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RESUMO

Os begomovirus infectam plantas dicotiledoneas em praticamente todo o mundo. Eles
possuem morfologia icosaédrica geminada com o genoma composto por DNA de fita
simples circular. Os begomovirus sdo transmitidos por um complexo criptico de espécies
de moscas brancas (Bemisia tabaci) e a transmissao é dependente da proteina capsidial
(CP). Neste estudo, foi analisada a sequéncia codificadora da CP de isolados de
begomovirus coletados em escala global e disponiveis no GenBank. A andlise
multivariada de componentes principais (“Principal Component Analysis”, PCA) foi
empregada para determinar a estrutura genética da meta-populagcdo dos begomovirus. As
posicdes de nucleotideos que mais contribuiram para a divergéncia entre as
subpopulagdes foram mapeadas em nivel de aminodcido em modelos tridimensionais
construidos para as CPs de cada uma das subpopulacdes virais. A subpopulacdo de
begomovirus coletados no sul da Africa, incluindo os sweepovirus, apresentaram
substituicdes marcantes na regido da CP envolvida em transmissdo via inseto-vetor. Tais
resultados sugerem que os begomovirus pertencentes a essa subpopulacao podem exibir
dinamicas distintas de transmissao.

Palavras-chave: PCA, Evolu¢do, Meta-populagdo, CP



ABSTRACT

Begomoviruses infect dicotyledonous plants around the world. They have geminate
icosahedral morphology with the genome composed of circular single-stranded DNA.
Begomoviruses are transmitted by a cryptic species complex of whiteflies (Bemisia
tabaci) and the transmission is dependent on the coat protein (CP). In this study, it was
analyzed the begomovirus CP coding sequence from isolates collected on a global scale
and available from GenBank. The multivariate analysis of principal components (PCA)
was used to determine the genetic structure of the begomovirus meta-population. The
nucleotide positions that contributed most to the divergence among the subpopulations
were mapped at amino acid level in three-dimensional models constructed for the CPs of
each viral subpopulation. The subpopulation of begomoviruses collected from southern
Africa, including the sweepoviruses, showed significant substitutions in the CP region
involved in insect transmission. These results suggest that begomoviruses belonging to
this subpopulation might exhibit distinct transmission dynamics.

Keywords: PCA, Evolution, Meta-population, CP
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1. INTRODUCAO

Os begomovirus (género Begomovirus, familia Geminiviridae) infectam
exclusivamente plantas dicotiledoneas em diversas regides do mundo (PADIDAM,;
SAWYER; FAUQUET, 1999). Eles causam doengas de grande importincia agrondmica
em regides tropicais e subtropicais afetando severamente culturas como a do feijoeiro,
tomateiro, algodoeiro, mandioca e o pimentdo (LEGG; FAUQUET, 2004; MARTIN;
SHEPHERD, 2009; MORALES; ANDERSON, 2001). O primeiro relato de begomovirus
no Brasil ocorreu em 1970 e nesse periodo a incidéncia do patdgeno foi atribuida a
migracao do vetor a partir de plantas de soja (Glycine max) e feijjao (Phaseolus vulgaris)
(COSTA, 1976).

Os virus pertencentes a este género apresentam particulas com morfologia do tipo
icosaédrica geminada contendo o genoma de DNA de fita simples circular composto por
um (monopartidos) ou dois (bipartidos) segmentos. O tamanho dos genomas varia de
2.500 nucleotideos (no caso dos begomovirus monopartidos) a 5.200 nucleotideos
(begomovirus bipartidos). Nos begomovirus bipartidos, os segmentos gendmicos sao
denominados DNA-A e DNA-B (PADIDAM; SAWYER; FAUQUET, 1999).

A sua transmissdo ocorre de forma persistente circulativa por um complexo de
espécies cripticas de moscas brancas conhecido como Bemisia tabaci (DE BARRO et al.,
2010; GHANIM et al., 2007). As particulas virais sao adquiridas durante a alimentacao
do inseto vetor em plantas infectadas, entram no esd6fago e na camara de filtro em seguida
sdo transportadas através da parede do intestino para a hemolinfa, onde circulam até
adentrarem na glandula salivar, a partir da qual s@o transmitidas para novas plantas no
processo de alimentacdo do inseto (BROWN; CZOSNEK, 2004; GHANIM et al., 2007;
HUNTER et al., 2007).

