes ambientais (Pic6; Diez; Nuez, 1996).
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Figura 4. Planta de C. brasilizanum exibindo sintomas de mosaico e enrolamento foliar
(seta vermelha) causados pela de coinfecgdo com os virus CenBV e BGMV.

Na natureza, infe¢des mistas de plantas por virus sdo comuns e dois ou mais virus
podem causar sinergismo onde formas mais severas de sintomas sdo expressas pela
planta. Em situagdes de sinergismo, a concentragdo do virus, o movimento do virus ou
ambas podem ser aumentadas (Zhang et al., 2001). No entanto, para confirmar o efeito
sinérgico da infe¢do mista na expressdo de sintomas em C. brasilianum torna-se
necessario realizar um estudo de transmissdo experimental para diferenciar os sintomas
que cada virus causa quando em infec¢do simples na hospedeira e em plantas indicadoras.

Infec¢des mistas também sdo importantes para evolucdo de virus porque fornece
a precondigdo para recombinagdo, mecanismo que pode contribuir para o surgimento de
isolados virais mais severos ou novas espécies de virus (Padidam et al., 1999; Syller,
2012; Martin et al,, 2015). Além disso, recombinagdo tem sido demonstrada como o

principal fator que contribui para a variabilidade de virus de DNA (Martin et al.,, 2015).

Analises Filogenéticas

A arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana, obtida para o conjunto de dados
RT/RNaseH, revelou que o isolado BR:Mac1:17 (CenBV) ocupou um ramo
independente o qual estd mais proximamente relacionado com as espécies Dracaena
mottle virus (DrMV) e Pelargonium vein banding virus (PVBV), que infectam Dracaena
sanderiana (Liliaceae), Pelargonium peltatum (Geraniaceae) bem como alguns membros
das familias Amaranthaceae e Solanaceae (Brunt et al, 2008) (Figura 5). Este resultado

ndo corrobora com o observado na analise par-a-par (parwise em inglés) a qual indicou
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que a espécie Grapevine roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV) é mais
proxima da espécie tentativa CenBV. O fato de CenBV apresentar baixa identidade de
sequéncia e ndo apresentar relacionamento filogenético com badnavirus endégenos,
indica que esse virus esta ocorrendo de forma epissomal na amostra de C. brasilianum da
qual foi obtido. Estas incongruéncias encontradas nas anélises par-a-par e filogenéticas

podem refletir na ocorréncia de possiveis eventos de recombinagio entre as espécies.
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Figura 5. Andlise filogenética de inferéncia Bayesiana baseada na sequéncia da regido
RT/RNaseH da ORF III do genoma dos badnavirus mais similares obtidos no
GenBank.BR:Mac1:17 foi isolado neste estudo.

Na é4rvore ML para o conjunto de dados de sequéncia parcial do DNA-A, o

isolado BR:Mac2:17 (BGMYV) agrupou com os dois isolados de BGMV obtidos de P.

lunatus em Alagoas (Figura 6). Esses resultados reforcam a hipdtese que o isolado

BR:Mac2:17 pertence a espécie BGMV.
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Figura 6. Analise filogenética de Médxima Verossimilhanca baseada na sequéncia parcial
do DNA-A do genoma dos begomoirus mais similares obtidos no GenBank BGMYV,
MaYVV, MaCmMV, CPGMYV e CenYSV. BR:Mac2:17 foi isolado neste estudo.

Estudos tem demonstrado que a espécie BGMV possui baixa variabilidade
genética em hospedeiras da familia Fabaceae como P. vulgaris e P. lunatus (fava), (Faria;
Maxwell, 1999; Ramos-Sobrinho et al., 2014) e que este fato reflete um reduzido grau de
eventos de recombinagdo ocorrendo no seu genoma (Ramos-Sobrinho et al., 2014).
Apesar de poucos eventos de recombinagdo serem encontrados ao longo do genoma
dessa espécie, hotspots de recombinagio sdo frequentemente encontrados na regido que
codifica para os genes Rep e Cp e tem identificado BGMYV e outros begomovirus nativos
de plantas daninhas como Macroptilium lathyroides e Sida spp. como doadores parentais
(Silva et al., 2012; Ramos-Sobrinho et al., 2014). Mais uma evidéncia da importancia de

hospedeiras daninhas na sobrevivéncia e evolugdo de BGMV.
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CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo indicam que Centrosema brastlianum
constitui um reservatério de badnavirus e begomovirus, inclusive ocorrendo coinfec¢des
desses virus. O isolado BR:Mac1:17 é uma provével nova espécie do género Badnavirus
para qual foi designado o nome tentativo Centrosema bacilliform virus e existem fortes
evidéncias que o isolado BR:Mac2:17 pertence a espécie Bean golden mosaic virus.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para demonstrar se C. brasilianum
desempenha um papel ativo como fonte de inéculo ou fonte continua de novos virus para

plantas cultivadas.
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