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RESUMO

BERTHOLDO, N. B. Diversidade genética de BGMYV em linhagens elite de feijoeiro-
comum. 2021. 57 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética ¢ Melhoramento de Plantas) —
Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2021.!

O Brasil ¢ o principal consumidor de feijdo comum do mundo, sendo também o principal
produtor, com sua producdo voltada principalmente para o mercado interno. Dentre os
diversos fatores que influenciam a produtividade, a ampla distribuicdo de mosaico dourado
nas lavouras de feijoeiro-comum ¢ de grande importancia, causando clorose, enrugamento
foliar e nanismo, podendo levar a perdas de até¢ 100%. Diante disso, a Embrapa desenvolveu,
através da tecnologia de RNAIi, um feijoeiro transgénico resistente ao virus causador do
mosaico dourado, o Bean golden mosaic virus. A presenca de um gene de resisténcia, no
entanto, pode aumentar a pressao de selecdo sobre o patdogeno que, por meio de mutagdes,
pode suplantar esta resisténcia. Apesar de serem virus de DNA, a literatura descreve que nas
espécies de Begomovirus, género do qual o BGMV faz parte, as taxas de mutacdo sdo
semelhantes aquelas dos virus de RNA. No entanto, até¢ entdo, o BGMYV apresenta-se como
um virus com menor variabilidade genética em relagdo aos demais do género. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar a diversidade genética de populagcdes de BGMV que infectam
diferentes linhagens de feijoeiro-comum, transgénicas e convencionais, em dois locais,
Brasilia e Santo Antdnio de Goias. Para tal, foram coletadas amostras foliares de linhagens
e cultivares presentes em ensaios de valor de cultivo e uso, buscando comparar as variantes
dentro de cada planta. Utilizou-se, para tanto, uma metodologia amplamente utilizada em
seres vivos, o sequenciamento de DNA de nova geracdo, seguido da genotipagem de
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs). Utilizando os SNPs encontrados, foram
realizadas andlises de diversidade genética populacional em que, com base nas estimativas
da proporcao de sitios polimorficos e da diversidade genética de Nei, encontrou-se maior
diversidade genética nas populacdes virais amostradas em plantas transgénicas. Estes
resultados sugerem que nestas plantas, apesar da restri¢do existente a replicacdo viral e da
consequente menor abundancia das particulas virais, estdo dadas as condi¢des para a
ocorréncia de pressdo de selecdo sobre as populagdes virais. Os resultados das analises de
estrutura genética populacional revelaram a existéncia de estruturacdo por localidade, como
tem sido amplamente descrito na literatura.

Palavras-chave: BGMV, Phaseolus vulgaris, mosaico-dourado, diversidade genética.

! Orientador: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho. EA/UFG.
Coorientador: Dr. Josias Corréa de Faria. Embrapa Arroz e Feijao.



ABSTRACT

BERTHOLDO, N. B. BGMYV genetic diversity in common bean elite lines. 2021. 57 f.
Dissertation (Master of Science in Genetics and Plant Breeding) — Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2021.!

Brazil is the main common bean consumer in the world, also being the main producer, whose
production supply the intern market. Among the factors that influence the productivity, the
wide distribution of Bean golden mosaic virus in common bean fields is very important
because it can cause chlorosis, leaf crumpling and stunting, and lead up to 100% yield losses.
As a response to that, Embrapa developed, through the RNAi approach, a transgenic
common bean line with resistance to the Bean golden mosaic virus. Nonetheless, the
presence of a resistance gene can increase the selection pressure over the pathogen, that can
mutate and overcome the resistance. Despite being DNA viruses, it is described that in
species of Begomovirus, the genus of the BGMV, mutation rates are similar to those of RNA
viruses. Nevertheless, until now, BGMV has shown smaller genetic variability compared to
other species of the genus. The objective of this work was to characterize BGMV populations
that infect different common bean elite lines, transgenic and conventional, in two locations:
Brasilia and Santo Antonio de Goiés. To that, leaf samples from different elite lines were
collected in Value for Cultivation and Use (VCU) trials, searching for differences in viral
populations from different sources. We used a strategy widely used on studies related to
other living beings: next generation DNA sequencing followed by single nucleotide
polymorphisms (SNPs) genotyping. The SNPs obtained were used to carry out genetic
diversity analysis. The estimates of the proportion of polymorphic sites and of Nei’s gene
diversity revealed a greater genetic diversity in viral populations sampled in transgenic
plants. The results suggest that, despite the restriction to the viral replication and, therefore,
of smaller viral populations, the necessary conditions to the occurrence of selection pressure
are given. In the genetic structure analysis, a significant effect was attributed to localities, as
has been widely described in literature.

Keywords: BGMV, Phaseolus vulgaris, golden mosaic, genetic diversity.

! Advisor: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho. EA/UFG.
Co-Advisor: Dr. Josias Corréa de Faria. Embrapa Arroz e Feijao.



1 INTRODUCAO

O feijoeiro-comum ¢ uma leguminosa de grande importancia socioeconomica
para o Brasil, o qual ¢ o maior produtor mundial deste tipo de grao. A producdo brasileira
atende principalmente ao mercado interno, onde o consumo de feijio comum ¢ elevado.
Trata-se de uma excelente fonte de proteinas, além de diversos outros nutrientes essenciais
a dieta humana (CONAB, 2020).

O cultivo do feijoeiro-comum ocorre em trés safras ao longo do ano no Brasil e,
em cada época/regido, diferentes fatores podem limitar sua produgdo. Diversas doencas e
pragas acometem o feijoeiro, inclusive doengas virais. Doengas virais em plantas sdo de
dificil controle pois, apds a infec¢do, o manejo para controle da doenga ndo ¢ efetivo. Dessa
forma, as principais medidas envolvidas no controle de virus em plantas sdo aquelas
preventivas, incluindo o uso de sementes e mudas sadias, plantas resistentes ou
minimamente tolerantes e o controle de vetores. Este se da principalmente através do uso de
defensivos quimicos, que, no entanto, podem levar a selecdo, nestas espécies, de mecanismos
de resisténcia aos inseticidas utilizados. A melhor forma de atuar nesses casos, se da pelo
manejo integrado (Medeiros et al., 2015). O uso de cultivares resistentes ¢ de grande
importancia nesse cenario pois, ao impedir a infeccao, a planta deixa de ser fonte de inoculo,
limitando a disseminagao da doenga.

A principal doenga viral do feijoeiro ¢ o mosaico dourado, causada pelo bean
golden mosaic virus (BGMV) que ¢ transmitido pela mosca-branca (Bemisia tabaci
MEAMI1) (CONAB, 2016). Em atendimento a esta demanda, a EMBRAPA Arroz e Feijao
desenvolveu a variedade BRS FC401RMD, resistente ao mosaico dourado, utilizando a
técnica de RNA interferente (Faria et al., 2016). Esta técnica ¢ baseada no mecanismo de
silenciamento génico pos-transcricional, no qual um construto que codifica um fragmento
do gene associado a replicacdo do virus, que forma um grampo, desencadeia a sua quebra
em pequenos RNAs interferentes, que culminam com a degradacdo de transcritos
complementares a estes, por um complexo proteico. Como os transcritos degradados dariam
origem a proteina de replicacdo, a replicagdo e o acimulo de DNAs virais sao diminuidos,

evitando assim a doenga na planta (Bonfim, et al., 2007).



O uso de genotipos resistentes ao mosaico dourado, em campo, evidenciou a
presenga de um Carlavirus (o Cowpea mild mottle virus) causando, principalmente,
enrugamento foliar (Faria, et al., 2016). Diante disso, evidenciou-se a necessidade de
caracteriza¢dao das comunidades virais em feijoeiro, buscando antecipar-se a outros possiveis
virus e direcionar programas de melhoramento. Estudos prévios, com os dados deste
trabalho, associados a caracterizacdo de comunidades virais no feijoeiro, buscando verificar
a presenca de infecgdes mistas e a influéncia do transgene sobre a composicdo destas
comunidades, indicaram que a presenca de BGMV ¢ predominante em relagdo aos demais
possiveis virus de DNA, de forma que se faz importante caracterizar essas populagdes e
verificar a possibilidade de impacto da transgenia sobre elas, haja vista a auséncia de estudos
recentes neste sentido.

A presenga de genes de resisténcia a patdogenos, sejam naturais ou introduzidos
via transgenia, em plantas, exerce, do ponto de vista evolutivo, forte pressao de selecdo sobre
as populagdes do patégeno, o que pode resultar na suplantacdo daquela resisténcia por parte
deste (Garcia-Arenal et al., 2003). Varios trabalhos foram publicados na literatura
descrevendo a superacdo de genes de resisténcia a virus estabelecidos (Beam & Ascencio-
Ibanez, 2020). Quanto a isso, ¢ importante monitorar as populacdes virais, verificando a
variabilidade destas, principalmente associadas as regides gendmicas que possam estar sob
maior pressdo de sele¢do. Por se tratar de uma resisténcia via RNA1, que ¢ altamente sitio-
especifica, o estudo de genética de populagdes de BGMYV ¢ de grande valia, pois permite
verificar a diversidade e, a partir disso, inferir sobre a pressao de sele¢do existente.

No presente trabalho optou-se por utilizar amostras de populagdes virais
presentes em linhagens elite de feijoeiro-comum oriundas de Ensaios de Valor de Cultivo e
Uso (VCU), os quais sdo ensaios que objetivam realizar a caracterizacdo agrondmica de
linhagens, para fins de registro de cultivares. Nestes ensaios, as futuras cultivares sdo
avaliadas em termos de suas caracteristicas morfoldgicas, biologicas e/ou fisioldgicas. Nos
ensaios de VCU sdo também obtidos dados de produtividade, de comportamento frente a
estresses como doengas e pragas, e de regides de adaptacdo. De acordo com as especificagdes
dispostas na Portaria n°® 294/1998, bem como na Instru¢do Normativa n°® 58/2008, do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, ¢ necessaria a realiza¢ao de ensaios de
VCU para 29 espécies vegetais, incluindo o feijoeiro. Haja vista que nestes ensaios estdo
presentes diversas cultivares oriundas das fases finais dos programas de melhoramento, bem

como cultivares comerciais comumente utilizadas, torna-se possivel a comparacgao entre as
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cultivares que estdo sendo produzidas atualmente com aquelas mais antigas, permitindo a
avaliagdo do impacto do melhoramento genético e da presenga do transgene sobre as
populagdes virais em questao.

