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RESUMO GERAL

Dentro da familia Passifloraceae, a espécie Passiflora edulis (maracuja amarelo) é a mais
consumida no mundo, sendo o Brasil o maior produtor mundial. Apesar disso, a producao
brasileira apresenta baixa produtividade por hectare e é afetada pela falta de tecnificagdo do
cultivo, insumos, logisticas de escoamento de producdo e por doengas, principalmente as de
origem viral. Dentre os virus que infectam o maracuja, os potyvirus, begomovirus, cilevirus e
badnavirus sdo os maiores causadores de doencas e podem comprometer até em 100% a
producdo. Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho consistiu na detec¢do e caracterizacdo
gendmica de fitoviroses presentes em espécies de Passiflora cincinnata, Passiflora edulis,
Citrus sp., Pueraria sp., Sida sp. e Cucumis sativus. Para tanto, espécies de plantas foram
coletados das areas de cultivo do Acre, devidamente identificadas e armazenadas em cloreto de
calcio para posteriormente serem submetidas ao sequenciamento em larga escala (HTS - High-
Throughput Sequencing) na plataforma disponivel no Instituto Leibniz, DSMZ, Alemanha
(Colecdo Alema de Microorganismos e Cultura de Células, GmbH). As amostras foram
agrupadas em cinco pools de amostras (GS1 - Passiflora edulis, GS2 — Passiflora edulis,
Passiflora cincinnata, GS3 — Passiflora edulis, Passiflora cincinnata, Cucumis sativus, GS4 -
Passiflora edulis e GS5 — Sida sp., Pueraria sp. Citrus sp., Citrus limon), onde 10 bibliotecas
Nextera, forward e reverse, foram submetidas ao sequenciamento em massa. Como resultado,
os reads gerados foram primeiramente classificados taxonomicamente pela plataforma online
Kaiju, e um total de 0,1%, 0,2%, 0,2%, 0,7% e 1% de reads foram classificados como virais
nos respectivos pools GS1, GS2, GS3, GS4 e GS5. Os parametros de qualidade do
sequenciamento foram verificados pelo programa FastQC v. 0.72, e a trimagem dos reads de
baixa qualidade e adaptadores foram realizados com o software Trimmomatic v. 0,39. Os
contigs foram montados pelo programa SPAdes v. 3.12, e em seguida foi realizada uma
pesquisa com a ferramenta tBLASTXx (Geneious v. 11.0) contra uma biblioteca RefSeq viral
construida manualmente de sequéncias do GenBank. Os contigs com maiores identidades a
espécies virais de plantas foram separados e 0s genomas foram montados por meio da estratégia
do de novo assembly. Dois genomas completos de um putativo novo badnavirus (Badnavirus -
ACRE 1 e Badnavirus - ACRE 3), um potyvirus (papaya ringspot virus - PRSV) de um cilevirus
(passion fruit green spot virus - PfGSV) e dois begomovirus (sida micrantha mosaic virus-
SIMMV e bean bushy stunt virus - BeBSV) foram montados. Trés ORFs foram preditas do
genoma do novo badnavirus ACRE 1 e ACRE 3. A ORFL1 consiste em 276 nt (ACRE 1) e 282



nt (ACRE 3), respectivamente, em comprimento, e putativamente codificam para um peptideo
com massa molecular calculada em cerca de 10 kDa. Um dominio transmembranar
(V= YSLQAITLTLLPILFLILs) foi encontrado no peptideo. A ORF2 consiste em 408 nt (~16
kDa) e faz sobreposicdo em quatro nucleotideos com a ORF3. A ORF3 (5.928 nt) codifica
putativamente para uma proteina de 1.975 aa (~228 kDa). Cinco motivos foram encontrados na
poliproteina: proteina de movimento, motivo de ligacdo ao DNA “dedo de zinco”, de protease
do tipo aspartyl, RT-LTR e de RT-RNAseH. Analises com BLASTp utilizando a sequéncia de
aminoacidos da poliproteina putativamente codificada pela ORF3 mostraram identidade de
cerca de 53% (87% de cobertura) com uma sequéncia de blackberry virus F (nimero de acceso:
YP_009229919) encontrada nos Estados Unidos (EUA). A sequéncia completa de PRSV
consiste em 10,308 nt e possui uma ORF que codifica uma poliproteina de 9.882 nt (3.293 aa,
~373.7 kDa). Pesquisa por BLASTn utilizando a sequéncia completa de PRSV revelou a maior
identidade de 76,24% a nivel de nt com uma sequéncia de PRSV isolada de Carica papaya
Maradol. A capa proteica (CP) de PRSV consiste em 849 nt (283 aa, ~32 kDa) e revelou uma
identidade maxima de 93,3% a nivel de aminoacido com uma sequéncia parcial de CP de PRSV
isolada da india, que infecta Luffa acutangula (Cucurbitaceae), seguida de 86,4% com uma
sequéncia parcial de CP do Japdo isolado de Trichosanthes cucumeroides. Uma arvore
filogenética Bayesiana da CP foi gerada e esta sequéncia formou um grupo isolado entre
isolados de PRSV, que infectam o mamao e isolados de potyvirus que infectam espécies de
abrobrinha italiana. O genoma completo de um cilevirus também foi montado. O RNA-1 é
constituido de 8.868 nt, excluindo a cauda poli-A, e possui duas ORFs, uma que codifica para
a RNA-polimerase dependente de RNA (RdRp) (7521 nt, 2506 aa, ~286 kDa) e a outra para a
capa proteica (p29-proteina P2, 774 nt, 257 aa, ~28.5 kDa). A RdRp é 94,6% (99% cobertura)
idéntica a nivel de nucleotideo com uma sequéncia do RNA-1 de PfGSV isolado de Brasilia-
DF (BSB1). Por ultimo, dois genomas completos de begomovirus foram encontrados nas
amostras de plantas daninhas/invasoras dos campos de maracuja. O DNA-A de SIMMV
consiste em 2.676 nt, enquanto o DNA-B consiste em 2641 nt. Analises com BLASTnN
utilizando a sequéncia nucleotidica completa do DNA-A revelaram as mais altas porcentagens
de identidade de 94,5% e 92,6% com sequéncias de DNA-A e DNA-B, respectivamente, de
SIMMV isolada de Sidastrum micranthum no Mato Grosso do Sul em 2007 (N- de acesso:
HM585433, HM585434). A CP mostrou ser 96,81% idéntica a nivel de aminoécido com a CP
de SIMMYV detectada em 2010 de plantas de Sida sp. (N° de acesso: AQT01431). Além disso,
duas sequéncias completas (DNA-A e DNA-B) foram montadas, que revelaram ser similares a

sequéncias ndo publicadas, mas disponiveis no GenBank (bean bushy stunt virus - BeBSV; N°



dos acessos: MN414067, MN414068). Analise com BLASTn usando a sequéncia de
nucleotideos completa do DNA-A (2.578 nt) revelou a maior porcentagem de identidade de
93,1% com o DNA-A de bean bushy stunt virus (BeBSV), isolado de feijdo comum na
Argentina, seguido de 83,4% de identidade com 0 DNA-A de pepper leafroll virus isolado do
Peru de Capsicum baccatum var. pendulum em 2009. Ja a sequéncia completa do DNA-B de
BeBSV revelou ser 92,7% idéntico a nivel de nucleotideo com o DNA-B de BeBSV da
Argentina, seguido de 74,0% (61% de cobertura) com o0 DNA-B de abutilon mosaic virus (N°
de acesso: FN434439) isolado da Bahia em 2007. Em resumo, este estudo revelou os principais
virus de plantas encontrados em amostras coletadas na regido produtora de maracuja no estado
do Acre atraves de analise de sequenciamento em larga escala, e contribui para a caracterizacdo

da diversidade viral presente nos campos de producéo da cultura do maracujazeiro no Brasil.