Nos begomovirus bipartidos, o0 DNA-A € responsdvel por codificar as proteinas
envolvidas na replicacdo, Rep (“Replication associated protein”); controle da expressao
génica, Trap (“transactivating protein”); supressdao das defesas do hospedeiro C4;
amplificacdo da replicacdo, Ren (“Replication enhancer”); encapsidacdo e transmissao
por insetos, CP (“coat protein”). Por sua vez, o DNA-B codifica proteinas responsaveis
pelo movimento intra- e intercelular em plantas hospedeiras (BRIDDON et al., 2010).

Os virus monopartidos sdo, predominantemente, provenientes do Velho Mundo
(Asia, Europa, Africa e Oceania), porém, ha relatos da ocorréncia de begomovirus
monopartidos nativos do Novo Mundo (Américas) (MELGAREJO et al., 2013). Por outro

lado, os begomovirus bipartidos representam a maioria absoluta daqueles relatados no
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Novo Mundo e também ocorrem no Velho Mundo (BROWN et al., 2015; SANCHEZ-
CAMPOS et al., 2013). A divisdao entre begomovirus do Novo e Velho Mundo ¢é
prontamente observada por meio andlises filogenéticas (RYBICKI et al., 1994).
Entretanto, estudos indicam que a meta-populacdo pode ser subdividida em sete
subpopulagdes menores com base na origem geografica dos isolados e gama de
hospedeiros (PRASANNA et al., 2010).

A capa proteica dos begomovirus, alvo do estudo deste trabalho € formada por
capsOmeros e tem como funcdo a prote¢do do material genético contra degradacdo fora
da célula vegetal, aquisicao do virus pelo vetor e transmissao. Ela interage com o aparelho
bucal da mosca-branca e possibilita a transmissdo do virus durante a alimentacdo. A
proteina CP ndo é necessdria para o0 movimento célula a célula ou a longas distancias
dentro da planta hospedeira, porém € a tnica proteina viral realmente essencial para a
aquisicdo e transmissdo pelo inseto vetor (AZZAM et al., 1995).

A disponibilidade e o rdpido aumento do nimero de sequéncias genOmicas
completas em bancos de dados publicos, como o Genbank, viabiliza a realizacdo de
estudos de genética de populacdes virais em larga escala. O papel relevante da proteina
capsidial no ciclo de infeccdo viral, torna seu estudo importante para compreender a
dinamica epidemioldgica dos begomovirus. Nesse contexto, € possivel que as diferencas
genéticas presentes nas CPs de isolados de diferentes subpopulagdes tenham efeitos

marcantes sobre suas propriedades bioldgicas.



2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo principal mapear os perfis especificos das
subpopulagdes com base nas sequéncias codificadoras da CP de begomovirus obtidos de
regides geogréaficas distintas. Além disso, o presente estudo também teve como objetivos
identificar os sitios de nucleotideos que mais contribuiram para segregacdo genética e

realizar seu mapeamento em nivel de aminoacido em modelos tridimensionais da proteina

CP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao dos conjuntos de dados
As andlises foram feitas no Laboratério de Virologia Vegetal (LAVIV) na
Universidade Federal de Uberlandia. As sequéncias de DNA-A foram obtidas a partir do

Genbank em abril de 2018 por meio do Taxonomy Browser (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Foram obtidas 3744 sequéncias de isolados de espécies reconhecidas pelo “International
Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV). A demarcagdo de espécies foi realizada
utilizando-se o limite de critério 91% de identidade estabelecido pelo género utilizando o
programa SDT “Species Demarcation Tool” (MUHIRE et al., 2014). Todas as sequéncias
foram organizadas para iniciarem-se no nonanucleotideo conservado (5’-

TAATATT//AC-3").

3.2. Alinhamentos miltiplos de sequéncias codificadoras da CP
A sequéncia codificadora da CP foi identificada ao longo do comprimento do
segmento do DNA-A utilizando 0 programa ORFinder

(www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). Apés a obtencdo das sequéncias codificadoras da

proteina capsidial de todos os isolados de begomovirus, estas foram alinhadas utilizando

o programa Muscle (EDGAR, 2004).