Neste contexto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de realizar a
caracterizacdo da diversidade genética em populagdes de BGMV em linhagens elite de
feijoeiro-comum, avaliadas em ensaios VCU. Objetivou-se, especificamente, além de
dimensionar a magnitude da diversidade genética nas populagdes virais, avaliar o grau de
estruturacdo e divergéncia genética nestas populagdes, bem como avaliar a associacdo de
fatores, como o genotipo do hospedeiro e a presenca de transgenes, com os valores das

estimativas dos parametros avaliados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DO FEIJOEIRO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma leguminosa que ocupa papel de destaque
no prato do brasileiro, sendo que o consumo per capita no pais € de cerca de 17 kg/ano (Faria
et al., 2016). Do ponto de vista nutricional ¢ fonte de proteinas, carboidratos complexos,
vitaminas, ferro e calcio. Em termos mundiais, o feijado é consumido por cerca de um bilhdo
de pessoas (Rossi et al., 2017). E rico em aminoécidos essenciais como a lisina, mas pobre
em metionina, o que torna a combinagao tipica da dieta brasileira, o arroz com feijdo, uma
excelente fonte de aminoécidos essenciais, uma vez que o arroz, por ser um cereal, € rico em
metionina e cisteina (Gepts et al., 2008).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de feijao, no entanto o continente asiatico
¢ 0 que apresenta maiores exportacdes deste grao (Gepts et al., 2008). O plantio de feijao no
Brasil ocupa atualmente cerca de 2,9 milhdes de hectares, tendo apresentado uma produgao
estimada em 3 milhdes de toneladas na safra 2020/2021 (CONAB, 2021). A regido brasileira
responsavel pela maior parte da producdo de feijdo, em 2020, foi a regido Sudeste, com
26,4% da producao. A regido Centro-Oeste, em 2019, totalizou 21,6% da producdo nacional,
em 11,4% da area de producao de feijao. Ja o Estado de Goiés, neste mesmo ano, participou
com 10,4% da produc¢ao, contando com cerca de 4,5% da area cultivada de feijoeiro no Brasil
(IBGE, 2020).

A producdo de feijao no Brasil ocorre em trés safras ao longo do ano: a “safra
das aguas”, ou primeira safra, no periodo de agosto a dezembro, principalmente na regido
Sul; a “safra da seca”, ou segunda safra, de ocorréncia geral no territdrio brasileiro nos meses
de janeiro a abril; e ainda a “safra de inverno”, ou terceira safra, de ocorréncia principalmente
nas regioes Sudeste, Sul e Centro-Oeste, de maio a agosto (Faria et al., 2016). Na Tabela 1
pode-se observar os dados estimados para a safra de feijao de 2020/2021, de acordo com
estas trés safras. A maior producao ¢ obtida na segunda safra, apesar da produtividade menor.
A regido Centro-Oeste possui as maiores produtividades nacionais na primeira e segunda

safras, sendo a segunda maior na terceira safra, logo atrds do Sudeste (CONAB, 2021).
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Tabela 1. Dados das safras (2020/2021) de feijao no Brasil. Fonte: CONAB (2021).

Safra Producio Area Produtividade
(milhares de t) (milhares de ha) (kg/ha)
1? 1.011,7 909,2 1.113
2% 1.203,1 1.459,6 824
3 794,7 569.,9 1.395
Total 3.009,6 2.938,7 1.024

Considerando a produgdo total das safras, os principais estados produtores de
feijdo no Brasil sdo: Parana, Minas Gerais, Mato Grosso e Bahia, sendo que o estado de
Goias se destaca na produgdo da primeira safra (Figura 1). O perfil do produtor que cultiva
o feijoeiro tem suas particularidades em cada um desses locais. No Parand, Mato Grosso,
Minas Gerais e Goids ha mais tecnologia aplicada em propriedades de agricultura
empresarial. J4 na Bahia, a produ¢do quase em sua totalidade ¢ realizada pela agricultura

familiar (CONAB, 2016).
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Figura 1. Producdo de feijao no Brasil. Fonte: CONAB (2016).

Fatores bidticos e abidticos podem afetar a qualidade da produgdo e até mesmo

nutricional do feijao (Rossi et al., 2017). Segundo Bianchini et al. (2005), 27 doengas de
13



feijoeiro ja foram identificadas e descritas no Brasil, sendo que 11 destas sdo causadas por
virus. Diversos patdgenos acometem a cultura do feijoeiro-comum, destacando-se a
antracnose, a ferrugem e a mancha angular, como principais doengas fingicas (Valentini, et
al., 2017). As principais doengas bacterianas sdo o crestamento-bacteriano-comum e a
murcha de Curtobacterium, enquanto os nematdides que infectam o feijoeiro sdo
principalmente os do género Meloidogyne e Pratylenchus brachyurus (Wendland, et al.,
2018). A cigarrinha verde, a vaquinha, os acaros e percevejos sao os artropodes-praga de
maior importancia para a cultura (Tartarin et al., 2016). O mosaico dourado ¢ a doenga viral
de maior importancia econdmica (Faria et al., 2016).

Nos principais estados produtores de feijao no Brasil houve diminui¢do da area
de cultivo nos ultimos anos devido ao aumento dos custos de produgdo. Dentre os fatores
que levaram a este cendrio, incluem-se desde a substitui¢do por culturas mais rentaveis e
mais facilmente mecanizéveis, como o milho e a soja, até aqueles relacionados a dificuldades
de armazenamento. Do ponto de vista sanitario, um dos fatores de destaque ¢ a presenca do
mosaico dourado nos cultivos dos Estados de Goias, Bahia, Mato Grosso e Minas Gerais. A
mosca-branca Bemisia tabaci MEAM1, que ¢ vetor do BGMV, destaca-se como uma das
principais pragas do feijoeiro, e, em consequéncia disso, em Goids ha determinacdo de vazio

sanitario para o feijoeiro no periodo entre 5 de setembro e 20 de outubro (CONAB, 2016).

2.2 VIROSES QUE AFETAM O FEIJOEIRO

2.2.1  Virus em plantas

Virus sdo conjuntos de uma ou mais moléculas de acido nucleico envoltas em
uma capa proteica ou lipoproteica, capazes de organizar sua propria replicacdo em um
hospedeiro, porém sem capacidade de se multiplicar ou de se manter sozinhos (Hull, 2002).
Segundo Medeiros et al. (2015), os virus podem utilizar como material genético primario o
DNA de fita simples (ssDNA), o DNA de dupla-fita (dsSDNA), o RNA de fita simples
(ssRNA) ou o RNA de fita dupla (dsRNA). Os virus de ssRNA sao divididos entre aqueles
que possuem ssRNA senso negativo e ssSRNA senso positivo. Além disto, podem apresentar
genomas circulares, lineares, segmentados ou ndo, e empacotados de diferentes formas
podendo ou ndo ser envoltos por membrana lipidica. Devido a essa variedade de formas de

genomas, sua rapida replicacdo na célula infectada, e pela baixa fidelidade das RNA
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polimerases codificadas pelos virus, a capacidade de mutacdo ¢ alta e ocorre rapidamente
(Medeiros et al., 2015).

A entrada do virus na célula vegetal ¢ decorrente de uma lesdo prévia. Sua
interacdo com o hospedeiro, que tem por consequéncia a decapsidag¢do viral, ocorre
posteriormente. A isso se segue sua replicagdo e acimulo nas células, para que entdo possa
ocorrer a translocacdo viral célula-célula, via plasmodesmas e, posteriormente, a sua
chegada aos vasos e distribuicao pelo restante da planta. Como os virus ndo podem, por si
s0, gerar esse tipo de lesdo, sua transmissdo se da através de vetores e, em alguns casos, as
plantas infectadas podem perpetuar a infecg¢do viral para sua progénie, via semente e
reproducdo vegetativa (Hull, 2002).

A replicagdo viral varia de acordo com o tipo de 4cido nucleico presente. Virus
de ssRNA senso negativo e dSRNA necessitam da transcricdo em ssSRNA senso positivo para
que este atue como RNA mensageiro (mRNA), usando a maquinaria celular do hospedeiro
para a sua tradugdo. Virus que possuem ssRNA senso positivo ja atuam diretamente como
mRNA na maquinaria celular do hospedeiro. Existe ainda a transcricdo em ssRNA senso
negativo e novamente em sSRNA senso positivo, para que exista a replicacao deste ultimo.
No caso de virus de DNA com genoma circular, a replicacdo do genoma viral se da por meio
do mecanismo conhecido como circulo rolante (Figura 2), gerando assim novos genomas
que estdo prontos para serem empacotados pelas proteinas advindas da tradu¢do, formando

entdo novas particulas virais (Medeiros et al., 2015).
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Figura 2. Esquema da replicagdo pelo circulo rolante. Modificado de ViralZone.
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Doengas virais causam em plantas sintomas como clorose, enrugamento,
necrose, bolhosidade foliar e mosaico, podendo devastar plantagdes. As consequéncias da
infec¢do viral em plantas sdo determinadas pela interagdo parasito-hospedeiro e também por
diversos fatores relacionados a ambos, como idade e estado fisioldgico do hospedeiro, bem

como quantidade de in6culo viral (Medeiros et al., 2015).

2.2.2  Virus que infectam o feijoeiro

O feijoeiro (P. vulgaris) ¢ tido como a espécie de leguminosa com o maior
nimero de viroses descritas (Morales, 2006a). No entanto, apesar da descri¢do de diversos
virus em diversas regides do mundo, poucos virus causam danos economicos, devido ao
espectro de resisténcia existente na espécie (Morales, 2006b). As doengas virais mais
importantes na cultura do feijoeiro no Brasil sdo bean common mosaic virus - BCMV, bean
common mosaic necrosis virus - BCMNV, bean rugose mosaic virus - BRMV, cowpea mild
mottle virus - CPMMYV, southern bean mosaic virus - SBMV e bean golden mosaic virus -
BGMYV (Fiallos, 2010). Este tltimo ¢ o principal geminivirus que afeta a cultura.

Os geminivirus sdo uma familia de virus caracterizados por apresentarem
particula viral geminada formada por dois icosaedros incompletos, sendo que alguns
membros se apresentam como monopartidos — contendo apenas um componente de DNA —
outros como bipartidos contendo DNA-A e DNA-B (Hanley-Bowdoin et al., 2013). Os virus
monopartidos sdo em geral transmitidos por membracideos, enquanto os bipartidos sdo
transmitidos por aleirodideos, sendo que nenhum deles ¢ transmitido por sementes. Os
sintomas causados por esses virus em geral s3o: mosaico, atrofia foliar, manchas amarelas e
nanismo (Medeiros et al., 2015).

Os genomas desses virus sdo circulares, contendo DNA de fita simples de
tamanhos que variam entre 2,5 e 5,2 kb (Inoue-Nagata et al., 2016). Possuem uma regiao
intergénica (IR — intergenic region) de cerca de 200 pb com alta similaridade entre os dois
componentes de um mesmo virus, denominada Regido Comum (RC ou CR - common
region). Essa regido abriga parte da sequéncia da origem de replicacdo desses virus, que se
da através da formagdo de um grampo (stem) composto por regides palindromicas,
interrompidas por uma sequéncia de cerca de poucos pares de bases, que formam um /oop.
A origem de replicacdo ¢ formada por um nonanucleotideo e tende a ser conservada em

geminivirus. A replica¢do destes virus se da pelo mecanismo de circulo rolante (Orozco &
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Hanley-Bowdoin, 1996) e, por ndo possuirem DNA polimerase propria, contam
completamente com a maquinaria do hospedeiro (Zerbini et al., 2017).