Palavras-chaves: Virdmica, HTS, Maracuja, Acre



GENERAL ABSTRACT

Within the Passifloraceae family, Passiflora edulis (yellow passion fruit) is the most consumed
species in the world, with Brazil being the world's largest producer. Despite this fact, Brazilian
production has low productivity per hectare and is affected by the lack of technology, inputs,
production flow logistics and diseases, especially those of viral origin. Among the viruses that
infect passion fruit, potyviruses, begomoviruses, cileviruses and badnaviruses are the main
cause of diseases and can compromise up to 100% of the production. In this sense, the objective
of this work consisted in the detection and genomic characterization of plant viruses infecting
passion fruit and weeds in small production areas in the State of Acre. For this purpose, passion
fruit and weed leaves present with possible viral symptoms were collected from the Acre
cultivation areas, and properly identified and stored in calcium chloride to be subsequently
subjected to High-throughput sequencing (HTS) at the available platform at the Leibniz
Institute - DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Culture GmbH, Germany).
Samples were grouped into five pools (GS1, GS2, GS3, GS4 and GS5), where ten Nextera
libraries (forward and reverse) were subjected to large-scale sequencing. As a result, the
generated reads were first taxonomically classified using the online platform Kaiju, and a total
of 0.1%, 0.2%, 0.2%, 0.7% and 1% of reads were classified as viral in the pools GS1, GS2,
GS3, GS4 and GS5, respectively. Parameters for sequencing quality were verified using FastQC
v. 0.72, and trimming of low quality reads and adapters were performed with Trimmomatic v.
0.39. Contigs were assembled using SPAdes v. 3.12, and a tBLASTX searchers (Geneious V.
11.0) were performed against a viral RefSeq library built from GenBank sequences. The contigs
with the greatest identities for a certain plant virus species were separated into a file and de
novo assembly was used to assemble whole viral genomes. Two complete genomes of a
putative new badnavirus (Badnavirus - ACRE 1 and Badnavirus - ACRE 3), a potyvirus (papaya
ringspot virus - PRSV), a cilevirus (passion fruit green spot virus - PfGSV) and two
begomovirus (sida micrantha mosaic virus- SIMMYV and bean bushy stunt virus - BeBSV) were
assembled. Three ORFs were predicted from the genome of the new ACRE 1 and ACRE 3
badnavirus. ORF1 consists of 276 nt in length (ACRE 1) and 282 nt (ACRE 3), respectively,
which putatively coded for a peptide with a molecular mass of about 10 kDa. A transmembrane
domain (V38YSLQAITLTLLPILFLIL56) was found on the peptide. ORF2 consists of 408 nt
(~ 16 kDa) and overlaps four nucleotides with ORF3. ORF3 (5.928 nt) putively encodes a 1975
aa protein (~ 228 kDa). Five motifs were found in the polyprotein: movement protein, DNA
binding motif “zinc finger”, aspartyl protease, RT-LTR and RT-RNAseH. Ana



BLASTYp using the complete amino acid sequence of the polyprotein putatively encoded by
ORF3 showed an identity of about 53% (87% coverage) with a sequence of Blackberry virus F
(accession number: YP_009229919) found in the United States (USA). The complete PRSV
sequence consists of 10.308 nt and has an ORF encoding a 9.882 nt polyprotein (3.293 aa, ~
373.7 kDa). BLASTN search using the complete PRSV sequence revealed the highest identity
of 76.24% with a PRSV sequence isolated from Carica papaya Maradol. PRSV CP consists of
849 nt (283 aa, ~ 32 kDa) and revealed the highest amino acid identity of 93.3% with a partial
PRSV CP sequence isolated from India, which infects Luffa acutangula (Cucurbitaceae),
followed by 86.4% with a partial CP sequence from Japan isolated from Trichosanthes
cucumeroides. A Bayesian phylogenetic tree from the CP was generated and this sequence
formed an isolated group among PRSV isolates, which infect papaya and potyvirus isolates that
infect species of Zucchini. In addition, the complete genome of a cilevirus has also been
assembled. The RNA-1 consists of 8868 nt, excluding the poly-A tail, and has two ORFs, one
that codes for the RdRp (7521 nt, 2506 aa, ~ 286 kDa) and the other for the coat protein (p29-
protein P2, 774 nt, 257 aa, ~ 28.5 kDa). The RdRp ORF is 94.6% (99% coverage) identical at
the nucleotide level with a sequence of RNA-1 from PfGSV isolated from Brasilia-DF (BSB1).
Finally, two complete begomovirus genomes were found in the weed samples from the passion
fruit fields. SIMMV's DNA-A consists of 2676 nt, while DNA-B consists of 2641. Analyzes
with BLASTn using the complete nucleotide sequence of DNA-A revealed the highest
percentages of identity of 94.5% and 92.6% with sequences of DNA-A and DNA-B,
respectively, of SIMMYV isolated from Sidastrum micranthum in Mato Grosso do Sul in 2007
(Accession No.: HM585433, HM585434). The CP showed to be 96.81% identical at the amino
acid level with the SIMMV CP detected in 2010 in plants of Sida sp. (Accession no.:
AQT01431). In addition, two complete sequences (DNA-A and DNA-B) were assembled,
which proved to be similar to unpublished sequences, but available on GenBank (bean bushy
stunt virus - BeBSV; Accession No.: MN414067, MN414068). BLASTn analysis using the
complete DNA-A nucleotide sequence (2578 nt) revealed the highest identity of 93.1% with
the DNA-A isolated from common beans in Argentina (BeBSV), followed by 83.4% of identity
with the DNA-A of Pepper leafroll virus isolated from Peru from Capsicum baccatum var.
pendulum in 2009. The complete BeBSV DNA-B nucleotide sequence was found to be 92.7%
identical with the BeBSV DNA-B found in Argentina, followed by 74.0% (61% coverage) with
the DNA -B of abutilon mosaic virus (Accession number: FN434439) isolated from Bahia in
2007. In summary, this study revealed the main plant viruses found in samples collected from

passion fruit producing areas in the State of Acre, through high-throughput sequencing analysis,



and contributes to the characterization of viral diversity in passion fruit production fields in
Brazil.

Keywords: Viromic, HTS, Passionfruit, Acre



CAPITULO |
]
P —

Introducdo Geral



CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL
1.1 A CULTURA DO MARACUJAZEIRO - ASPECTOS AGRONOMICOS

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja com area colhida de 42.731 hectares,
e producdo de 602.651 toneladas (t) (IBGE, 2019). Somente a regido Nordeste detém 62,3% da
producdo, destacando-se como a maior regido produtora do pais. Embora a producgdo seja
considerada relativamente alta, em torno de 13,50 t/ha, o rendimento pode atingir até 65 t/ha, o
que € considerada baixa (MELETTI et al., 2000). Segundo Freitas e Oliveira Filho (2003) um
dos grandes entraves para o0 aumento da produtividade do cultivo do maracuja se deve a falta
suficiente de irrigacéo e a de polinizacédo realizada pela abelha mamangava (Xylocopa spp.). A
cultura do maracuja acarreta impactos sociais positivos. Embora seja uma cultura de pequenas
propriedades (3 a 4 hectares), gera de 3 a 4 empregos diretos, e ocupa entre a 7° e a 8° posi¢do
na cadeia produtiva. E apesar de ser uma cultura de alto valor aquisitivo por utilizar grandes
quantidades de insumos, ainda assim € uma cultura de grande rentabilidade (FURLANETO et
al., 2011; MELETTI, 2011).

