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RESUMO

Os begomovírus (gênero Begomovirus, família Geminiviridae) apresentam grande importância econômica pelos danos causados a plantas dicotiledôneas. Há apenas uma proteína essencial para a replicação, a proteína de iniciação da replicação (Rep). Em trabalhos que estudam a metapopulação dos begomovirus, a subdivisão das subpopulações foi feita a partir de análises do DNA-A completo, tornando impossível aferir qual a importância da sequência codificadora da Rep na subdivisão destes grupos. Neste trabalho, foi determinada a estrutura genética da metapopulação de begomovírus a partir das sequências codificadoras da Rep utilizando-se a Análise Discriminante de Componentes Principais no pacote Adegenet do R project, e comparada à estrutura genética determinada por outros pesquisadores utilizando-se o genoma viral completo. Os resultados obtidos neste estudo indicam que a estrutura genética da metapopulação global de begomovírus determinada com base no genoma completo difere-se daquela determinada a partir de sequências genômicas completas.
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INTRODUÇÃO

O gênero Begomovirus é o único da família Geminiviridae a apresentar vírus com genomas bipartidos, com a presença de duas moléculas circulares de DNA de fita simples, denominados DNA-A e DNA-B. Porém, esse mesmo gênero também apresenta espécies com genomas monopartidos, ou seja, compreendidos por apenas uma molécula de DNA, em sua maioria presentes no Velho Mundo (Europa, África, Ásia e Oceania). Os bipartidos codificam seis ou sete proteínas, enquanto os monopartidos, cinco ou seis. No DNA-A, são codificadas: proteína de iniciação da replicação (replication initiation protein - Rep); replication enhancer protein (REn); proteína ativadora de transcrição (transcriptional activator protein - TrAP); proteína capsidial (coat protein - CP); proteína de movimento (movement protein - MP); e proteína AC4. No DNA-B, ainda são codificadas as proteínas MP e nuclear shuttle protein (NSP) 
Os begomovírus representam um grande risco para a agricultura por infectar diversas plantas dicotiledôneas de importância econômica. Por serem transmitidos por um complexo de espécies crípticas de moscas-brancas, denominado Bemisia tabaci, apresentam limitada capacidade de dispersão. Consequentemente, a metapopulação global dos begomovírus é distribuída em grandes subpopulações com certo grau de isolamento geográfico. Desta forma, a metapopulação de begomovírus é composta por subpopulações que apresentam profundas diferenças genéticas. Identificar essas diferenças é de extrema importância para compreender o processo evolutivo de isolados virais do gênero e características específicas das subpopulações. 
Para isso, foram empregadas análises in silico de sequências codificadoras da proteína de iniciação da replicação, (Rep). A Rep é a única proteína viral essencial para a replicação e, dentre as sequências codificadoras, é uma das maiores (~1.043 nucleotídeos) (ELMER et al, 1988). Inicia a replicação ao ligar-se com os iterons da região intergênica e introduzir um corte à sequência comum TAATATT↓AC conservada em todos os geminivírus (ZERBINI et al, 2017). A proteína Rep apresenta elevado grau de variabilidade genética, seja devido à ocorrência frequente de mutações ou devido à recombinação entre vírus distintos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar se a segregação genética baseada na sequência codificadora da proteína Rep apresenta diferenças quando comparada à segregação baseada no genoma completo utilizando-se como referência o estudo publicado por Prasanna et al. (2010).

MATERIAL E MÉTODOS

O trabalho foi realizado no Laboratório de Virologia Vegetal (LAVIV) da Universidade Federal de Uberlândia no campus Umuarama. Foram baixados genomas completos de isolados referentes às 388 espécies de begomovírus (totalizando 3.583 sequência de isolados distintos) a partir do banco de dados online GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) utilizando a ferramenta Taxonomy Browser. As espécies foram demarcadas como estabelecido pelo grupo de estudos da família Geminiviridae do Comitê Internacional de taxonomia de Vírus (ICTV) (BROWN et al., 2015). A partir das sequências completas obtidas do Genbank, foram extraídas as sequências codificadoras da proteína Rep utilizando-se o ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder). As sequências foram alinhadas com auxílio do software MEGAX (KUMAR et al. 2018) utilizando-se o módulo MUSCLE (EDGAR, 2004).
Os alinhamentos múltiplos de sequências codificadoras foram submetidos à Análise Discriminante de Componentes Principais (do inglês Discriminant Analysis Principal Components, DAPC), utilizando-se o pacote Adegenet do software R Project (JOMBART, 2008). Foi feita a subdivisão da população em 2 e 7 grupos, sendo, respectivamente k=2 e k=7. As subpopulações foram identificadas de acordo com a região geográfica de origem dos isolados virais.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para a divisão em dois grupos, k=2, a metapopulação de begomovírus foi dividida entre begomovírus do “Novo Mundo” (Americas) e “Velho Mundo” (Europa, Ásia, África e Oceania), em conformidade com os resultados obtidos por Prasanna et al. (2010).
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Figura 1. Metapopulação de begomovírus subdividida pela DAPC com k=7. À direita, subpopulações 4 e 7 originadas do “Novo Mundo”. À esquerda, subpopulações 1, 2, 3, 5 e 6 originadas do “Velho Mundo”.