Os géneros presentes nessa familia atualmente sdo: Becurtovirus, Capulavirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus, Turncurtovirus e
Begomovirus. Destes, o género que abriga o maior nimero de espécies € Begomovirus
(Zerbini et al., 2017). Os virus deste género se apresentam como particulas de 15 a 20 nm
de didmetro, que infectam tanto mono quanto dicotiledoneas (Medeiros et al., 2015), podem
ser mono ou bipartidos (Figura 3), sendo que os Begomovirus bipartidos sdo predominantes
do Novo Mundo (Américas), enquanto os monopartidos sio caracteristicos do Velho Mundo
(Europa, Asia, Africa e Australia) (Inoue-Nagata et al., 2016). No Brasil, as espécies de
Begomovirus sdo predominantemente transmitidas por Bemisia tabaci. Os virus deste género
mais importantes economicamente sio o BGMV no feijoeiro, juntamente com outras

espécies que provocam doengas no tomateiro (Inoue-Nagata et al., 2016).
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Figura 3. Esquema do genoma de Begomovirus. IR: Regido intergénica. MP: proteina de
movimento. TrAP: transativagdo de transcri¢do. Rep: proteina associada a
replicagdo. REn: intensificadora de replicagdo. CP: proteina do capsideo.
CR: regido comum. AC4/C4: supressao do silenciamento. NSP: transporte do
DNA viral através do envoltorio nuclear. Fonte: ICTV.

2.2.2.1 BGMV e o mosaico dourado

O mosaico dourado ¢ causado por virus pertencente a familia Geminiviridae,
tendo genoma bipartido de ssDNA de fita simples circular, e ¢ transmitido pela mosca-
branca (Bemisia tabaci). O mosaico dourado foi descrito em feijoeiro no Brasil e no Caribe,
no entanto haviam indicios de que eram causados por virus diferentes (Zerbini & Ribeiro,

2008). O BGYMV foi sequenciado pela primeira vez por Morinaga e colaboradores (1987),
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no Japao. Foi caracterizado como uma particula geminada que possuia dois componentes
gendmicos, circulares e diferentes (Morinaga et al., 1983), no entanto compartilhando uma
regido comum de cerca de 200 pares de base (pb), sendo que o componente “DNA A” possui
2.585 pb, enquanto o componente “DNA B” tem 2.647 pb (Morinaga et al., 1987).

O primeiro BGMYV isolado no Brasil foi sequenciado em 1989, por Gilbertson e
colaboradores, sendo clonado em sitios de Hindlll e Accl, gerando respectivamente um
componente A de 2.617 pb e um componente B de 2.580 pb. Nestas sequéncias gendmicas
foram identificadas quatro e duas ORFs, respectivamente. No DNA-A estdo presentes os
genes codificantes da proteina de replicagdo, capa proteica e duas proteinas supressoras do
mecanismo de silenciamento génico pds-transcricional. No DNA-B estdo as proteinas
relacionadas com o movimento intra e extracelular do virus (Gilbertson et al., 1989).

Entre os virus que causam mosaico dourado em feijoeiro ¢ notoria a diferenga
de transmissibilidade através de inoculagdo mecanica. Esta caracteristica esta presente nos
isolados do Japao e de Porto Rico, descritos por Goodman et al. (1985), obtidos de
Macroptilium lathyroides, e ausente em isolados obtidos no Brasil. Mais tarde esses isolados
foram separados por estudos filogenéticos e hoje sdo considerados distintos (Aragio & Faria,
2009; Faria et al., 1994; Zerbini & Ribeiro, 2008).

O BGMYV possui no DNA-A um gene associado a replicacdo, que codifica a
proteina associada a replicacdo (Rep — replication associated protein), um gene que codifica
uma proteina associada a ativagdo da transcricio de genes em ambos os fragmentos
gendmicos (TrAP — trans-activation associated protein) € um gene que codifica uma
proteina intensificadora da replicagdo (REn — replication enhancer), todos na fita
complementar (senso complementar). Ainda no DNA-A existe um inico gene no senso viral,
que codifica a capa proteica (CP — coat protein). Ja no DNA-B estdo presentes os genes que
codificam proteinas associadas ao movimento da particula viral, seja do nucleo para o
citoplasma (NSP — nuclear shuttle protein), seja entre células via plasmodesmas (MP —
movement protein) (Zerbini et al., 2017; Zerbini & Ribeiro, 2008).

A impossibilidade da transmissdo mecanica do BGMV levou ao
desenvolvimento de outras técnicas de inoculacdo que permitissem seu estudo,
independentemente do vetor, como a inoculagdo via biobalistica. Esta consiste na aceleragao
de particulas de ouro ou tungsténio recobertas com os plasmideos nos quais foram clonados

ambos os componentes gendomicos do virus, bombardeadas sobre tecido vegetal de feijoeiro,
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que apos cerca de 3 semanas exibe os sintomas caracteristicos de mosaico dourado (Aragao
et al., 1993; Aragdo et al., 1995).

O mosaico dourado ¢ caracterizado por manchas amarelo-esverdeadas nas
folhas, bolhosidades e enrugamento foliar, além de nanismo. Causa grandes prejuizos em
lavouras de feijoeiro atualmente, onde estimam-se que as perdas anuais estejam em torno de
20% (Faria et al., 2016). O BGMV foi descrito pela primeira vez, no Brasil, por Costa (1965
apud Morales, 2006), causando mosaico dourado em plantas de feijdo em 1961, no Estado
de Sao Paulo, no entanto sem ocorréncia suficiente para ser importante economicamente.
Cerca de uma década depois, ocorreu expansao das areas afetadas para outras regides e
estados (Morales, 2006). Em resposta ao crescente prejuizo causado pelo BGMV, a
EMBRAPA desenvolveu uma variedade transgénica de feijdo resistente ao mosaico
dourado, pela expressdo de RNA interferente (Bonfim et al., 2007), que ja estd aprovada
para comercializagdo (Faria et al., 2016).

As elevadas perdas em lavouras de feijoeiro, decorrentes do aumento das
populacdes do vetor do BGMV, a mosca-branca, sdo relacionadas principalmente a expansao
das lavouras de soja para 4reas onde se cultiva feijdo. A soja, que também ¢ hospedeira da
mosca-branca, se mostra hospedeira de diversas viroses transmitidas por este hemiptero,
sem, no entanto, apresentar sintomas semelhantes aos encontrados no feijoeiro (Aragio et
al., 2013). Quintela et al. (2016) descreveram inclusive a capacidade da mosca-branca de
completar o seu ciclo de vida em milho, tanto em condi¢des de campo quanto em casa-de-
vegetacao.

A introdug¢do do bidtipo B (ou Middle East Asia Minor 1, MEAM1) da mosca-
branca, no inicio dos anos 1990, acentuou o problema causado pela mosca-branca em
lavouras devido a alta adaptabilidade, fecundidade e por apresentar comportamento “mais
polifago” em relagdo ao biotipo A (ou New world, NW). Isso gerou o aumento das
populagdes que, aliado a expansdo das espécies que atuam como fonte alimentar (gama de
hospedeiros) para a mosca-branca, possibilitou a expansao das doengas transmitidas por ela
(Morales, 2006; Inoue-Nagata et al., 2016). Em 2014, Barbosa e colaboradores descreveram
a presenga do bidtipo Q (ou Mediterranean, MED) no Brasil, cujos relatos indicam ser
invasivo e apresentar resisténcia a inseticidas utilizados no controle quimico desta praga.
Além disso esse bidtipo apresenta tolerancia a altas temperaturas, o que pode alterar também

a distribuicdo das popula¢des de mosca-branca (Hsieh et al., 2011).
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Segundo Faria et al. (2016), existem ainda outros Begomovirus que infectam o
feijoeiro no Brasil e que sdo transmitidos pelo mesmo vetor que o BGMV, como
macroptilium yellow spot virus - MaYSV e o sida micrantha mosaic virus - SiImMV. Ambos
j& foram descritos infectando o feijoeiro-comum. Além do BGYMYV, existem outros
Begomovirus que infectam o feijoeiro ao redor do mundo, como Tomato yellow leaf curl
virus € Bean dwarf mosaic virus. Dentro da familia Geminiviridae existem ainda Curtovirus

descritos como patdgenos do feijoeiro em algumas regides do planeta (Meziadi et al., 2017).

2.2.3 Resisténcia genética ao BGMYV em feijoeiro

O uso de variedades resistentes geneticamente a virus ¢ uma forma eficaz de
manejo de viroses em plantas. A existéncia de resisténcia (natural ou induzida) em
hospedeiros em relacdo a determinados isolados de virus pode ser usada como forma de
controle viral, sendo inserida no material de interesse por melhoramento convencional ou
via transgenia (Medeiros, et al., 2015).

A estratégia de obtencdo de resisténcia genética por melhoramento
convencional, caracteriza-se pela busca da presenca de um ou mais genes que confiram
resisténcia na planta a determinada doenga (Medeiros, et al., 2015). Para tal, pode-se usar de
diversas estratégias como genes dominantes ou recessivos que confiram resisténcia,
caracteres quantitativos de efeito maior mapeados que estejam associados a resposta ao virus
e a piramida¢do de genes. Neste sentido, ferramentas biotecnologicas, como o uso de
marcadores moleculares para selecdo assistida, sdo de grande importancia pois podem
acelerar e direcionar o melhoramento para resisténcia a esse tipo de estresse biotico (Nicaise,
2014)

Do ponto de vista do melhoramento molecular as técnicas de biologia molecular
e a biotecnologia trouxeram grandes possibilidades para o melhoramento frente a estresses
bidticos. Técnicas de mapeamento, por exemplo, permitem identificar e localizar regides de
interesse, sejam caracteristicas quantitativas ou qualitativas, de forma a possibilitar, por
exemplo, o rastreamento dessas regides nos programas de melhoramento através da selecao
assistidas por marcadores. Além disso, técnicas de transformacdo genética de plantas
permitem a inser¢ao de genes/regides especificas que levem a planta a apresentar resisténcia.
Assim podem ser incorporados genes de origens diversas que interfiram no ciclo de
replicagdo e disseminagdo do virus, genes de resisténcia qualitativa ou defesa, ou genes do

proprio virus que estimulem o sistema de defesa da planta, como na técnica de RNAi ou
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RNA antisenso. Sdo em geral resisténcias especificas a determinados virus ou isolados, de
forma que grandes mutagdes ou recombinagdes permitem que uma planta resistente a um
isolado mais comum nao tenha resisténcia ao virus mutado/recombinado (Medeiros et al.,
2015).

O melhoramento convencional para a resisténcia ao BGMV mostrou-se, ao longo dos
anos, insuficiente. O Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) desenvolveu algumas
cultivares com resisténcia parcial ao BGMV, bem como a Embrapa, e, no entanto, ambos os
esfor¢cos ndo obtiveram bom desempenho sob epidemias moderadas ou severas de BGMV.
Nao foram identificadas, até entdo, fontes de resisténcia ao BGMV no germoplasma de

Phaseolus (Faria, et al., 2016).