Originada na América tropical (Brasil, Coldmbia, Peru, Equador, Bolivia e Paraguai), 0
maracujazeiro (Passiflora spp.) pertence a familia Passifloraceae, composta por 12 géneros.
Estima-se que existam 500 espécies do género descritas no mundo, das quais 150 sdo nativas
do Brasil. No Brasil, 90% dos pomares sdo compostos pela espécie Passiflora edulis Sims
(maracujazeiro-azedo de casca amarela ou roxa) (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016). O cultivo
do maracuja desenvolve-se em altitudes entre 100 e 900 m, temperatura méedia de 23 a 25°C,
umidade relativa baixa, e precipitacdo de 800 a 1.700 mm por ano. O clima influencia a cultura.
Intensas chuvas no periodo de floragdo sao prejudiciais a cultura por “estourar” o grao de pdlen.
Ventos frios interferem no vingamento dos frutos e ventos quentes e secos causam
murchamento e diminuem a qualidade e a quantidade dos frutos. Os solos considerados ideais
sd0 0s arenosos ou levemente argilosos, profundos, bem drenados com pH variando entre 5 e
6. (COSTA et al., 2008; MARQUES et al., 2019; SILVA et al., 2006). O maracujazeiro
caracteriza-se por ser uma arvore semi-lenhosa de rapida frutificacdo, habito de crescimento
trepadeira, chegando 5 a 10 m de altura, necessitando de tutores chamados espaldeiras (do tipo
T, latada ou caramanchéo, ou Cruz, vertical com um ou dois fios de arame). Seu sistema
radicular pode ser axial ou pivotante com maior concentracdo na camada entre 0 a 45 cm do
solo. As folhas sdo simples, alternadas com formas variadas, e bracteas foliares bem
desenvolvidas, e presenca de gavinhas. E uma planta perene, mas em cultivos comerciais possui
duragéo de um a seis anos de vida (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016). O maracujazeiro floresce

varios meses por ano, sendo influenciado pelo fotoperiodo, temperatura e irrigagéo, que podem



alongar o periodo de producéo, e interferir na qualidade do fruto (ATAIDE et al., 2012; SILVA
etal., 2019).

1.2 VIRUS QUE INFECTAM O MARACUJAZEIRO

Os virus de plantas causam prejuizos de milhGes de ddlares por ano, podendo
comprometer de 70 a 100% da producdo agricola. Das fitoviroses que sdo hospedeiras do
maracujazeiro encontradas no Brasil destacam-se 0s seguintes virus: o potyvirus cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV), que causa 0 endurecimento dos frutos do maracujazeiro,
encontrado nos estados do Distrito Federal, Minas Gerais, Goias (ANJOS et al., 2001),
Pernambuco, Paraiba, Sergipe (NASCIMENTO et al., 2004), e Ceard (MAIA et al., 2017); os
geminivirus, passion fruit chlorotic mottle virus (PCMoV), encontrado no Mato Grosso do Sul
(FONTENELE et al., 2018), o passion fruit severe leaf distortion virus (PSLDV) na Bahia
(FERREIRA et al., 2010), e o melochia yellow mosaic virus (MelYMV) relatado no Mato
Grosso do Sul (SPADOTTI et al., 2019); o cucumber mosaic virus (CMV), pertencente ao
género Cucumovirus, relatado no Sergipe (GIORIA et al., 2002); e o passion fruit yellow
mosaic virus (PFYMV), do género Tymovirus, relatado no Rio de Janeiro (CRESTANI et al.,
1986), além do passion fruit green spot virus (PfGSV), do género Cilevirus, relatado nos estados
de S&o Paulo, Distrito Federal, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sergipe, Bahia, Rondonia e
Maranhdo (KITAJIMA et al., 2003; MORAES et al., 2006, RAMOS-GONZALEZ et al.,

2020). A Tabela 1 descreve os principais virus encontrados até a atualidade no maracujazeiro.

Tabela 1 - Descricdo dos principais virus encontrados na literatura infectando o maracujazeiro.

Género Virus Hospedeiras Pais Literatura

Potyvirus Bean yellow Passiflora Italia Parrella (2009)
mosaic Vvirus caerulea
Passiflora foetida |Passiflora edulis [Japéo Nakasato et al.,
virus Y (2020)
Cowpea aphid- Passiflora edulis [Brasil (CE, PE,|[Nicolini et al.,
borne mosaic f. flavicarpa PB, SE, BH, SC,|(2011)
virus DF)




East Asian Passiflora edulis |Japdo, Taiwan,|Fukumoto et al.,
Passiflora virus Coreia do Sul (2012); Chong et
al., (1996)

Passiflora Passiflora edulis |Alemanha Ochwo-ssemakula

chlorosis virus etal., (2012)

Passiflora foetida |Passiflora Australia Parry et al., (2004)

virus 'Y foetida

Passiflora virus Y |Passiflora Australia Coutts et al., (2011)
foetida

Passionfruit Passiflora edulis |Vietnd Xie et al., (2019)

Vietnam virus

Passion fruit Passiflora edulis, | Austrélia, Fukumoto et al.,

woodiness virus  |Passiflora Uganda (2013); Webster et
caerulea al., (2007)

Telosma mosaic
virus

Passiflora sp.

Taiwan, China

Chiemsombat et al.,
(2014); Yan et al.,
(2019)

Turnip mosaic
virus

Passiflora sp.

Turquia, China

Sevik (2019); Chen
etal., (2021)




Ugandan Passiflora edulis |Uganda Ochwo-ssemakula,
Passiflora virus (2012)
Uraria mosaic Passiflora sp. Japéao Nakasato et al.,
virus (2020)
Watermelon Passiflora edulis [Estados Unidos |Watanabe et al.,

mosaic virus F

(2016)

Begomovirus | Cotton leaf curl Passiflora China Tang et al., (2020)
Multan virus edulis
Euphorbia leaf Ageratum Taiwan, Coreia | Cheng et al.,
curl virus conyzoides, do Sul, China, (2014)
Passiflora Estados Unidos
edulis
Passion fruit Passiflora Brasil (MS) Fontenele et al.,
chlorotic mottle | edulis (2018)
virus
Passion fruit P. edulis f. Brasil (BH) Ferreira et al.,
severe leaf flavicarpa) (2010)
distortion virus
Sida Mottle Passiflora Brasil Mituti et al.,
Alagoas virus edulis f. (2018)
flavicarpa
Melochia yellow | Passiflora sp. Brasil (MS) Spadotti et al.,
mosaic virus (2019)
Tymovirus Passion fruit Passiflora sp. Brasil (RJ), Crestani et al.,
yellow mosaic Colémbia (1986); Moraes et

virus

al., (2006)




Cucumovirus | Cucumber Passiflora sp. Brasil (SE) Gioria et al.,
mosaic virus (2002)

Cilevirus passion fruit Passiflora sp. Brasil Kitajima et al.,
green spot virus (2003)

Roymovirus | Passiflora edulis | Passiflora Israel Jover -gil et al.,
symptomless edulis (2018)
virus

Polerovirus | Cucurbit aphid- | Passiflora sp. Brasil Vidal et al.,
borne yellows (2018); Kitajima
virus et al., (2020)

Carlavirus | Passiflora latent | Passiflora Israel Jover-gil et al.,
virus edulis (2018)

1.3. FAMILIA POTYVIRIDAE

Os potyvirus apresentam uma taxonomia bem definida entre os virus de planta.
Entretanto, somente o uso de métodos bioldgicos (gama de hospedeiros e sintomatologia) nao
deve ser levado em consideracdo como unicos critérios de classificagdo taxonémica com o
objetivo de diferenciar espécies e subgrupos de potyvirus (BLANCO-URGOITI et al., 1996;
JOVER-GIL et al., 2018).