Quando a metapopulação global foi subdividida em 7 grupos, ou seja k=7, a subpopulação 1 foi composta por 227 isolados pertencentes à espécie African cassava mosaic virus (ACMV). Os países de origem são todos do continente Africano, em sua maioria Madagascar e República Central Africana, pertencentes ao “Velho Mundo”. No trabalho de Prasanna et al. (2010), a subpopulação denominada African-Mediterranean begomoviruses (Af-Med) abrigava os vírus desta espécie, dentre outras. No presente trabalho, a subpopulação composta, exclusivamente, por isolados da espécie ACMV. 
A subpopulação 2 foi compreendida principalmente por isolados das espécies East African cassava mosaic virus (EACMV), East African cassava mosaic Cameroon virus (EACMCV) e East African cassava mosaic Malawi virus (EACMMV), totalizando 135 isolados. Os países de origem são todos do continente africano, pertencentes também ao “Velho Mundo”. O resultado obtido é semelhante ao de Prasanna et al. (2010), no qual houve a divisão do EACMV em uma subpopulação específica, denominada East African Cassava Mosaic Viruses (eAf-CAS).
A subpopulação 3 apresentou maior número de isolados dentre todas, totalizando 1.318 dos 3.583 analisados neste estudo.  Os países de origem foram principalmente do Sudeste Asiático, Extremo Oriente e Ásia Meridional, não deixando de mencionar, em menor expressão, países da África e Oriente Médio. Os países com maior número de isolados foram a Índia, com 329 isolados, a China, com 209 isolados e o Paquistão, com 154 isolados. 
Com base nos resultados obtidos foi ainda possível comparar as subpopulações determinadas por Prasanna et al. (2010) Indo-Pak cotton-South Indian tomato begomoviruses (IPC-SIT), na qual ele agrupa vírus que infectam algodão e tomate; dos vírus de Nova Deli que infectam tomate, denominada New Delhi tomato-Asian cucurbit Begomoviruses (NDT-ACU); e dos vírus que infectam batata doce e plantas do gêneto Dolichos denominada Swepoviruses-Asian legumoviruses (S-AL). No presente trabalho, três subpopulações do autor mencionado foram agrupadas em apenas uma.
A subpopulação 4, com 317 sequências, abrigou isolados principalmente das espécies Euphorbia yellow mosaic virus, Euphorbia mosaic virus, Pepper golden mosaic virus e Tomato common mosaic virus. Estes isolados foram encontrados no Brasil, Costa Rica, Cuba, Guatemala, Estados Unidos, Jamaica, México, Peru, Uruguai e Venezuela, todos pertencentes às Américas, podendo atribuir à subpopulação do Novo Mundo. 
A subpopulação 5, com 236 sequências, é representada por isolados da espécie East African cassava mosaic Kenya virus e South African cassava mosaic virus. Todos os isolados são originados da África do Sul, Comoros, Madagascar, Mayotte, Quênia e Zimbábue, do sudeste ou oriente do continente africano.
A subpopulação 6, com 662 isolados, é representada pelos vírus da espécie Tomato yellow leaf curl virus, originados da Austrália, China, Coréia do Sul, Estados Unidos, alguns países da América Central, México, Irã e Jordânia, É possível aferir que a subpopulação seja majoritariamente referente ao oeste da Ásia, do Velho Mundo (com exceção dos isolados obtidos nos Estados Unidos). 
A subpopulação 7, com 687 isolados, compreendeu diversas espécies de vírus oriundas de países da América, em sua maioria da América Latina, podendo ser classificada como a subpopulação desta região. No trabalho de Prasanna et al. (2010), houve o agrupamento de todos os vírus do Novo Mundo em uma só subpopulação, ao contrário do presente trabalho que subdividiu o grupo em duas subpopulações. 

CONCLUSÕES

As subpopulações determinadas foram compreendidas por vírus das espécies ACMV; EACMV; vírus que infectam Solanáceas, Malváceas e swepovírus; vírus do Novo Mundo que infectam Euphorbia, pimenta e tomate; SACMV e EACMKV; TYLCV; vírus da América Latina. Nesse contexto, pode-se perceber diferenças marcantes entre os resultados obtidos neste estudo e aqueles relatados por Prasanna et al. (2010).
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