Partindo, entdo, da transgenia do feijoeiro, foram realizadas algumas tentativas de
obtencao de resisténcia baseados em, por exemplo, resisténcia derivada do patdégeno (Faria,
etal, 2016), expressdo de RNAs antisenso (Aragao, et al, 1998), transdominancia letal (Faria,
et al., 2006) e, no entanto, nenhuma delas foi eficaz em obter resisténcia satisfatoria a
BGMV. Utilizando a tecnologia de RNA de interferéncia (RNAi), obteve-se um
transformante a partir da inser¢do de um fragmento do gene rep (nucleotideos 1836 a 2247,
numero de acesso GenBank M88686) com autocomplementariedade capaz de induzir, assim,

ao silenciamento génico (Bonfim, et al., 2007).

O mecanismo de silenciamento de RNAi ocorre através da acdo da maquinaria
celular que atua sobre dsRNA (Nicaise, 2014). O gene inserido, ap6s transcrito, forma um
grampo (hairpin) que € processado pela DICER (uma ribonuclease tipo III) em pequenos
RNAs que, ao serem incorporados no complexo citoplasmatico de silenciamento induzido
por RNA, sdo capazes de induzir a quebra de regides complementares, culminando no
silenciamento génico. Como o gene inserido ¢ codificante para a proteina de replicacdo do
BGMV seu silenciamento impede a replicacdo e acumulagdo do virus na planta, tornando-a

resistente (Bonfim, et al., 2007).

2.3 GENETICA DE POPULACOES DE VIRUS EM PLANTAS

A genética de populagdes busca estudar a origem e a transmissdo da variagdo

genética em grupos de individuos (populagdes ou demes) da mesma espécie que vivem e se
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multiplicam em local especifico e restrito, de forma a se comportarem como uma unidade
evolutiva (Escriu, 2017). A existéncia de variacdo numa populagdo implica em diversidade
populacional, ou seja, na probabilidade de que dois isolados de uma mesma populacdo sejam
diferentes (Garcia-Arenal et al., 2003).

As variagdes genéticas em populagdes virais sdo oriundas de dois processos: a
mutagdo e a recombinacdo. A mutacdo resulta de uma alteracdo de nucleotideo, na
replicagdo, em uma fita nova em relacdo a fita molde. J4 a recombinagdo ¢ referente ao
evento de troca de fragmentos de material genético entre variantes, que coexistem, durante
a replicacdo (Escriu, 2017; Garcia-Arenal et al., 2001; McLeish et al., 2020). Segundo
Garcia-Arenal e colaboradores (2001), a recombina¢do pode ser a maior fonte de variagdo
para que ocorra evolucdo, principalmente em alguns grupos de virus, apresentando taxas
mais elevadas para virus de RNA. Existe ainda outra forma de troca genética, chamada
pseudo-recombinagdo, que ocorre quando segmentos gendmicos inteiros sdo trocados entre
diferentes genotipos virais, ocorrendo em populagdes naturais de virus de plantas (Escriu,
2017; Garcia-Arenal et al., 2003; McLeish et al., 2020; Garcia-Arenal et al., 2001).

Populagdes virais apresentam, quando comparadas aquelas de procariotos e
eucariotos, taxas de mutagdes mais elevadas. Quando comparados, virus de plantas e virus
de animais, as populagdes dos primeiros tendem a ser mais estaveis (em termos de
variabilidade) ao longo do tempo (Moury et al., 2006). No entanto, proteinas de virus de
DNA e RNA de plantas, além de possuirem taxas de variagdes semelhantes entre si, ndo sao
menos variaveis que virus que infectam animais (Garcia-Arenal et al., 2001). Ademais, virus
possuem tamanhos populacionais maiores com menores tempos de geragdo (Moury et al.,
2006) além de outros fatores que influenciam as forgas evolutivas que atuam sobre as
variacgoes existentes nesses seres (Escriu, 2016).

Os principais mecanismos evolutivos que determinam a diversidade genética de
populagdes virais em plantas s3o a selecdo e a deriva genética (genetic drift) (Escriu, 2017;
Garcia-Arenal et al., 2001; McLeish et al., 2020). A selecdo faz com que a frequéncia de
uma variante com maior aptiddo, em um dado ambiente, aumente em relacdo a outras na
populacdo. Os principais fatores que podem atuar como pressdes seletivas aos virus sdo a
manutengdo de estruturas funcionais (como estabilidade da particula viral ou replicacdo),
interagdes com o hospedeiro e interagdes com os vetores (Garcia-Arenal et al., 2003). A
deriva ocorre pois o tamanho da populagao efetiva (que de fato vai contribuir para a proxima

geracdo) ¢ menor que o tamanho da populacao total. Isso faz com que as frequéncias alélicas
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sejam alteradas, levando a fixagdo de alguns alelos em detrimento de outros, o que ocorre
pelo fato de uma parte da populacdo ser composta de mutantes que ndo irdo se multiplicar,
além de cada nova infeccdo (seja de célula, individuo ou novo hospedeiro) consistir em um
evento com efeito fundador (Garcia-Arenal et al., 2001).

Um efeito possivel de consecutivos gargalos populacionais, associados a
presenga de variantes que apresentam menor desempenho, ¢ chamado de Catraca de Muller.
Como resultado do acimulo de mutagdes deletérias, individuos menos aptos passam a
dominar a populacdo, de forma que esta possa vir a sucumbir devido a um colapso
mutacional (Garcia-Arenal et al., 2001; Garcia-Arenal et al., 2003). Tanto a sele¢do quanto
a deriva tendem a diminuir a diversidade dentro de popula¢des e aumentar a divergéncia
entre populacdes que estdo sob diferentes condi¢des. Portanto, diferenciar, na pratica,
evolutivamente os efeitos de deriva e sele¢do ¢ frequentemente dificil (Garcia-Arenal et al.,
2001).

A presenga de transgenes de resisténcia a viroses em plantas pode afetar a
diversidade de virus presentes em uma comunidade, mas ndo necessariamente alterar a
variabilidade genética das populagdes (Moury et al., 2006). De qualquer forma, € possivel a
ocorréncia de selecdo nas populagdes virais para superar os genes de resisténcia do
hospedeiro (Garcia-Arenal et al., 2001).

Populagdes virais sdo heterogéneas e contém diferentes variantes, sendo que, a
sequéncia dessas variantes oscila ao redor de uma sequéncia consenso (Garcia-Arenal et al.,
2001), o que leva a necessidade de se estabelecerem critérios quantitativos que delimitam
diferentes espécies (Moury, et al., 2006). Isso se da, entre outros, por sucessivos gargalos
populacionais que ocorrem quando uma particula viral infecta uma nova célula ou um novo
hospedeiro e, a partir dela, d4 origem a uma nova populagao (McLeish et al., 2020).

A diversidade populacional estd associada a trés fatores: nimero de haplotipos
presentes na populagdo, suas frequéncias e a distdncia genética entre eles (Garcia-Arenal et
al.,2001). Moury et al. (2006) revisa as diversas técnicas disponiveis para avaliar tais fatores,
a época, como marcadores moleculares (RFLP) e andlise de fragmentos gendmicos. A partir
da descri¢@o do uso da técnica de RCA, associada a clonagem e sequenciamento de genomas
de Begomovirus, por Inoue-Nagata et al. (2004), esta técnica vem sendo amplamente
empregada para acessar a variabilidade genética destes virus. Com a diminui¢ao de custos
ao longo dos anos, o uso de sequenciamento de nova geragao associado a genotipagem de

SNPs vem sendo empregado para trabalhos de genética de populacdes de diversos
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organismos (Wosula et al., 2017). SNPs sao polimorfismos de um tnico nucleotideo e, por
serem originados através de mutacdes pontuais, sdo abundantes e amplamente distribuidos

cm genomas.

2.3.1 Diversidade genética em populacoes de Begomovirus

Begomoviroses afetam diversas leguminosas, sendo que o feijdo esta entre as
mais afetadas. Além disso, infectam diversas plantas ndo cultivadas que servem como fonte
de indculo e, devido as infecgdes mistas que ocorrem com frequéncia nestes hospedeiros,
podem atuar como reservatorios que possibilitam a ocorréncia de recombinagdo ou pseudo-
recombinagao (Silva et al., 2012; Ramos-Sobrinho et al., 2014).

Begomovirus apresentam a regido intergénica (IR) conservada, indicando
selecdo para a manutencdo de uma estrutura funcional importante, além de apresentarem
também variagdo associada a localidade geogréfica, indicando selecao influenciada pelo
vetor (Garcia-Arenal et al., 2001).

Segundo Garcia-Arenal e colaboradores (2001), Begomovirus apresentam, com
frequéncia, recombinantes em populac¢des naturais, quando comparados a virus de RNA com
genomas segmentados. Silva e colaboradores (2012) analisaram plantas leguminosas ndo
cultivadas e encontraram que Macroptilium lathyroides atua como hospedeiro promiscuo
onde ocorre recombinagdo entre Begomovirus, concluindo que a recombinagdo ¢ um evento
comum entre estes virus infectando leguminosas ndo cultivadas. Entretanto, Lima e
colaboradores (2017), ao buscarem pela origem da variabilidade genética em Begomovirus,
usando virus presentes em varios locais do planeta, encontraram que a maior parte da
variacdo genética deste grupo ¢ devida a mutacdes, em detrimento da contribuicdo de
recombinagdes para tanto.

Ramos-Sobrinho e colaboradores (2014) encontraram niveis similares de
variabilidade em populagdes de BGMV e MaYSV, entre plantas leguminosas cultivadas
(Phaseolus sp.) e ndo cultivadas (M. lathyroides), indicando que a sugestdo de que
populagdes de plantas ndo cultivadas (por tenderem a ser mais varidveis geneticamente)
apresentem maiores niveis de variabilidade nas populagdes virais, como ja descrito na
literatura por Moury et al. (2006), nem sempre ¢ valida. Todavia, Rocha et al. (2013)
encontraram maiores niveis de diversidade genética em populagdes de Begomovirus que
infectam plantas ndo cultivadas do que nas populagdes virais predominantes detectadas

infectando tomateiro (Solanum lycopersicum).
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Populagdoes de MaYSV, encontradas em plantas ndo cultivadas no nordeste
brasileiro, descritas por Silva et al. (2012), apresentaram grande variabilidade genética,
similares as encontradas em popula¢des de BGMV, descritas em fava (Phaseolus lunatus),
por Ramos-Sobrinho et al. (2010). Ja estudos realizados por Faria & Maxwell (1999)
encontraram baixa variabilidade genética em populagcdes de BGMV, descritas em feijoeiro-
comum no Brasil. Resultados obtidos por Ramos-Sobrinho e colaboradores (2014) vao ao
encontro desses estudos anteriores, mostrando que populacdes de BGMV possuem
estruturacdo por hospedeiro e localizagdo geografica, enquanto apresentam menor
variabilidade genética do que as populacdes de MaYSV que, por sua vez, ndo apresentam
estrutura¢ao semelhante.