A espécie-tipo do género Potyvirus é o Potato virus Y, que foi descoberto em 1971
(HOUSTON, 1971; POLDER et al., 2019). Em 1971, o grupo foi classificado como Potato
virus Y group contendo 12 espécies de virus. Em 1975, quatro anos depois, o status taxonémico
mudou para o grupo Potyvirus. Somente no ano de 1993 foi criada a familia Potyviridae com
0S géneros Bymovirus, Potyvirus e Rymovirus. Em 1998 foi incluido na taxonomia dos
potyvirus os géneros Ipomovirus, Macluravirus e Tritimovirus. Em 2009, 2011 e 2017, os
géneros Brambyvirus, Poacevirus, e, Bevemovirus e Roymovirus foram criados,
respectivamente. Em 2018, a familia Potyviridae foi incluida no dominio Riboviria e em 2019
ocorreu a maior modificacdo na taxonomia dos potyvirus com a criagdo do Reino
Orthornavirae, Filo Pisuviricota, Classe Stelpaviricetes, Ordem Patatavirales, além de dois

géneros Arepavirus e Celavirus. (ICTV, 2020). Portanto, atualmente a familia Potyviridae é



uma das maiores familias de virus de plantas com 12 géneros (Arepavirus, Bevemovirus,
Brambyvirus, Bymovirus, Celavirus, Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus, Potyvirus,
Roymovirus, Rymovirus, Tritimovirus) e 228 espécies, que infectam uma ampla gama de
hospedeiros, tanto plantas monocotileddneas como dicotiledéneas. (ADAMS et al., 2005;
WYLIE etal., 2017).

1.3.1 ORGANIZAGAO GENOMICA

Alguns membros da familia Potyviridae se distinguem quanto a sua organizagédo
gendmica, 0s virus pertencentes ao género Brambyvirus possuem um dominio AIkB na proteina
P1, sendo a P1 maior que outros membros da familia (REVERS; GARCIA, 2015; WYLIE et
al., 2017), enquanto os pertencentes ao género Macluravirus apresentam auséncia da P1 (LAN
et al., 2018). Os genomas dos virus pertencentes ao género Poacevirus apresentam a regido 5’
UTR maior que os demais membros da familia (MORADI et al., 2018) e séo transmitidos por
acaros. Os Bymovirus sdo os Unicos bipartidos da familia Potyviridae. O RNA-1 apresenta a
auséncia da proteina HC-Pro e a presenca das proteinas 7K e 14K e o RNA-2 possui a proteina
P2 (ROLLAND etal., 2017). Alguns exemplos das representacfes das organizacGes gendmicas
de virus pertencentes a familia Potyviridae estdo descritas na Figura 1 (adaptado de REVERS;
GARCIA, 2015).

Figura 1 - Representacdo da organizacdo gendmica de alguns virus pertencentes a familia
Potyviridae.
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Descricdo gendmica de membros da familia Potyviridae. As ORFs séo representadas como caixas divididas por
linhas pretas. A ORF da PIPO é indicada como uma area listrada abaixo da regido P3. A proteina terminal (VPg)
é representada como uma elipse. As caracteristicas que ndo sdo compartilhadas por todos os potyvirus sdo
destacadas por diferentes cores: HC-Pro em azul, P1/P1b em cinza e em preto, respectivamente e proteinas
codificadas pelo RNA-2 de bymovirus em amarelo. A proteina extra HAM do ipomovirus cassava brown streak
virus (CBSV) e o dominio AlIkB do brambyvirus Blackberry virus Y, em rosa. SPMMV: Sweet potato mild mottle
virus, CVYV: Cucumber vein yellowing virus, SqQVYV: Squash vein yellowing virus. Revers e Garcia (2015).

A morfologia das particulas dos virus da familia Potyviridae é do tipo flexivel ou
filamentoso, podendo ser monopartido (para maioria dos géneros) ou bipartido (Bymovirus).
Os monopartidos possuem particulas que variam de 11-15 nm de diametro e 650-900 nm de
comprimento e um genoma com um tamanho entre 8-12 kpb. Para o bipartido, a particula maior
tem 500-600 nm de comprimento, diametro de 11-15 nm e 0 genoma consiste em 7,5 a 8,0 kpb.
A particula menor possui 250-300 nm de comprimento e genoma de 3,5 a 4,0 Kpb. O RNA
gendmico é envolvido pela CP com aproximadamente 2,200 cOpias de um peptideo de cerca de
34 kDa, arranjadas como uma hélice envolvendo o genoma (ADAMS et al., 2005; WYLIE et
al., 2017).

A maioria dos potyvirus sequenciados possue uma unica ORF grande (Open reading
frame), em portugués - Quadro/Fase de Leitura Aberta, que é codificada em uma poliproteina
de 340 a 370 kDa. Esta é clivada por proteases em cis e trans gerando 10 proteinas com
maultiplas funcbes: P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, Nla-Pro, NIb, e a CP. Incorporada no
cistron da P3 existe uma ORF chamada de PIPO (Pretty interesting Potyviridae ORF). O
mecanismo de deslizamento da RNA polimerase (-1 frameshift) na sequéncia GAA AAA A na
regido da P3 é responsavel pelo transcrito que codifica a proteina P3N-PIPO (CHAI et al., 2020;
KING et al., 2012; WU et al., 2007;). Além da PIPO, a PISPO foi identificada em potyvirus
em trabalhos realizados por MINGOT et al. 2016 e RODAMILANS et al. 2015 e descreveram
0 genoma do virus que infecta a batata doce, o sweet potato feathery mottle virus (SPFMV),
que contém duas ORFs mais curtas, que sdo parte do quadro -1 de leitura: a PLN-PISPO, de
230 cbdons, e a P3N-PIPO, de 66 cddons, localizados nas regides P1 e P3, respectivamente
(RODAMILANS et al., 2015; MINGOT et al., 2016). Nos potyvirus a proteina VPg ¢ ligada
covalentemente a extremidade 5’ do RNA viral e possuem na regido 3’-terminal uma cauda
Poli-A (Figura 2) (ADAMS et al., 2005; CHENG et al., 2017; RODAMILANS et al., 2015;
URCUQUI-INCHIMA et al., 2001).



Figura 2 - Mapa genémico de um membro tipico do género Potyvirus com sitios de clivagens

. LB ITT T ]

Organizacao gendmica de um membro tipico da familia Potyvirus. VVPg, proteina ligada ao genoma viral na regiao
5°; P1-Pro, protease viral P1; HC-Pro, Componente-Helper protease; P3, proteina P3; PIPO, pretty interesting
protein, 6K1, proteina 6 kDa 1; Cl, proteina de incluséo citoplasmética; 6K2, proteina de 6kDa 2; VPg; Nla-Pro,
proteinade incluséo nuclear-proteinase; Nlb, proteina de inclusdo nuclear (RdRp); CP, proteina da capa protéica.
Sitios de clivagem: (#) P1-pro, HC-pro (') e Nla-pro (|) indicados na figura.