3.3. Determinacio da estrutura genética dos begomovirus baseada na CP

Para se determinar a estrutura genética da meta-populacdo dos begomovirus foi
empregada a Andlise de Componentes Principais (Analysis of principal components,
PCA) por meio do pacote ADEGENET (JOMBART, 2008) implementado no programa
R (R Development Core Team and R Core Team, 2008). Por meio desta mesma
abordagem foi possivel avaliar a contribui¢do de cada varidvel (nucleotideo ou sitio de
aminodcidos) para a segregacao genética das subpopulacdes, foi considerado frequéncias
superiores a 0,01. A meta-populacdo global de begomovirus foi subdividida em duas e
sete (K =2 e 7, respectivamente) subpopulacdes geneticamente diferenciadas com base

nas sequéncias codificadoras da CP.

3.4. Mapeamento de aminoacidos na estrutura tridimensional da CP
Apos as sequéncias codificadoras da proteina CP de cada subpopulagdo serem

traduzidas e alinhadas no programa Mega X (KUMAR et al., 2018), sequéncias consenso
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representando cada uma das subpopulagdes foram determinadas por meio do programa
JalView (WATERHOUSE et al., 2009).

O mapeamento tridimensional (em nivel de aminoacido) dos perfis especificos das
das CP de cada subpopulacdo foram realizados em modelos construidos no SWISS-
MODEL (WATERHOUSE et al., 2018). O molde utilizado na determinacdo das
estruturas foi aquele da proteina capsidial do African cassava mosaic virus (ACMV)

(BOTTCHER et al., 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estrutura genética da meta-populacio de begomovirus com base na
sequéncia codificadora da CP
A andlise de PCA permitiu a avaliagdo da contribuicdo de cada varidvel
(nucleotideo/aminodcido) da proteina capsidial para segregacdo genética das
subpopulagdes. Ao subdividir a meta-populacio de begomovirus em duas grandes
subpopulagdes (K = 2) foi possivel verificar que os nucleotideos 32 e 34 (Figura 1) foram
aqueles que mais contribuiram para a segregacdo dos begomovirus naqueles do Novo e
Velho Mundo. Esses sitios detectados pela primeira funcio discriminante localizam-se
na por¢ao N-terminal da proteina CP que € responsdvel pelo contato intercapsdmero.
As diferencas genéticas verificadas entre os dois grandes grupos podem ter sido
ocasionadas em resposta a biologia do inseto vetor (BYRNE et al., 1996) e ao reduzido

fluxo génico entre regides geograficas distantes, no caso Novo e Velho Mundo.

Loading plot
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|
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Figura 1. Andlise de componentes principais (PCA) assumindo K = 2 (meta-populagao
subdividida em dois grandes grupos). O eixo X corresponde a sequéncia de nucleotideos
da CP e o eixo Y a contribui¢do de cada sitio para a segregacdo genética.
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4.2. Mapeamento dos sitios contribuintes para segregacao de begomovirus na
estrutura tridimensional da CP (K=2)

As posicdes dos aminodcidos correspondentes aos sitios de nucleotideos que
mais contribuiram para a segregacdo genética da meta-populacdo dos begomovirus em
duas subpopulagdes foram mapeadas na estrutura tridimensional da proteina CP. O
nucleotideo 32 e 34 (Figura 1) corresponderam aos aminodcidos 11 e 12, respectivamente.
O aminoédcido 11 (AA#11) e o aminodcido 12 (AA#12) ndo puderam ser mapeados por
serem localizados fora da regifo cuja estrutura tridimensional foi determinada no molde
da CP do ACMV. Na posicdo AA#11 foi verificada a presenca de uma arginina em
begomovirus do Novo Mundo e uma isoleucina em begomovirus do Velho Mundo. Esses
aminodcidos pertencem a grupos quimicos distintos e poderiam resultar em propriedades
bioquimicas distintas. Na posi¢do do aminodcido 12, foram encontradas uma histidina e
isoleucina nos begomovirus do Novo e Velho Mundo, respectivamente. Os dois
aminodcidos sdo pertencentes a0 mesmo grupo quimico e a sua substituicao poderia nao
resultar em grandes mudancas em termos de propriedades bioquimicas das proteinas CPs

de ambas as grandes subpopulacdes de begomovirus.