Recentemente, comparagdes realizadas entre sequéncias classificadas como
BGMYV de bancos de dados publicos, provenientes de isolados de P. vulgaris, P. lunatus, M.
lathyroides, Glycine max, Solanum lycopersicum, Nicandra physalodes, Macroptilium
erythroloma e Anadenanthera colubrina, indicaram que a identidade entre elas estd na zona
critica de diferenciagdo entre espécies de isolados de um dado hospedeiro (Reis et al.,
2020a). Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Faria & Maxwell (1999)
que ja haviam sugerido o nome Lima bean golden mosaic virus, indicando que essa nova
espécie estaria mais associada a P. lunatus, enquanto o BGMV estaria associado a P.
vulgaris.

Estudos comparativos entre populagdes de tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) de plantas suscetiveis e resistentes foram conduzidos por Merchant et al. (2020).
Os tomateiros resistentes ndo eram completamente imunes, mas, exibiam infec¢ao sistémica
associada a sintomas leves, o que reduz as perdas em campo. Nao foram encontradas
diferencas entre as popula¢des de TYLCV, que ndo apresentaram estruturagcao genética nem
selecdo ou aumento de gendtipos mutantes. Reis e colaboradores (2020b) analisaram grupos
de tomateiros com e sem o gene de resisténcia 7y-/ e ndo observaram diferencas entre os
grupos quando da ocorréncia de infec¢des mistas por até cinco espécies de Begomovirus. No
entanto, o grupo sem o gene de resisténcia apresentou maior nimero de espécies de virus.

O sequenciamento de nova geracdo dentro da virologia vegetal tem sido
empregado para diversos fins, permitindo acessar certas informagdes com maior facilidade,
associadas a diagnose de viroses, auxiliando por exemplo na triagem de materiais em
quarentena, podendo ser identificados ndo apenas virus conhecidos em materiais

sintomdticos, mas também novos virus, virus infectando plantas assintomaticas e infec¢des
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mistas (Adams, et al., 2018). Além disso, a partir destes podem ser realizados estudos de
ecologia, caracterizando a diversidade genética presente nas comunidades virais, bem como
em populagdes em diferentes ou mesmo dentro de um hospedeiro, espécie ou local.

(Roossink, et al., 2015).

2.4 TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE DNA DE NOVA GERACAO

Sdo denominadas como tecnologias de sequenciamento de DNA de nova
geracdo diversas tecnologias que surgiram apos o sequenciamento descrito por Sanger
(1977), baseadas na combina¢do de diferentes estratégias de preparo de amostras,
sequenciamento, base-calling (chamada ou identificacio das bases sequenciadas),
alinhamento e montagem (Metzker, 2010). S3o caracteristicas marcantes dessas tecnologias
o sequenciamento direto (sem a necessidade de clonagem), o grande volume de dados
gerado, o baixo custo por base (em geral), e 0 ndo uso de bibliotecas bacterianas que podem

gerar erros adicionais aos de sequenciamento.

2.4.1 Tecnologia de sequenciamento por sintese

A tecnologia de sequenciamento por sintese, utilizada pelos sequenciadores
[llumina, foi desenvolvida pela empresa Solexa, em 2006. Nesta tecnologia utilizam-se
terminadores reversiveis para a leitura das bases das amostras de 4cidos nucleicos. O
sequenciamento s6 ocorre apds uma etapa de amplificagdo do genoma fragmentado em
pedagos de cerca de 200 a 400 pb (Goodwin et al., 2016). As extremidades sdo ligadas a
adaptadores em Y com pontas diferentes que, apos a desnaturagdo e um ciclo de
amplificacdo, serdo incorporados aos fragmentos de forma linear gerando diferentes
extremidades que permitem a fixacdo dos fragmentos a placa de sequenciamento (flowcell),
através de hibridizagdo das regides complementares (Metzker, 2010).

Ocorre entdo a PCR em ponte que gera de centenas de milhdes a bilhdes de
clusters dos fragmentos a serem sequenciados, em uma superficie sélida (Metzker, 2010).
Essa amplificacdo denomina-se PCR em ponte devido a disposi¢do dos adaptadores
distribuidos na flowcell: os adaptadores estdo colocados em fileiras alternadas de forma que,
pelo movimento browniano das moléculas, os adaptadores presentes na outra extremidade

hibridizam com outros adaptadores (Figura 4). Quando ocorre a amplificagdo e desnaturagao
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esse processo se repete e, apds algumas reagdes, ha a formagao dos clusters (Goodwin et al.,
2016).

O sequenciamento ocorre a partir de uma das extremidades dos fragmentos
ligados a flowcell, de forma que estejam todos posicionados no mesmo sentido. Enquanto
isso, os fragmentos ligados a flowcell pelo outro adaptador s3o clivados. Apos o
sequenciamento em uma dire¢do, a amplificacdo se repete e desta vez os fragmentos ja
amplificados sdo clivados, de forma que ha o sequenciamento no sentido oposto. O
sequenciamento [llumina gera sequéncias de 100 a 300 pb, nos sentidos forward e reverse

das extremidades dos mesmos fragmentos (Illumina, 2019).

Amplificacdo em ponte em fase sédlida
(Ilumina)

Ligagao de molde

Modelos livres hibridizam com
adaptadoresligados a superficie

Geragao de aglomerados

Amplificacdo em ponte Apos varias rodadas de
Extremidade livre do molde hibridizado amplificagdo, formam-se 100 —
interagem com iniciadores proximos, 200 milhdes de aglomerados
onde a amplificagdo pode ocorrer clonais (clusters)

Figura 4. Esquema evidenciando a formacao de clusters pela PCR em ponte. Adaptado de
Goodwin et al. (2016).

A reagdo de sequenciamento ocorre a partir da incorporacdo de nucleotideos
modificados com grupos 3’-O-azidometil e marcados com fluorocromos de diferentes cores
para as diferentes bases, de forma a impedir a continua¢do da elongacao enquanto nao houver
a liberagdo do fluorocromo (Metzker, 2010). Dessa forma, ha a incorporagdo do nucleotideo
complementar, a captagdo do sinal emitido por cada cluster através de imagens, a clivagem
do grupamento que impede a continuagdo da elongagdo e a clivagem do fluorocromo, como
apresentado pela Figura 5. Todas as etapas ocorrem de maneira ciclica numa série de

liberagdes de reagentes e lavagens consecutivas. As incorporagdes ocorrem a partir de
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primers complementares aos adaptadores, usados também na PCR, e os fragmentos sdo

sequenciados em ambos os sentidos (forward e reverse) (Goodwin et al., 2016).

Adigcdo de nucleotideos
Nucleotideos bloqueados
terminalmente com
fluoréforos hidridizam com
bases complementares. Cada

Captacdo de imagem
Os clusters s@o fotografados
com dois ou quatro canais de
laser. Cada cluster emite uma
cor correspondente a base
incorporada durante o ciclo

T
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Clivagem

Os fluordforos sao clivados e
lavados da flow cell, e o
grupo 3’ —OH livre é
restabelecido. Um novo ciclo

cluster pode incorporar uma

base diferente. comega com a adicdo de

novos nucleotideos.

Figura 5. Esquema evidenciando o processo de sequenciamento por sintese. Adaptado de
Goodwin et al. (2016).

O sequenciamento Illumina foi capaz de resolver os problemas de determinacao
de homopolimeros, pois a incorporagao de um novo nucleotideo s6 ocorre apds a captagdo
do sinal da incorporacao anterior (Guo et al., 2008). O sistema de captura que determina as
sequéncias dos fragmentos a partir de c/usters clonais eleva a confiabilidade de identificagdo
de cada base, pois trata-se de uma base consenso a partir de varias incorporadas a0 mesmo
tempo, diminuindo a taxa de erros. No entanto, esse processo em conjunto pode ser defasado,
gerando atraso da extensdo de alguns fragmentos, o que pode resultar em erros decorrentes
da dessincronizagdo do processo. O tipo de erro de sequenciamento mais comum nesta

tecnologia sdo as substitui¢des (Metzker, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE MATERIAL

Para fins de avaliacdo da diversidade genética em populagdes de BGMV, foram
realizadas coletas, em triplicata, em Ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU) da
EMBRAPA Arroz e Feijao, conduzidos em Santo Antonio de Goids (GO) (Figura 6) e
Brasilia (DF) (Figura 7). Os ensaios escolhidos foram conduzidos com linhagens de
feijoeiro-comum, tipo carioca, sendo que os ensaios que visavam avaliar linhagens elite
transgénicas sdo chamados VCT, enquanto os ensaios que avaliaram linhagens elite
convencionais sdo chamados VCN. A unica diferenca no manejo dos ensaios de VCU ¢
quanto ao controle de mosca-branca, que ndo foi realizado nos ensaios de VCT, enquanto
nos ensaios de VCN foi realizada a aplicacdo de defensivos quando essa esteve presente, até

o enstagio do florescimento.

Figura 6. Aspecto geral do ensaio de VCU (VCN) em Santo Anténio de Goids (GO).
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Figura 7. Aspecto geral do ensaio de VCU (VCT) em Brasilia (DF).

Foram coletadas amostras foliares de quatro linhagens (Tabela 2) de feijoeiro-
comum em ambos os tipos de ensaio (VCN e VCT), cujas especificagdes estdo presentes na
Tabela 3. As linhagens amostradas foram escolhidas levando-se em conta suas genealogias,
prezando-se por linhagens de diferentes origens. Em ambos os ensaios, estavam presentes,
além das linhagens em avaliagdo, cultivares que atuam como plantas testemunhas, das quais
também foram coletadas amostras com objetivo de se avaliar as eventuais diferencgas entre
as populagdes virais de BGMV em linhagens selecionadas recentemente e em cultivares

comerciais mais antigas.

Tabela 2. Linhagens elite amostradas nos ensaios de VCU transgénicos (VCT) e
convencionais (VCN).

Ensaios
VCT VCN
BRS Estilo! BRS Estilo!
BRS FC401RMD™ IPR Campos Gerais'
CNFCT 19119* BRS Pérola’
IPR Celeiro! CNFC 165612

* Linhagens transgénicas. ! Cultivares testemunhas. > Linhagens em avaliagdo.
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Tabela 3. Dados das coletas e dos ensaios de VCU amostrados.

Dias
Experimento  Ensaio Local Data fle Data de apos o
plantio coleta .
plantio
Santo Antonio de
1 VCT24 Goids (GO) 15/02/2019  10/04/2019 54
2 VCT25 Brasilia (DF) 20/02/2019  12/04/2019 51
Santo Antonio de
3 VCN54 Goias (GO) 30/01/2019  22/03/2019 51
4 VCN56 Brasilia (DF) 19/02/2019  12/04/2019 52

Foram coletadas, entdo, quatro linhagens em cada um dos quatro ensaios, sendo
um ensaio de cada tipo (VCT e VCN) em cada uma das localidades, totalizando 48 amostras
(2 locais x 2 tipos de ensaio x 4 linhagens x 3 réplicas). Os ensaios presentes em Santo
Antonio de Goias exibiam apenas alguns focos de sintomas virais (mosaico, clorose,
nanismo, enrugamento foliar), enquanto os ensaios presentes em Brasilia exibiam sintomas
de forma generalizada em plantas suscetiveis. A coleta foi realizada priorizando-se plantas
sintomaticas.