1.3.2 EXPRESSAO GENICA E FUNGCAO DAS PROTEINAS VIRAIS DOS POTYVIRUS
A poliproteina sintetizada pelos potyvirus é autoclivada por proteinas codificadas pelo
virus: P1, HC-Pro e Nla-Pro. Sendo que a P1 e HC-Pro a clivagem é em cis. A Nla atua na
propria clivagem em cis e seis clivagens em trans (DOLJA, et al., 1994). A HC-Pro tem funcéo
na transmissdo por afideo, movimento sistémico, sinergismo com outros virus,
desenvolvimento de sintomas e supressao do silenciamento génico, podendo variar de tamanho
de 56 kDa a 58 kDa (ESKELIN et al., 2011; ROJAS, et al. 1997; URCUQUI-INCHIMA, et
al., 2001). A proteina P1 atua como protease, é responsavel pela sintomatologia, e modula a
replicagdo viral e resposta de defesa do hospedeiro (SHI et al., 2007; VOZAROVA et al. 2017),
e tem massa molecular (MW) variando de 32 kDa a 64 kDa de acordo com a espécie e género.
A proteina P3 (38 kDa) atua na patogenicidade (LIN et al., 2011), interage com a PIPO para
favorecer o movimento viral (CHAI et al., 2020; LIN et al. 2011), e a replicagdo (CUI et al.,
2017; LAN et al., 2018), e associam-se as vesiculas de 6K2 na ligacdo do complexo viral de
replicacdo do genoma (GRANGEON et al., 2013). Cui e Wang (2016) mostraram que a 6K1 é
necessaria para a replicacdo viral e é importante na fase de infecc¢do precoce. A proteina CI é
responsavel pela formacdo dos corpos de inclusdo citoplasmatica, e é envolvida na funcédo de
ATPase/RNA helicase e no movimento célula-célula (MOVAHED et al., 2017; MURPHY.. et
al., 1996). A sua massa molecular foi estimada em 70 kDa. A VPg funciona como um primer
para a replicagdo (CHENG; WANG, 2016; ESKELIN et al., 2011; GALLO et al., 2018;
SAHA; MAKINEN, 2020) e esta envolvida na supressdo do silenciamento génico. A mass
molecular de VPg pode variar de 21 kDa a 24 kDa (MURPHY et al., 1996; RAJAMAKI et al.,
2014) e esté4 envolvido no processo de replicacdo viral (LOHMUS et al., 2016; PUUSTINEN;
MAKINEN, 2004) e interage com fatores de iniciacdo da traducio (DUNOYER et al., 2004;
WU et al., 2020). Com massa molecular de cerca de 49 kDa, a proteina Nla (VPg-Pro) é

composta por dois dominios: o dominio VPg na regido N-terminal e a proteinase na regido C-
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terminal. A Nla-Pro é a principal proteinase dos potyvirus e processa a poliproteina em cis e
trans para produzir produtos funcionais (GONG et al., 2020; URCUQUI-INCHIMA et al.,
2001; ZHENG et al., 2008) A proteina N1b possui cerca de 58 kDa e é responsavel pelos corpos
de inclusdes nucleares além de possuir funcdo de RNA polimerase dependente de RNA e esta
envolvida no processo de replicacdo (PUUSTINEN et al., 2004; SHEN et al., 2020).

A proteina da capa proteica (CP) contém massa molecular estimada que varia de 28 kDa
a 40 kDa e esta envolvida no movimento viral, amplificacdo do genoma e na transmisséo pelo
vetor (HOFIUS et al., 2007; QIU et al., 2018; ZHENG et al., 2017). De acordo com o critério
molecular para demarcacéo a nivel de espécie dos potyvirus, a CP ou a ORF que codifica para
a poliproteina devem apresentar pelo menos 82% de identidade a nivel de aminoacido e 76% &
nivel de nucleotideo.

Incorporado no cistron da proteina P3 existe uma pequena ORF formada pelo
deslizamento da polimerase que codifica a proteina P3N-PIPO, PIPO (Pretty Interesting
Potyviridae ORF). A P3N-PIPO localiza-se nos plasmodesmas e interage com a proteina Cl.
Portanto, estudos indicam que o movimento célula-célula dos potyvirus envolvem as proteinas
P3N-PIPO, CI, a CP e 0 RNA gendmico viral (CHUNG et al., 2008; WEI et al. 2008), funcbes
estas descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Propriedades das diferentes proteinas codificadas pelo genoma de potyvirus e
literatura encontrada.

Proteinas Fungdes Literatura
P1-Pro Protease, sintomatologia Revers, et al., (2015); Shakir et
al., (2019); Verchot et al.,
(1995).
HC-Pro Protease, transmissdo por afideo, | Chandrika Ray, et al., (2016);
movimento sistémico, supressdo de | Kim et al., (2020); Thornbury et
silenciamento génico al., (1985).
P3 Patogenicidade Cui et al (2018); Klein et al.,
(1994); WEei, et al. (2008).
6K1 Infeccéo viral e infeccédo precoce Cui, et al., (2018); Ivanov et al.
(2014); Nigam et al., (2019).
Cl Corpos de inclusdo, ATPase/RNA | Gibbsetal., (2020); Ivanov et al.
helicase e movimento célula-célula (2014); Lain et al., (1991).
6K2 Ligagéo do complexo viral Figueira et al., (2019); Restrepo
et al., (1990); Zhang et al.,,
(2019).
VPg Primer de iniciacdo para replicacdo viral | Schaad et al., (1997); Wylie et
al., (2017); Walter et al., (2019).
Nla-Pro Interacdo proteina-proteina Carrington et al., (1987); Gong
etal., (2020); Jiang et al., (2011).
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NIb Corpos de inclusdo e RNA polimerase | Hong et al., (1996); Revers, et
dependente de RNA al., (2015); Shen et al., (2020).
CP Movimento viral, amplificacdo do | Atreya et al., (1991); Chandran
genoma e transmissdo do vetor etal., (2016); Gallo et al., (2018)
PIPO/PISPO | Patogenicidade e expressao de sintomas | Chung et al., (2008); Chai et al.,
(2020)

1.3.3 TRANSMISSAO

Os fitovirus podem ser transmitidos mecanicamente com a utilizacdo de substancias
abrasivas (celite, p6 de carborundum), enxertia, transplantio, mudas, sementes e vetores,
podendo ser: &caros, insetos, nematdides, fungos e protozoarios do solo. A maioria dos vetores
virais sdo insetos como cigarrinhas, cochonilhas, pulgdes, tripes, moscas-brancas e besouros
(GALLET etal., 2018; KITAJIMA et al., 2004; LEONETTI et al., 2018).

Durante o processo de alimentagéo, o inseto ao entrar em contato com a planta infectada
adquire o virus e o transmite a planta sadia durante a alimentacéo seguinte. A transmissao viral
por meio de inseto vetor € caracterizada em relacdo a localiza¢do do virus no vetor, o tempo
necessario de aquisicao, a retencdo, passagem transestadial e transovarial, periodo de laténcia
e incubacdo podendo o modo ser do tipo ndo-circulativo (ndo-persistente, semi-persistente), e
Circulativo (persistente) do tipo circulativo propagativo ou circulativo ndo-propagativo
(BRAULT et al., 2003; NG et al., 2006). O tempo de aquisicao viral (tempo necessario para o
vetor se alimentar e adquirir virus o suficiente para transmissao) no modo de transmissao do
tipo ndo-persistente, o vetor leva entre segundos a minutos para adquirir o virus, ao passo que,
no modo semi-persistente este tempo pode variar de minutos a horas. Nesses modos de
transmissdo o vetor se torna virulifero e ao picar duas ou trés plantas consecutivamente o vetor
perde a capacidade de transmitir o virus, e, portanto, o tempo de retencdo € curto
(HOGENHOUT et al., 2008; LIU et al., 2015). Na transmissdo persistente circulativa-
propagativa, o virus pode replicar e circular dentro do inseto, além de se tornar virulifero por
toda a vida, enquanto no modo circulativo ndo-propagativo o virus ndo replica no inseto vetor,
além de normalmente ndo acontecer a passagem transovarial. (FARJARDO et al., 2019;
GADHAVE et al., 2020; GALLET et al., 2018; KITAJIMA et al., 2004; LU et al., 2019).

A transmissdo de membros dos géneros Potyvirus e Macluravirus é realizada por
pulgdes de forma ndo-persistente (BERGER et al., 2005; PIERO et al., 2006). Os virus
pertencentes aos géneros Rymovirus, Poacevirus e Tritimovirus sdo transmitidos por acaros de
forma semi-persistente (FERMIN, 2018; GADHAVE et al., 2020). Os bymovirus tem como
vetor os Cercozoarios (FERMIN, 2018; GADHAVE et al., 2020); e os ipomovirus sdo

transmitidos por mosca-branca (Bemisia tabaci) (VALLI et al., 2006). Os virus dos géneros
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Brambyvirus, Bevemovirus e Roymovirus possuem vetores desconhecidos. Os virus da familia
Potyviridae podem ser transmitidos por inoculacdo mecénica, enxertia (MCKERN et al., 2008)
e por sementes (ADAMS et al., 2011; JOSSEY et al., 2013; REVERS; GARCIA, 2015).