Figura 2. Mapa da estrutura tridimensional da CP de begomovirus. O molde utilizado
foi aquele determinado para a CP do ACMV (aminoacidos 34-246) (BOTTCHER et al.,
2004). Os AA#11 e AA#12 estdo presentes fora do intervalo citado acima e ndo foram
demostrados na figura tridimensional.
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4.3. Estrutura genética da meta-populacio de begomovirus com base na
sequéncia codificadora da CP (K=7)
Ao subdividir a meta-populagcdo dos begomovirus em sete subpopulacdes (K =
7) geneticamente distintas, estas foram compostas por isolados coletados no(a): (i) sul da
Africae sweepovius, (if) Asia, (iii) Brasil, (iv) Leste da Africa, (v) restante das Américas,
(vi) Europa, (vii) restante da Africa. Com base no limite preestabelecido (0,01), algumas
func¢des ndo revelaram sitios que contribuiram significamente para a segregacao genética
das subpopula¢des (Figuras 3a-b; 3d). Por outro lado, o sitio 32 (Figura 3c) foi novamente
detectado ao se subdividir a meta-populacdo em sete subpopulacdes. Outras funcdes
(Figura le-f) detectaram 8 e 3 nucleotideos, respectivamente. Os sitios 95 (Figura 3e),
276 (Figura 3f) e 354 (Figura 3e) também estdo presentes na regido N-terminal
responsavel contato intercapsOmero. Alteracdes nessa regido poderiam afetar a
transmissao pela mosca branca (BOTTCHER et al., 2004; NORIS et al., 1998).
Prasanna (2010) também determinaram a estrutura genética da meta-populacao de
begomovirus, porém empregaram um total de 470 sequéncias completas DNA-A de
disponiveis na época. Ao subdividir a meta-populagdo global dos begomovirus em sete
subpopulagdes formaram-se grupos distintos daqueles citados acima. Os begomovirus do
Novo Mundo foram subdivididos naqueles da (i) América Latina, (if) Mesoamérica. Por
sua vez, os begomovirus pertencentes ao Velho Mundo foram subdivididos em (iif)
Africa-Mediterraneo, (iv) India, (vi) Asiae legumovirus, (vii) swepovirus (PRASANNA
et al., 2010).
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Figura 3. Andlise de componentes principais (PCA) assumindo 7 subpopulacdes geneticamente distintas. O eixo X corresponde aos sitios de
nucleotideos da sequéncia codificadora da CP, enquanto o eixo Y a contribui¢do de cada sitio para a segregacio genética viral. Na parte inicial da
sequéncia codificadora da CP estd presente a regido de contato entre os capsdmeros € a regido relacionada a transmissao pelo inseto-vetor. As
figuras a — f correspondem a cada uma das funcdes discriminantes da analise de componentes principais.
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4.4. Mapeamento dos sitios contribuintes para a segregaciao de begomovirus na
estrutura tridimensional da CP (K=7)

As posicdes dos aminodcidos correspondentes aos sitios de nucleotideos que
mais contribuiram para a segregacio genética da meta-populacido dos begomovirus em
sete subpopulacdes foram mapeados na estrutura tridimensional da proteina CP. As
andlises de componentes principais indicaram que um dos sitios de nucleotideos que mais
contribuiram para a segregacdo correspondeu ao aminodcido 92 (Figura 4a). As
subpopulacdes do Sul da Africa e sweepoviruses, Leste da Africa e Europa apresentaram
uma arginina nesta posi¢ao, por outro lado, nos grupos da Asia, restante das Américas foi
observada uma metionina. Os tnicos que apresentaram aminodcidos de grupos quimicos
semelhantes foram o Brasil e a Africa com isoleucina e lisina, respectivamente.

Na posicdo do aminoécido 109 (Figura 4b), a subpopulagio do Sul da Africa e
sweepovirus apresentou um 4cido aspartico e as demais subpopulacdes um leucina,
ambos com propriedades distintas. Os resultados se repetem também para os aminodcidos
das posi¢coes 120 (Figura 4d) e 122 (Figura 4e), em que apresentaram uma arginina na
subpopulacdo do Sul da Africa e sweepovirus e uma glutamina nos demais e AA#122
com 4cido aspdrtico e asparagina, respectivamente. E importante ressaltar a importincia
destes dois ultimos aminodcidos, pois eles estdo localizados na regido envolvida em
transmissao pela mosca branca (BOTTCHER et al., 2004; NORIS et al., 1998).