As amostras obtidas foram codificadas para fins de identifica¢do. O cddigo foi
composto de uma letra (a primeira), indicando a origem, se VCT (T) ou VCN (C). A segunda
letra indica o local (B — Brasilia, G- Santo Antonio de Goias). Apds esta letra tem-se um
ponto final (.) que € seguido pela abreviacdo do nome da linhagem coletada (Est — Estilo, Cg
Campos Gerais, Per — Pérola, C- CNFC16561, F -FC401RMD, T- CNFCT19119, Cel —

Celeiro). O numero final € referente a réplica (1, 2 ou 3).

3.2 OBTENCAO DE MATERIAL GENETICO VIRAL

O material coletado foi macerado em nitrogénio liquido com o auxilio de
almofariz e pistilo, e separado em dois microtubos, em aliquotas de aproximadamente
100 mg, destinadas a extracdo de DNA. O material macerado foi mantido a —80°C até o seu

processamento.



3.2.1 Extracao de DNA total

As extragdes foram realizadas em duplicatas, seguindo o protocolo a seguir,
baseado em Doyle & Doyle (1990). Foram adicionados 600 uL de tampao de extracdo
CTAB 2% (pré aquecido, contendo B-mercaptoetanol) ao material congelado. A mistura foi
entdo incubada a 65°C por 40 minutos, invertendo-se os microtubos de 10 em 10 minutos.
Apos esse periodo foram adicionados 600 pl. de uma mistura 24:1 de cloroférmio:alcool
isoamilico as amostras, que foram homogeneizadas por inversao delicada, por 5 minutos. As
amostras foram entdo centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos. Apds a transferéncia dos
sobrenadantes para novos tubos, a eles foram novamente adicionados 600 pL da mistura
cloroféormio:alcool isoamilico (24:1), repetindo-se a homogeneizagdo por inversdo, por 5
minutos. As amostras foram novamente centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos. Em
seguida os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos, onde foram adicionados
500 pL de isopropanol a —20°C. As amostras foram homogeneizadas invertendo-se os tubos
varias vezes durante cerca de 5 minutos, ¢ foram entdo acondicionadas em freezer (—20°C)
durante 2 a 3 horas para precipitagdo do DNA. Uma nova centrifugagdo foi entdo realizada
durante 10 minutos, a 14.000 rpm, e descartou-se cuidadosamente o sobrenadante. O
precipitado foi lavado 2 vezes com etanol 70% e uma vez com etanol 95%. Na sequéncia os
tubos foram invertidos sobre papel toalha e entdo submetidos ao speed-vac para secagem.
Apos ressuspender o pellet em 200 uL. de TE contendo RNAse (40 pg/mL), as amostras
incubadas em banho-maria a 37°C por 30 minutos. As amostras foi entio adicionado
NaCl 5 M na propor¢do de 1:10 (NaCl:DNA ressuspenso) e ainda 2/3 do volume de
isopropanol gelado para nova precipitagdo do DNA. Apods homogeneizagdo, as amostras
foram acondicionadas em congelador a —20°C, por 3 horas. As amostras foram entdo
novamente centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm. Ap6s descarte do sobrenadante, o
pellet foi lavado duas vezes com etanol a 70% (10 minutos) e uma vez com etanol absoluto
(5 minutos). Apos cada centrifugag¢do os tubos foram invertidos sobre lengos de papel por
5 minutos para verter o excesso de etanol. Ao final do processo os pellets foram levados ao
speed-vac (£ 10 minutos). Os pellets foram resuspensos em 40 pL. de TE e em seguida foram
levados ao banho-maria a 37°C por +40 minutos ou até que todo DNA estivesse

ressuspenso.
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3.2.2 Seleciao de DNA circular

Com o objetivo de obter o enriquecimento das amostras para DNAs virais através de
amplificacdo foi utilizada a técnica de RCA (Rolling Circle Amplification), de forma que
apenas DNAs circulares fossem amplificados, na busca de se detectar a presenca de
Geminivirus. Foi utilizado para tal, o kit Templiphi, da GE Life Science.

A partir do DNA extraido na etapa anterior, foi retirada uma aliquota de 1 puL e
colocada em novo microtubo de 200 pL, onde foram também adicionados 5 uL de tampao
de desnaturacdo. Em seguida os tubos foram levados para o termociclador onde foram
aquecidos a 95°C durante 3 minutos, sendo colocados no gelo imediatamente ao final deste
periodo. Ainda no gelo, foi realizada a adi¢do de 0,2 pL de enzima, juntamente com 5 pL de
tampao de reagdo a cada tubo. Novamente no termociclador, os tubos permaneceram a uma
temperatura de 30°C durante 4 a 18 horas. Ao final foram entdo aquecidos a 65°C durante
10 minutos para inativacdo da enzima, e entdo colocados no gelo. Apds o resfriamento, os
tubos foram armazenados a —20°C. Para verificar os produtos da amplificagdo, 2 uL da

amostra foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%.

3.3  SEQUENCIAMENTO DE DNA

As amostras de DNA obtidas a partir de RCA foram liofilizadas e enviadas a
empresa BGI (San Jose, EUA), onde foram sequenciadas através do método de

sequenciamento por sintese, utilizando a plataforma X Ten (Illumina).

3.4 ANALISES DOS DADOS

Com o objetivo de avaliar a qualidade das sequéncias obtidas foi utilizado o
software FastQC (Andrews, 2010). Foram avaliadas a presenca de sequéncias de
contaminantes (adaptadores) e a qualidade das bases sequenciadas. A partir dessas
avaliagdes foram tomadas as decisdes quanto ao controle de qualidade, implementado pelo
software Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Foram retiradas as sequéncias dos adaptadores
utilizados para o sequenciamento, bem como regides com sequéncias de baixa qualidade,
para que nao interferissem no processo de montagem e identificacdo viral.

Os dados de sequenciamento de cada uma das amostras, separadamente, foram

submetidos ao assembly de novo, pela ferramenta metaviral do software SPAdes (Antipov,
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2020). Os contigs obtidos foram submetidos a anotacdo preliminar utilizando-se o blastn
(Altschul et al., 1990), contra o banco de dados nt do NCBI. Dentre as sequéncias virais
detectadas nos contigs de todas as amostras, s6 foram identificadas sequéncias virais de
BGMYV (DNA-A e DNA-B). A partir dos contigs referentes ao DNA-A de cada uma das
amostras, obteve-se uma sequéncia consenso que foi utilizada como sequéncia de referéncia
para o genoma correspondente ao DNA-A de BGMV.

De modo andlogo as estratégias utilizadas nas andlises de RNAseq e de
metagendmica, em que os dados de cobertura de alinhamento sdo utilizados para se
quantificar os niveis de expressdo génica e de abundancia de unidades taxondmicas,
respectivamente, as frequéncias dos alelos presentes nos sitios polimorficos do genoma do
DNA-A de BGMV foram estimadas com base nos dados de cobertura de alinhamento a
sequéncia de referéncia. Sendo assim, para fins de genotipagem das populacdes de BGMV
presentes em cada uma das amostras, os reads de cada uma delas foram alinhados a
referéncia utilizando-se o software BWA (Li & Durbin, 2009). Apo6s as etapas intermediarias
de remocdo de reads duplicados e ordenacdo dos arquivos BAM, foi utilizado o modulo
HaplotypeCaller do software GATK, que resultou em um arquivo .vcf contendo os sitios
polimorficos (SNPs) e as coberturas de cada um dos alelos presentes em cada uma das
amostras. Seguindo-se as recomendacdes do software (GATK Best Practices), foram
removidos os SNPs de baixa qualidade.

Para cada um dos SNPs identificados, as frequéncias alélicas em cada amostra

foram estimadas utilizando-se a expressao:
A Ny
Pu = n, +n,
em que:
Dy € a estimativa da frequéncia do alelo u, na populagdo de BGMV na amostra considerada;
n, € o numero de reads da amostra considerada alinhados a referéncia contendo o alelo u;
n,, ¢ o nimero de reads da amostra considerada alinhados a referéncia contendo o alelo v.
As frequéncias alélicas obtidas foram entdo utilizadas para se calcular as
medidas de diversidade genética de Nei (1973) e a proporcao de sitios polimorficos. Em
cada amostra, foram considerados como polimoérficos os sitios com frequéncias alélicas
maximas inferiores a 0,95. Os niveis de diversidade genética foram entdo comparados entre

localidades de coleta, entre os tipos de ensaios, entre os tipos de linhagens e entre geracdes

de linhagens, utilizando-se o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (Rank Sum). Os niveis de
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diversidade entre experimentos e entre linhagens elite foram comparados pelo teste nao-
paramétrico de Kruskal Wallis, seguido do procedimento de Dunn, para comparagdo dos
niveis de cada fator dois-a-dois, utilizando-se a correcdo FDR. Ainda com base nas
frequéncias alélicas foram realizadas andlises de estrutura genética, AMOVA, buscando-se
avaliar o grau de estruturacdo da diversidade genética encontrada em diferentes niveis.

A divergéncia genética das amostras foi avaliada pela andlise de componentes
principais utilizando as frequéncias alélicas como descritores. A representatividade do
grafico obtido com base nos dois primeiros componentes principais foi avaliada pelo teste
de correlagdo matricial de Mantel. Com base nas distancias euclidianas entre as amostras foi
construido ainda um dendrograma para se avaliar os padrdes de agrupamento das amostras,
pelo algoritmo de UPGMA. As consisténcias dos noés do dendrograma obtido foram
avaliadas pelo procedimento de bootstrap, utilizando-se 10.000 repeticdes. A
representatividade do dendrograma foi também avaliada pelo teste de correlacdo matricial

de Mantel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO DO DNA VIRAL

A partir da extragdo de DNA obteve-se uma concentragdo média de DNA nas
amostras de cerca de 600 ng/uL, na avaliagdo realizada com o equipamento Nanodrop, sendo
que as concentragdes variaram aproximadamente de 9 ng/ul a 2.000 ng/ul. Quanto a
avaliacdo da relagdo A260/A280, esta variou de 0,5 a 2,7.

Apods a amplificacdo seletiva por RCA obteve-se amplificacdo para todas as

amostras, como ¢ possivel se visualizar nas Figuras 8,9, 10 e 11.

MW

CG.Estl CG.Est2 CG.Est3 CG.Cgl CG.Cg2 CG.Cg3 CG.Perl CG.Per3 CG.C1 CG.C2 CG.C3
- 5 pum— o —
-

10000 pb  — o

Figura 8. Imagem do gel de agarose 1% marcado com brometo de etideo. Nas canaletas
estdo os produtos de RCA obtidos com as amostras coletadas no ensaio VCN54,
coletado em Santo Antonio de Goids. Amostras: CG.Est 1 a 3: Estilo; CG.Cg 1
a 3: Campos Gerais; CG.Per 1 e 3: Pérola; CG.C 1 a 3: CNFC16561.