A proteina HC-Pro é importante no processo de transmissdo, e do movimento viral
sistémico na planta hospedeira (CRONIN et al., 1995; KASSCHAU et al., 1997; KIM et al.,
2020). Existem duas estratégias de ligagdo do virus ao estilete do pulgdo. A estratégia
envolvendo a CP, que interage com os locais de ligacdo no estilete de pulgdes, ao passo que a
estratégia auxiliar a HC-Pro atua como uma ponte “ponte molecular” reversivel entre a CP e os
receptores dos pulgdes (FROISSART etal., 2002). A HC-Pro possui dois motivos conservados,
um na regido N-terminal (KITC) e outro na C-terminal (PTK). O motivo KITC interage com
proteinas da cuticula do estilete e 0 motivo PTK interage com a CP (PIRONE et al., 1996).
Especificamente o motivo DAG, identificado na regido N-terminal da CP interage com o
motivo PTK, favorecendo o processo de transmissdo (BLANC et al., 1998; VALLI et al. 2018).
Resumindo, o modelo do tipo “bridge” ou “ponte” é conhecido, no qual os motivos PTK e DAG
determinam a interacdo de HC-Pro e CP, enquanto o motivo KITC atua na interacdo do virus
com o estilete do pulgdo (DIETZGEN et al., 2016; RUIZ-FERRER et al., 2005).

1.3.4 SINTOMAS E SINAIS

Os sintomas mais comuns de potyviroses sdo de mosaico, mosqueado, lesdes necroticas,
clareamento de nervuras, lesdes clordéticas, epinastia, bolhosidade e reducdo da area foliar.
(RIASCOS CHICA et al., 2018; SHUKLA et al., 1994). Os potyvirus podem ainda apresentar
sinais tipicos de infec¢do tais como o aparecimento de corpos de inclusdo citoplasmatica do
tipo cata-vento (Figura 3) (CI) (EDWARDSON et al., 1984; WYLIE et al., 2017) ou tipicos de
inclusbes nucleares cristalinas (NI), que sdo formadas pela expressdo excessiva das proteinas
Nla e Nlb (Figura 4) (RODRIGUEZ-CEREZO et al. 1997).

Figura 3- Corpos de inclusdo citoplasmatica do tipo cata-vento.
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Figura de microscopia eletronica mostrando as inclusdes citoplasmatica do tipo cata-vento se desintegrando
(indicados pela seta), alguns sendo conectados ao reticulo endoplasmatico (ER). CW = parede celular, LAs =
inclusdes de catavento, M = mitocdndria (A) (ROBERTS et al. 1998). Inclusdes cilindricas por Watermelon
mosaic virus (B) (EDWARDSON et al., 1984). Detec¢do de proteinas de corpos de inclusdo em cataventos
destacados da parede celular. cy = citoplasma (C, D) (RODRIGUEZ-CEREZO et al. 1997).

Figura 4 - Corpos de incluséo citoplasmatica cristalinas.

Corpos de inclusdo citoplasmatica do tipo cristalina em microscopia eletronica causado pelo Colombian datura
virus (CDV); N (nucleo), | (inclusdo citoplasmatica) (A) (CHELLEMI et al., 2011). Tricoma com inclusao
citoplasmética causada pelo Bean rugose mosaic comovirus (B) (KOGOVSEK et al., 2011). Micrografia de luz
de corpos de inclusdo na epiderme de folhas de melancia nuclear cristalina alongada (NI), inclusGes cilindricas
massivas (CI) (C) (PURCIFULL et al., 1998).
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1.4. FAMILIA GEMINIVIRIDAE

Pertencente ao Filo Cressdnaviricota, Classe Repensiviricetes, Ordem Geplafuvirales a
familia Geminiviridae corresponde a uma das maiores familias virais contendo mais de 485
espeécies distribuidos em nove géneros (Becurtovirus, Capulavirus, Curtovirus, Eragrovirus,
Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus, Turncurtovirus e Begomovirus) (ICTV, 2020) (Figura
5).

Figura 5 - Organizacdo genémica dos virus pertencentes a familia Geminiviridae.
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Organizacao gendmica dos respectivos membros da familia Geminiviridae com suas respectivas ORFs. DNA-A:
sentindo viral (V), V1 (Capa Proteica, CP), V2 (Proteina de Movimento, MP) e complementar (C), C1 (Replicase,
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intergénica (IR). DNA-B: sentido viral (V), BV1 (Proteina de Transporte Nuclear, NSP), sentido complementar
(C), BC1 (Proteina do Movimento, MP), (ICTV, 2020).

Os geminivirus possuem capsideo viral geminado, variando entre 18 nm de didmetro e
30 nm de comprimento podendo o genoma ser monopartido (uma molécula de DNA, DNA-A)
ou bipartido (duas moléculas, DNA-A e DNA-B). O genoma de DNA é circular de fita simples
(ssDNA). Cada molécula apresenta cerca de 2500-3000 nucleotideos (nt) que sdo encapsidados
por uma proteina que se arranja em 22 capsdmeros formando dois icosaedros com caracteristica
geminada (BROWN et al., 2015; ROJAS, 1993).

Os virus do género Begomovirus sao transmitidos pelo vetor Bemisia tabaci (ISLAM et
al., 2018). As cigarrinhas (Circulifer haematoceps, entre outros) transmitem membros dos

géneros Becurtovirus, Curtovirus, Mastrevirus e Turncurtovirus (KRABERGER et al., 2017;
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PEINADO JUNIOR et al., 2018; QIAO et al., 2020), ja os membros dos géneros Grablovirus
e Topocuvirus séo transmitidos por gafanhotos (Locusta migratoria) (SUN et al., 2020).
Espécies distintas de afideos (Aphis craccivora) transmitem os membros do género Capulavirus

(SUSI et al., 2019), conforme descrito na Figura 6.

Figura 6 - Representacédo grafica dos géneros pertencentes a familia Geminiviridae, vetores,
hospedeiros, distribuicdo e numeros de espécies.
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Familia Geminiviridae com suas respectivas organizagdes gendmicas, vetores, hospedeiros e nimero de espécies.

Os begomovirus sdo transmitidos em sua maioria por insetos tais como cigarrinhas,
moscas-branca e afideos de modo circulativo ndo-propagativo. Muitos dos mecanismos de
transmissao estdo estabelecidos, porém, ndo completamente esclarecidos, como por exemplo, a
forma de penetracdo nas células do hospedeiro e o escape de sistemas de defesa de degradacéo
da planta (WANG, 2020). A transmissao circulativa envolve interacbes complexas entre o vetor
e 0 virus em que barreiras devem ser transpassadas pelo virus, como a passagem por células
epiteliais e a protecdo contra o sistema de defesa do inseto. A maioria dos estudos de
transmisséo das geminiviroses estdo voltados ao género Begomovirus. Resumidamente, quando
0 inseto se alimenta de uma planta infectada, o virus é transportado pelo intestino médio para
entrar na hemolinfa, até infectar as glandulas salivares primérias para entdo serem secretadas
na saliva e continuar o processo infeccioso (COLVIN et al., 2006; CZOSNEK et al., 2017).