Na posicdo 143 (Figuras 4g), os virus do sul da Africa e sweepovirus apresentaram
uma leucina, enquanto os demais grupos apresentaram uma valina, ambos aminodcidos
pertencem ao mesmo grupo quimico. Na posicdo 155 (Figuras 4h), os mesmos dois
grupos apresentaram ftriptofano e fenilalanina, respectivamente. J4 na posicdo 158
(Figuras 41), treonina e fenilalanina, respectivamente; porém somente na posi¢ao 155
houve diferencas bioquimicas significativas por pertencerem a grupos distintos.

A posicdo 118 apresentou aminoécidos de grupos quimicamente semelhantes,
sendo que a subpopulacdo da Europa possui uma valina e os demais grupos uma
isoleucina. Na posicdo 142, os virus do sul da Africa e sweepoviruses apresentaram uma
tirosina, enquanto os virus da Asia, Africa e Europa, uma fenilalanina. As subpopulaces

do Brasil e do restante das Américas apresentaram um triptofano.
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Figura 4. Representacdo das estruturas tridimensionais da CP de begomovirus utilizando como
molde a CP do ACMYV (aminoacidos 34-246) (BOTTCHER et al., 2004). As setas vermelhas
indicam as posicdes de aminodcidos, (a) aminoécido 92, (b) aminodcido 109, (c) aminodcido
118, (d) aminoécido 120, (e) aminodcido 122, (f) aminodcido 142, (g) aminodcido 143, (h)
aminodcido 155, (i) aminodcido 158, (j) aminodcido 195, (k e 1) os aminoacidos 262 e 314 ndo
foram representados nas estruturas tridimensionais, pois nao estd no intervalo do molde citado
acima.

Outras diferencas contribuindo para a segregacdo dos swepovirus foram observadas nas
posicdes 195 e o 314. As subpopulagdes dos swepovirus, leste da Africa, restante da Africa e
Europa apresentaram uma prolina e a subpopulacio da Asia apresentou uma glicina, ambos
com propriedades bioquimicas semelhantes. As subpopulacdes do Brasil e do restante das
Américas apresentaram uma glutamina, se diferenciando dos demais grupos. A posicao 262
apresentou uma tirosina na subpopulacio dos begomovirus da Asia e Brasil e, nos demais uma
histidina.

Em estudos envolvendo o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) os aminoédcidos das
posicoes 129 e 134 apresentaram-se como essenciais tanto para a montagem correta dos virions
quanto para a transmissao pelo inseto vetor (NORIS et al., 1998). Em outro estudo envolvendo
dois isolados de Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV) amostrados Ird e Sudao mostrou
que somente o isolado iraniano foi transmissivel pelo vetor. Nesse caso, a diferenca entre os
dois isolados foi mapeada na posicao 131 em que hd uma asparagina no isolado transmissivel
e um 4cido aspdrtico no isolado ndo transmissivel (KHEYR-POUR et al., 2000).

Em outro estudo envolvendo um isolado ndo transmissivel do Abutilon mosaic virus
(AbMV) e um isolado facilmente transmissivel do Sida golden mosaic virus foram realizadas
substituicdes de aminodcidos da proteina CP entre as duas espécies virais. Por meio de
mutagénese dos aminoacidos nas posigoes 124 e 149, o isolado AbMV tornou-se transmissivel
pela mosca branca. Esses resultados indicaram que o dominio minimo de transmissdo seria
localizado entre os aminodcidos 123 ao 149 e para transmissao a eficiente do virus estaria entre
os aminodcidos 149 a 174.

Andlises comparativas entre as sequéncias das CPs de isolados do WmCSV e isolados
mutantes transmissiveis de TYLCV e AbMV e confirmaram a asparagina na mesma posi¢ao
correspondente ao aminoacido 131 citado acima (HOHNLE et al., 2001). Estes estudos,
confirmaram a importancia dessa por¢ao da proteina capsidial para a transmissao e de alguns

sitios especificos que sdo essenciais para transmissao via inseto vetor.
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5. CONCLUSAO

Os perfis especificos das subpopulagdes mais contrastantes foram aqueles da
subpopulagdo composta por isolados de begomovirus coletados no sul da Africa e
sweepovirus. Em muitos casos, esses begomovirus apresentaram aminodcidos diferentes
das demais subpopulagdes em uma regido da estrutura tridimensional envolvida na
capacidade de transmissdo via inseto-vetor. Esses resultados sugerem que os
begomovirus pertencentes a essa subpopulac¢do poderiam exibir dinAmicas de transmissao
distintas, podendo haver um certo nivel de adaptacdo da CP as populacdes locais de

moscas brancas.
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