MW  CB.Estl CB.Est2 CB.Est3 CB.Cgl CB.Cg2 CB.Cg3 CB.Perl CB.Per2 CB.Per3 CB.C1CB.C2 CB.C1

10.000 pb ,

Figura 9. Imagem do gel de agarose 1% marcado com brometo de etideo. Nas canaletas
estdo os produtos de RCA obtidos com as amostras coletadas no ensaio VCNS56,
coletado em Brasilia. Amostras: CB.Est 1 a 3: Estilo; CB.Cg 1 a 3: Campos
Gerais; CB.Per 1 e 3: Pérola; CB.C 1 a 3: CNFC16561
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TGEst1TGEst2 TG.Est3 TGF1TG.F2 TG.F3 TG.T1 TG.T2 MW MW _TG.T3 TG.Cell TG.Cel2 TG.Cel3
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< 10.000 pb

Figura 10. Imagem do gel de agarose 1% marcado com brometo de etideo. Nas canaletas
estdo os produtos de RCA obtidos com as amostras coletadas no ensaio VCT24,
coletado em Santo Antonio de Goias. Amostras: TG.Est 1 a 3: Estilo; TG.F 1 a
3: FC401RMD; TG.T1 e 2: CNFCT 19119; TG.T3: CNCFT19119; TG.Cel 1 a

3: Celeiro.

MW TB Estl TB.Est2 TBEst3 TBF1 TBF2 TB.F3 TB.T1 TB.T2 TB.T3 TB.Cell TB.Cel2 TB.Cel3

10.000 pb —»

Figura 11. Imagem do gel de agarose 1% marcado com brometo de etideo. Nas canaletas
estdo os produtos de RCA obtidos com as amostras coletadas no ensaio VCT25,
coletados em Brasilia. Amostras: TB.Est 1 a 3: Estilo; TB.F 1 a 3: FC401RMD;
TB.T1 e 2: CNFCT 19119; TB.T3: CNCFT19119; TB.Cel 1 a 3: Celeiro.

4.2 ANALISE DOS DADOS DE SEQUENCIAMENTO

4.2.1 Obtencao das sequéncias gendmicas de BGMV

Para todas as amostras foram obtidos contigs no assembly de novo, que foram
anotados preliminarmente pelo blastn, e apresentaram identidade com BGMV. Foram
obtidas sequéncias completas tanto para o DNA-A quanto para o DNA-B, com identidades
acima de 94%. Apds obter-se uma sequéncia consenso, entre todos os contigs de DNA-A,
esta foi utilizada como referéncia para a genotipagem pelo GATK. Como resultado dos
alinhamentos dos contigs a sequéncia referéncia foram obtidas as coberturas apresentadas
na Tabela 4.

Foram observados valores discrepantes no niimero de reads alinhados entre

amostras (Figura 12), onde o menor ntimero de reads alinhados foi de 310, enquanto o maior
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foi de 1.678.349, sendo a média de 488.310. As amostras obtidas nas linhagens transgénicas,
em ambos os locais, apresentaram, como esperado, as menores taxas de alinhamento, como
pode ser visto no exemplo apresentado na Figura 13. No entanto, em Santo Antonio de Goids,
as linhagens elite convencionais: Estilo, Pérola e CNFC16561, no ensaio de VCN também
apresentaram taxas de alinhamento baixas, fruto provavelmente de escape. Logo, apesar do
genoma completo do BGMV ter sido recuperado em ambos os tipos de linhagens
(convencionais e transgénicas), o evento da transgenia, que confere resisténcia ao BGMYV,
diminuiu drasticamente a presenca do virus na planta, impedindo a sua replica¢cdo e acumulo

nos tecidos foliares.
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Figura 12. Grafico representativo do nimero médio de reads, obtidos nas amostras de cada
linhagem elite, que foram alinhados na sequéncia consenso de referéncia do
genoma de BGMV.
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Tabela 4. Resultados dos alinhamentos das sequéncias obtidas em cada amostra na
sequéncia consenso de referéncia do genoma de BGMV.

Amostra Nﬁfelflil(; ° v .de reads Amostra Nﬁ;relflil(; de v .de reads
alinhados alinhados alinhados alinhados

CG.Estl 5.485 0,12 TG.Estl 604.294 12,71
CG.Est2 3.394 0,07 TG.Est2 358 0,01
CG.Est3 2.742 0,06 TG.Est3 554.853 11,66
CG.Cgl 352.060 8,80 TG.F1 378 0,01
CG.Cg2 1.436.085 30,48 TG.F2 399 0,01
CG.Cg3 12.915 0,28 TG.F3 382 0,01
CG.Perl 3.892 0,08 TG.T1 330 0,01
CG.Per2 - - TG.T2 310 0,01
CG.Per3 4.778 0,10 TG.T3 402 0,01
CG.C1 4915 0,10 TG.Cell 378 0,01
CG.C2 4.126 0,09 TG.Cel2 832.447 17,70
CG.C3 3.334 0,07 TG.Cel3 3.192 0,07
CB.Estl 1.462.949 30,69 TB.Estl 3.667 0,08
CB.Est2 1.320.797 28,11 TB.Est2 818.046 17,25
CB.Est3 1.099.774 27,67 TB.Est3 949.142 20,05
CB.Cgl 951.852 23,82 TB.F1 28.146 0,60
CB.Cg2 1.076.456 27,06 TB.F2 1.195 0,03
CB.Cg3 1.296.392 27,35 TB.F3 4.611 0,10
CB.Perl 1.351.392 28,43 TB.T1 2.931 0,06
CB.Per2 1.454.540 31,08 TB.T2 18.162 0,38
CB.Per3 997.501 21,08 TB.T3 432 0,01
CB.C1 956.661 23,98 TB.Cell 499.962 10,70
CB.C2 1.272.083 31,93 TB.Cel2 1.258.582 27,21
CB.C3 615.480 15,39 TB.Cel3
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Figura 13. Visdo geral dos assemblies obtidos com os dados de sequenciamento de duas
amostras. A) Amostra TG.F1 (linhagem transgénica FC401RMD), com 1.152
reads montados ao longo de 2.619 pb de comprimento. B) Amostra CB.Perl
(linhagem convencional Pérola), com 3.521.996 reads montados ao longo de

2.616 pb de comprimento.

4.2.2  Analise de diversidade genética

Utilizando as estimativas de frequéncias alélicas das populagdes de BGMV em

cada amostra, foram estimadas as medidas de diversidade genética de Nei (1973) e a

propor¢do de sitios polimorficos para cada uma das condi¢des avaliadas. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 5. A média de propor¢ao de sitios polimoérficos obtida
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foi de 0,008, variando de 0,000 a 0,016. Ja a para a diversidade genética de Nei (1973) a
média obtida foi de 0,137, variando de 0,000 a 0,269. Na Figura 14 pode-se observar que
ambas as formas de se medir a diversidade s3o correlacionadas. Ramos-Sobrinho et al.
(2010) analisando o DNA-A de BGMYV isolado de P. lunatus, encontrou 251 sitios
polimorficos em um genoma de 2.616 pb, o que corresponde a uma propor¢dao média de
0,095, que ¢ superior a encontrada neste trabalho. Também Faria & Maxwell (1999)
encontraram maior diversidade em BGMV isolado de feijdo fava e sugeriram classificé-lo
como um novo virus. Da mesma forma, Reis et al. (2020b) sugere que, de acordo com os

critérios atuais de classificagdo, este deve ser classificado como uma nova espécie.

Tabela 5. Caracteristicas gerais de cada uma das amostras obtidas e estimativas obtidas
dos parametros de diversidade (S — propor¢do de sitios polimorficos e 4 —
diversidade genética de Nei, 1973).

Tipode  Tipo de

Amostra S linhagem' ensaio? Exp.® Geragdo Linhagem Local®
CG.Estl 0,013 0,203 convenc. VCN 111 classica Estilo SAG
CG.Est2 0,014 0,234  convenc. VCN 111 classica Estilo SAG
CG.Est3 0,013 0,222  convenc. VCN OI  cléssica Estilo SAG

CG.Cgl 0,000 0,001 convenc. VCN 111 classica  Campos Gerais SAG
CG.Cg2 0,000 0,000 convenc. VCN 111 classica  Campos Gerais SAG
CG.Cg3 0,007 0,084 convenc. VCN 111 classica  Campos Gerais SAG
CG.Perl 0,012 0,196  convenc. VCN 111 classica Pérola SAG
CG.Per3 0,013 0,204  convenc. VCN 111 classica Pérola SAG
CG.C1 0,012 0,186  convenc. VCN 111 recente CNFC16561 SAG
CG.C2 0,013 0,213 convenc. VCN 111 recente CNFC16561 SAG
CG.C3 0,013 0,223 convenc. VCN 111 recente CNFC16561 SAG

CB.Estl 0,007 0,149  convenc. VCN v classica Estilo BSB
CB.Est2 0,008 0,165 convenc. VCN v classica Estilo BSB
CB.Est3 0,006 0,125 convenc. VCN v classica Estilo BSB

CB.Cgl 0,000 0,004 convenc. VCN v classica  Campos Gerais BSB
CB.Cg2 0,008 0,186 convenc. VCN v classica  Campos Gerais BSB
CB.Cg3 0,008 0,117 convenc. VCN v classica  Campos Gerais BSB
CB.Perl 0,007 0,130  convenc. VCN v classica Pérola BSB
CB.Per2 0,000 0,002  convenc. VCN v classica Pérola BSB
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Amostra S 113223&1 E;I;‘;igg Geragdo Linhagem Local®
CB.Per3 0,000 0,006  convenc. VCN v classica Pérola BSB
CB.C1 0,002 0,046  convenc. VCN v recente CNFC16561 BSB
CB.C2 0,005 0,079  convenc. VCN v recente CNFC16561 BSB
CB.C3 0,000 0,001 convenc. VCN v recente CNFC16561 BSB
TG.Estl 0,000 0,000 convenc. VCT I classica Estilo SAG
TG.Est2 0,015 0,221 convenc. VCT I classica Estilo SAG
TG.Est3 0,000 0,000 convenc. VCT I classica Estilo SAG
TG.F1 0,015 0,231 transg. VCT I recente FC401RMD SAG
TG.F2 0,015 0,258 transg. VCT I recente FC401RMD SAG
TG.F3 0,015 0,224 transg. VCT I recente FC401RMD SAG
TG.T1 0,015 0,242 transg. VCT I recente ~ CNFCT19119 SAG
TG.T2 0,014 0,269 transg. VCT I recente ~ CNFCT19119 SAG
TG.T3 0,014 0,246 transg. VCT I recente ~ CNFCT19119 SAG
TG.Cell 0,015 0,241 convenc. VCT I classica Celeiro SAG
TG.Cel2 0,011 0,217  convenc. VCT I classica Celeiro SAG
TG.Cel3 0,013 0,226  convenc. VCT I classica Celeiro SAG
TB.Estl 0,004 0,031 convenc. VCT II classica Estilo BSB
TB.Est2 0,000 0,000  convenc. VCT II classica Estilo BSB
TB.Est3 0,000 0,002  convenc. VCT II classica Estilo BSB
TB.F1 0,008 0,185 transg. VCT II recente FC401RMD BSB
TB.F2 0,015 0,259 transg. VCT II recente FC401RMD BSB
TB.F3 0,010 0,198 transg. VCT II recente FC401RMD BSB
TB.T1 0,007 0,069 transg. VCT I recente ~ CNFCT19119 BSB
TB.T2 0,008 0,162 transg. VCT I recente ~ CNFCT19119 BSB
TB.T3 0,016 0,240 transg. VCT I recente ~ CNFCT19119 BSB
TB.Cell 0,000 0,008 convenc. VCT 1II classica Celeiro BSB
TB.Cel2 0,002 0,010 convenc. VCT 1II classica Celeiro BSB
TB.Cel3 0,008 0,155 convenc. VCT 1II classica Celeiro BSB

1 . . . A .
convenc. — linhagem convencional; transg. — linhagem transgénica.