No processo de transmissdo dos begomovirus a CP se mostra fator fundamental e
determinante na circulagéo do virus no corpo do inseto (CZOSNEK et al., 2017). A supressdo
ou suporte da transmissao viral esta condicionada a interacdo com diversas proteinas presentes
no vetor, tais como GroEL, HSP16, HSP70, ciclofilina B, colageno, VAPB (proteina
membranar associada a vesicula), vitelogenina, cadeia pesada de clatrina (Rab5), Knottin-1,
entre outras proteinas (MORIN et al., 2000; SAHU E PRASAD, 2015). Por exemplo, a proteina
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GroEL expressa pelos endossimbiontes Hamiltonella ou Arsenophonus se liga a CP
protegendo-a de degradacdo (BELLO et al., 2020; SU et al., 2013). A transmiss&o vertical de
tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) é mediada pela interacéo entre a glicolipofosfoproteina
vitelogenina presente na mosca-branca e a CP viral (LESHKOWITZ et al., 2006; WEI et al.,
2017). A transmissdo viral depende da interacdo especifica entre proteinas virais e do vetor. Em
contraste aos geminivirus, 0s nanovirus e babuvirus podem ser transmitidos por mais de uma
espéecie de afideos e estudos mostram uma baixa especificidade da transmissdo pelo vetor
(ANHALT E ALMEIDA 2008; MANDAL et al., 2010). Por ultimo, estudos revelam que o
trafego intracelular viral € mediado pelo processo de endocitose dependente de claratina, que
facilita a entrada dos begomovirus nas células do intestino médio, e posterior transporte para 0s
endossomos iniciais em um processo envolvendo a Rab5 (PAN et al., 2017; UCHIBORI et al.,
2013; SHIVAPRASAD, 2020; VINOTH KUMAR).

1.4.1 ORGANIZACAO GENOMICA DO GENERO BEGOMOVIRUS

Os begomovirus constituem de um genoma de DNA circular fita simples (sSDNA),
podendo ser monopartido ou bipartido. Os monopartidos possuem um componente viral (DNA-
A), enquanto os bipartidos possuem dois segmentos virais, as moléculas A e B (DNA-A e DNA-
B). As particulas sdo de morfologia icosaédricas geminadas, e sdo transmitidas por moscas-
brancas do complexo Bemisia tabaci de maneira circulativa para dicotiledéneas (ADAMS et
al., 2005; SURUTHI et al., 2018). O DNA-A no sentido viral possui a ORF AV1/V1, que
codifica para a proteina do capsideo (CP) viral (CANTU-IRIS et al., 2019; GARDINER et al.,
1988) e a AV2/V2, que esta envolvida no movimento viral. No sentido complementar existem
guatro ORFs. A AC1/C1 codifica a Rep, proteina iniciadora da replicacdo viral (KOONIN E
ILYINA, 1992; PEI et al., 2020), a AC2/C2 codifica a proteina TrAP, que é ativadora da
transcricao de genes tardios (ROSHAN et al., 2018; WANG et al., 2003). A AC3/C3 codifica
a proteina REN, que é uma proteina que potencializa a expressao viral (CASTILLO et al., 2003;
KAMAL et al., 2019), e a AC4/C4 ¢ responsavel na severidade de sintomas para begomovirus
monopartidos, e no movimento viral (CARLUCCIO et al., 2018; FONDONG 2019; JUPIN et
al., 1984), sendo que sua presenca ndo € necessaria para que ocorra infeccdo de begomovirus
bipartidos (MAR et al., 2017). O DNA-B possui duas ORFs, uma no sentido viral, a BV1, que
codifica a proteina NSP (Nuclear shuttle protein) e atua no transporte do DNA viral do nucleo
para o citoplasma da célula (BORNANCINI et al., 2020; NOUEIRY et al., 1994), e outra no
sentido complementar, a BC1, que codifica para a proteina de movimento (MP) (ETESSAMI
et al., 1988; SOHRAB; HAQ, 2020). Os componentes DNA-A e DNA-B possuem uma regido
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comum (RC) de aproximadamente 200 pb com alta identidade de sequéncia nucleotidica (entre
80-100%) entre membros da mesma espécie (FAUQUET et al., 2005; FIALLO-OLIVE;
NAVAS-CASTILLO, 2020; HARRISON 1985). Esta regido contém nove nucleotideos,
TAATATTI|AC, altamente conservado responsaveis pelo reconhecimento da proteina Rep e
sitio de inicio da replicacéo via circulo rolante. A RC também contém elementos cis (iterons,
CA, TATA e G-box) envolvidos nos processos de replicacdo e transcrigdo viral (BRIDDON,
2010; BROWN et al., 2015; EAGLE, 1994; EAGLE, 1997; QADIR et al., 2019). A Figura 7 e

a Tabela 3 séo as representacdes graficas dos genomas virais.

Figura 7 - Representacdo do genoma viral de begomovirus dos tipos monopartido e bipartido
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Representacdo esquemaética da organizacdo gendmica de begomovirus monopartido e bipartido. A transcricao
ocorre de modo bidirecional a partir da regido comum (RC). Nos begomovirus bipartidos, a molécula A que é
homdloga aos monopartidos codifica de cinco a seis proteinas, sendo que no sentido viral a AV1/V1 codifica para
a proteina da capa proteica (CP) e a AV2/V2 para a proteina do movimento (MP). No sentido complementar a
AC1/C1 codifica para a Rep, a AC2/C2 para o ativador de transcri¢cdo (TrAP), a AC3/C3 para o potencializador
de replicacdo viral (REn), e a AC4/C4, que atua na expressdo dos sintomas e movimento viral. O componente B
codifica duas proteinas: a BC1 no sentido complementar (proteina de movimento) e a BV1, no sentido viral e
codifica para a proteina de transporte nuclear (NSP) (ZERBINI et al., 2017).

Tabela 3 - Propriedades das diferentes proteinas codificadas pelo genoma de begomovirus e
literatura encontrada

ORF Proteina | Funcéo Literatura
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AV1/V1|CP Capa proteica (CP) Lacatus e Sunter (2008); Pan et al.,
(2017); Xu et al., (2019).
AV2/N2 | MP Proteina associada ao Chowda-reddy et al., (2008);
movimento sistémico na Priyadarshini et al., (2011); Pei et al.,
planta (2020).
AC1/C1 | Rep Regulacéo da replicacéao e Gregorio-jorge et al., (2010); Shen et
transcricdo do DNA viral al., (2018); Wang et al., (2020).
AC2/C2 | TrAP Fator de transcri¢do que atua | Cantu-iris et al., (2019); Rajeswaran
nos promotores do sentido et al., (2007); Saeed et al., (2015).
viral
AC3/C3 | REn Amplificacdo da replicacao Li et al., 2020; Snehi et al., (2011);
viral Yadava et al., (2010).
AC4/C4 | AC4 Expressdo dos sintomas e Chen et al., (2019); Kulshreshtha et
movimento viral al., (2019); Ramesh et al., (2007).
BC1 MP Proteina de movimento Martinez-marrero et al., (2020);
Radhakrishnan et al., (2008).
BVv1 NSP Transporte do DNA atraveés Martins et al., (2020); Sanchez-
do envelope nuclear chavez et al., (2020); Zorzatto et al.,
(2015).

Ja os nanovirus que possuem genoma de sSDNA replicam com mecanismo semelhante
ao ciclo rolante, e possuem também uma estrutura de hairpin com sequéncia TAGTATT |AC
(DI MATTIA et al., 2020; GRONENBORN, 2018). Acredita-se que estas moléculas de DNA
viral que infectam eucariontes possuem um ancestral comum com bacteriéfagos, ou de
plasmideos bacterianos e que sua evolucdo ocorreu de modo paralelo aos nanovirus e
geminivirus (BRIDDON et al., 2018; KOONIN E ILYINA, 1992; TIMCHENKO et al., 2000).

Anélises filogenéticas utilizando sequéncias pertencentes ao género Begomovirus
inferem a existéncia de dois grupos: os begomovirus do “Velho Mundo” (Europa, Asia e Africa)
e os begomovirus do “Novo Mundo” (Américas) (BRIDDON et al., 2010). Os begomovirus do
“Velho Mundo” sdo em sua maioria monopartidos e Sa0 geralmente acompanhados de DNA
satélites, enquanto os begomovirus do Novo Mundo apresentam maior frequéncia de genomas
bipartidos. No entanto, existem excecdes, por exemplo, o tomato chlorotic mottle virus —
ToCMoV, que é um virus bipartido, consegue causar infecgdo sistémica, mesmo na auséncia
do DNA-B (CARMO et al., 2017; FONTENELLE et al., 2007).