VCN - ensaios conduzidos com linhagens elite convencionais; VCT — ensaios conduzidos com linhagens
elite transgénicas.

3 Exp. — experimento.
* SAG — Santo Anténio de Goids (GO); BSB — Brasilia (DF).
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Figura 14. Grafico de dispersdo evidenciando a relagdo entre as estimativas dos parametros
de diversidade genética utilizados: diversidade genética de Nei (73) e proporcao
de sitios polimorficos.

Gonzalez-Aguilera et al. (2012) encontraram um valor para a propor¢ao de sitios
polimorficos de 0,014, similar ao encontrado neste trabalho, para populacdes de ToSRV de
tomateiro em Minas Gerais. J4 Silva et al. (2011) encontraram na populagdo de MaYSV, em
leguminosas ndo cultivadas, um valor de 0,15, que ¢ dez vezes maior que a estimativa obtida
neste trabalho.

Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas para os fatores
tipos de linhagens, locais de coleta e geragdes das linhagens, pelo teste de Wilcoxon (Tabela
5). Verificou-se que, para tipos de linhagens, as medidas de diversidade genética das
populacdes de BGMYV nas linhagens elite transgénicas apresentaram valores superiores aos
observados nas linhagens convencionais, para ambas as medidas utilizadas (Figura 15). Isso
poderia indicar que as linhagens convencionais, por serem suscetiveis, sdo infectadas por
uma variante que se estabelece e se sobressai em relacdo as demais. Enquanto isso, em
linhagens resistentes, mais de uma variante pode entrar em contato com o hospedeiro, mas
nenhuma consegue se estabelecer de maneira preponderante. De forma semelhante, Régo
(2016), apds comparar isolados de Begomovirus de tomateiros resistentes e suscetiveis,

encontrou maiores variacdes nos isolados obtidos de plantas resistentes. Estes dados
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sugerem a ocorréncia de uma condicdo em que hd pressdo seletiva para se superar a

resisténcia das linhagens transgénicas.

Tabela 5. Estimativas dos parametros de diversidade (S — proporcao de sitios polimoérficos
e h — diversidade genética de Nei, 1973), obtidas para diferentes niveis dos
fatores avaliados. Sdo também apresentados os p-valores (p) obtidos nas
comparagdes realizadas pelo teste de Wilcoxon.

Fator Nivel S p h p
] ) Convencional 0,007 0,111
Tipo de linhagem ) 0,0005 0,0002
Transgénica 0,012 0,215
] ) VCN 0,007 0,121
Tipo de Ensaio 0,1237 0,0950
VCT 0,009 0,154
Brasilia 0,005 0,097
Local ) ] 0,0015 0,0033
Santo Antonio de Goias 0,011 0,180
Classica 0,006 0,108
Geragao 0,0052 0,0033
Recente 0,011 0,185

Quanto ao local, as amostras coletadas em Santo Antdnio de Goids apresentaram
uma maior diversidade populacional de BGMV, em relagdo as amostras obtidas em Brasilia
(Figura 15). Considerando-se que, em campo, 0s ensaios coletados em Brasilia apresentavam
sintomas tipicos de mosaico-dourado de forma generalizada (com excec¢dao dos gendtipos
transgénicos), diferente do que foi observado em Santo Antdnio de Goias. Pode-se inferir
que numa situagdo epidémica, poucos isolados se sobressaem, enquanto que em locais com
poucos focos de doenga, existam mais variantes atuando.

Para os fatores experimentos e linhagens, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis,
o qual, apesar de fornecer um p-valor significativo, para propor¢ado de sitios polimorficos

(0,0335), nao foi capaz de captar a diferenga entre as linhagens.
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Figura 15. Boxplots representativos das distribuigdes das estimativas dos parametros de
diversidade em funcdo dos fatores localidade, tipo de cultivar, e tipo de ensaio.
Coluna da esquerda: propor¢do de sitios polimorficos; coluna da direita:
diversidade genética de Nei (1973).
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Figura 6. Boxplots representativos das distribuigdes das estimativas dos parametros de
diversidade em funcdo dos fatores linhagens, experimento e geracao. Coluna da
esquerda: proporcao de sitios polimorficos; coluna da direita: diversidade
genética de Nei (1973).

Para a diversidade genética de Nei (p = 0,0151) obteve-se diversidade
estatisticamente superior de FC401RMD em relagdo a Campos Gerais, sendo que ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os niveis de diversidade genética
das populagdes de BGMV amostradas nas demais linhagens. A linhagem FC401RMD ¢ a
cultivar, transgénica e resistente ao BGMV, langada pela Embrapa, recomendada para a
regido central do Brasil; enquanto a cultivar Campos Gerais foi registrada pelo IAPAR em

2011, sendo indicada como adaptada ao cultivo na regido Sul.
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J& em relacdo aos experimentos, tanto para a diversidade genética de Nei
(»p =0,0106), quanto para a propor¢ao de sitios polimorficos (p = 0,0061), encontrou-se
superioridade estatistica na diversidade do experimento I em relagdo aos experimentos II e
IV, enquanto o experimento III ndo diferiu dos demais. O Experimento I foi um VCT
conduzido em Santo Antonio de Goids onde um mesmo nimero de gendtipos convencionais
e transgénicos foi analisado, enquanto os experimentos II (VCT) e IV (VCN) foram
conduzidos em Brasilia. Considerando-se que as populacdes de BGMV amostradas nas
linhagens transgénicas apresentaram maiores valores de diversidade, bem como as amostras
coletadas em Santo Antdonio de Goids, os resultados superiores encontrados para

experimento parecem ser uma convergéncia de fatores ja explicados anteriormente.

4.2.3  Analise de estrutura genética

Para se avaliar a distribuicdo da diversidade genética realizou-se uma AMOVA,
cujos resultados encontram-se na Tabela 6. Foram considerados como fatores na anélise os

locais, os tipos de ensaios, os tipos de linhagens, e as proprias linhagens.

Tabela 6. Resultados da analise de estrutura genética entre amostras de BGMV.

Fontes de variagio A % ICos (%)

Locais 0,0033 5,83 3,68 7,72
Tipos de ensaio 0,0046 8,05 4,38 11,27
Tipos de gendtipo 0,0001 0,33 -0,04 0,58
Linhagens 0,0014 2,59 1,03 393
Residuo 0,0475 83,18 79,54 87,01

Os fatores que apresentaram propor¢ao significativa na variancia genética total
foram locais (5,83%) e tipos de ensaios (8,05%), com menor contribui¢ao das linhagens
(2,59%). E reportado na literatura (Ramos-Sobrinho et al., 2014) que ha estruturagdo da
diversidade genética em populacdes de BGMV obtidas em diferentes locais, o que ¢
corroborado pelos dados obtidos.

Quanto a estruturag¢do da diversidade genética relacionada aos tipos de ensaios,
VCT e VCN, houve diferenca de manejo para o controle de mosca-branca nestes ensaios, o
que poderia alterar as frequéncias alélicas das populacdes dos diferentes ensaios, ainda que

dentro de um mesmo local. Apesar do tipo de ensaio ter apresentado proporcao significativa
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na variancia genética total, o tipo de gendtipo nao apresentou. Isto pois, apesar de os ensaios
conterem, em sua maioria, tipos de genoétipos diferentes (VCT avalia gendtipos transgénicos
enquanto VCN avalia genotipos convencionais) as amostras transgénicas coletadas dentro
de VCT eram apenas metade do total, devido a coleta de cultivares testemunhas do ensaio

que eram convencionais, de forma que este efeito foi mitigado.

4.2.4  Analise de divergéncia genética

As frequéncias alélicas foram utilizadas para se realizar a Andlise de
Componentes Principais, cujos primeiros dois componentes explicaram cerca de 56% da
variagdo total (Figura 17). O coeficiente de correlacdo matricial (Teste de Mantel) obtido
para o grafico foi de 0,91, sugerindo uma boa representacao grafica dos padroes de distancia
entre as populagdes de BGMV. Na analise deste grafico, ao se observar os pontos coloridos
por localidade, pode-se sugerir a ocorréncia de estruturagdo por local, observando-se a
tendéncia de comportamento dos pontos na Figura 17. O mesmo pode-se afirmar do
dendrograma (Figura 18), obtido por UPGMA a partir dos mesmos valores de frequéncias
alélicas: verifica-se agrupamento por local, entre amostras de Brasilia e entre amostras de
Santo Antonio de Goias. E amplamente descrito que populagdes de Begomovirus apresentem
estrutura genética de acordo com a sua localizacdo geografica (Brown et. al., 2015), o que

também tem sido observado em BGMV (Ramos-Sobrinho, et al., 2014).
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Figura 17. Gréficos de dispersdo representativos dos resultados da Analise de Componentes
Principais realizada sobre as frequéncias alélicas dos 54 marcadores SNPs,
genotipados em cada uma das 47 amostras avaliadas. Nos diferentes graficos, os
pontos sdo coloridos utilizando-se diferentes critérios.
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Figura 18. Dendrograma representativo do grau de divergéncia genética entre as amostras
de BGMV sequenciadas. Em vermelho sdo destacados os agrupamentos de
amostras provenientes dos ensaios de Brasilia (DF). Em azul sdo destacados os

agrupamentos de amostras provenientes dos ensaios de Santo Antonio de Goids
(GO).
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CONSIDERACOES FINAIS

e As populagoes de BGMYV apresentam diversidade intrapopulacional.

e Pode-se observar diversidade maior em Santo Antonio de Goids e em plantas
transgénicas.

e Apesar de recuperados os genomas completos em plantas transgénicas, estas
apresentaram menor abundancia de virus, o que estd de acordo com a eficacia do
evento de transgenia que impede a replicagdo do BGMYV na planta.

e A diversidade genética observada nas populagdes de BGMV, aqui estudadas,
encontra-se estruturada de acordo com local.

e A hipdtese de que haja influéncia do manejo de controle de mosca-branca sobre os
niveis de diversidade viral detectados merece ser melhor investigada.

» Existe maior diversidade nas plantas transgénicas, o que ndo implica em divergéncia

genética entre estas populagdes virais, que se comportam como uma Unica populagao.
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