Os begomovirus possuem relativamente alta variabilidade genética devido a
relativamente altas taxas de recombinacdo, mutagdo, e, pseudorecombinagdo (troca de

segmentos virais inteiros). As taxas de mutagdo atingem valores similares aos virus de RNA
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(10 a 10 (DUFFY E HOLMES, 2009; SILVA et al., 2011). No Brasil existem relatos de
begomovirus compostos pelos mais diversos tipos de recombinantes como por exemplo, 0s
begomovirus monopartidos encontrados em batata doce, entre outros (ALBUQUERQUE et al.,
2012; BORNANCINI et al., 2020; BROWN et al., 2015; LIMA et al., 2017; PASSOS et al.,
2017; QUADROS et al., 2019).

1.4.2. MOLECULAS SATELITES

Os begomovirus monopartidos podem estar associados a DNA satélites pertencentes as
familias Tolecusatellitidae (géneros Betasatellite e Deltasatellite) e Alphasatellitidae
(subfamilias Geminialphasatellitinae e Nanoalphasatellitinae) (ICTV, 2020). Os DNAs
satélites estdo envolvidos na patogenicidade, expressdo de sintomas e supressdo do
silenciamento génico (KAMAL et al., 2019; NAWAZ-UL-REHMAN et al., 2009). Os
betasatélites (também conhecidos como DNA-B) possuem metade do tamanho do genoma do
virus auxiliar (~1.360 nt), ndo apresentam identidade nucleotidica parecida com o0s virus
auxiliares, e necessitam destes para replicacdo, movimento na planta e transmissao pelo inseto
vetor encontrando-se amplamente difundido no velho mundo (BRIDDON et al., 2003;
BRIDDON et al., 2008; SHAKIR et al., 2019).

Os alfasatélites podem estar associados a geminivirus ou nanovirus. Os associados a
geminivirus possuem metade de uma molécula dos begomovirus (~1.375 nt) e uma ORF, que
codifica uma proteina Rep similar aos nanovirus (MANSOOR et al., 1999), uma regido rica em
adenina (“A-rich region”) e uma estrutura em forma de “hairpin” com a sequéncia
TAGTATTAC (BRIDDON et al., 2003; VENKATARAMAN; SELVARAJAN, 2019). Em
contraste, os alfasatélites associados aos nanovirus possuem tamanhos em torno de 1.100 nt, e
ndo possuem uma regido rica em adenina.

Os alfasatélites sdo capazes de replicar na planta hospedeira, porém necessitam de
begomovirus auxiliares para movimentacdo e transmissao pelo inseto vetor (GRONENBORN
et al., 2018; SAUNDERS et al., 2000). Embora a maioria dos DNAs satélites estejam
associados aos begomovirus monopartidos do velho mundo, no Brasil alfasatélites foram
associados a dois begomovirus infectando plantas daninhas, euphorbia mosaic virus e cleome
leaf crumple virus, e, estas plantas apresentaram a presenca de estruturas genémicas tipicas de
alfasatélites (PAPROTKA et al., 2010). Em resumo, moléculas satélites estdo em sua maioria
associadas a begomovirus monopartidos, que sdo encontrados em sua maioria no velho mundo
(Oriente), e poucas moléculas satélites foram encontradas no Brasil até o presente momento
(SILVA et al., 2011).
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143 REPLICAC}AO VIRAL

A replicacdo dos begomovirus inicia-se quando o virus é desencapsidado liberando a
fita simples de DNA (ssDNA) no citoplasma. A fita simples ligada a proteina CP (complexo
CP-ssDNA) é importada para o nucleo da célula hospedeira, onde a replicagdo viral ocorre com
a ajuda da polimerase do hospedeiro para a formagdo de fita dupla de DNA (dsDNA).
Primeiramente sdo expressos 0s genes que codificam as proteinas envolvidas na replicacédo e
transcricdo (Rep, TrAP e REn) (ALBUQUERQUE et al., 2012). A replicacéo ocorre por duas
vias: replicacao por circulo rolante (“rolling circle replication” — RCR), Figura 8, e a replicagéo
dependente de recombinacdo (recombination-dependent replication - RDR). Na RCR a
proteina Rep se liga e cliva uma das fitas de DNA, no sitio de replicacdo viral (TAATATT|AC),
gue se encontra em uma estrutura em forma de grampo “hairpin” dentro da regido intergénica.
A “forma replicativa” (RF) serve como molde para sucessivas sinteses de ssDNA. (HULL
2014).

Figura 8 - Replicacdo por circulo rolante nos begomovirus.
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Rolling circle replication (Replicacéo por Circulo Rolante - RCR). Passo 1: A fita simples de DNA (ssDNA), em
azul, é convertida em fita dupla (dsDNA) por meio da polimerase do hospedeiro. Passo 2: A Rep (Replication
Associated Protein, em vermelho) é expressa e se liga no sitio de ligacdo de origem de replicacdo. Passos 3, 4 e 5:
A replicacgdo € entdo iniciada formando uma segunda fita de DNA, para entdo a fita mais antiga ser liberada. Passo
6a: 0 monomérico gerado pode ser liberado e ser encapsidado ou servir como molde para mais ciclos de replicacéo.
Passos 6a e 7: mondmeros ou dimeros de sSDNA formados podem ser convertidos para dsDNA através da DNA
polimerase do hospedeiro para que novos ciclos de replicacdo ocorram. (MARTIN et al., 2011).

Com a descoberta do abutilon mosaic virus (AbMV) e da identificacdo de mecanismos
intermediéarios de replicacéo viral que ndo podem ser explicados por circulo rolante foi proposta
outro modelo de replicagéo, a dependente de replicacdo - RDR (JESKE, 2009). Posteriormente

este mecanismo foi identificado em outros begomovirus indicando ser um mecanismo
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conservado para os begomovirus (PREISS et al., 2003). A RDR ocorre através de uma interacdo
de uma molécula de ssDNA incompleta com um DNA circular covalentemente fechado
(covalently closed circular - cccDNA), dentro de um sitio de recombinacdo homdlogo. O
cccDNA atua como molde e base para a sintese de sSDNA completo. Esta fita servira como
molde para a sintese da fita complementar (JESKE et al., 2001). A relativa alta taxa de
recombinacdo encontrada nos virus pertencentes a familia Geminiviridae é justificada pelo
mecanismo de replicacdo por recombinacdo, pois uma vez dentro do nucleo, e especialmente
em casos de infeccdo mista onde podem acontecer a troca de sequéncias virais (DAVINO et
al., 2009).
1.4.4 SINTOMATOLOGIA

Os sintomas causados por begomovirus variam de acordo com a espécie do virus,
isolado, estado fisiolégico da planta e condicdes ambientais (MACEDO et al., 2014). A
infeccdo ocasionada pelos begomovirus pode resultar em folhas com mosaico amarelo forte,
amarelecimento nerval ou interneval, encarquilhamento, reducdo do tamanho foliar,
enrugamento, nanismo, e flores com abscisdo floral (Figura 9). As plantas infectadas podem ser
habitadas naturalmente pelo inseto vetor, a mosca-branca (Bemisia tabaci Gennadius)
(CHAUHAN et al., 2018; INOUE-NAGATA, 2016; MACEDO et al., 2020; MUBIN et al.,
2020; SILVA et al. 2006; ZHAO et al., 2018). Os sintomas ocasionados por begomovirus
monopartidos incluem deformacédo foliar, encrespamento e clorose internerval difusa sendo
também transmitido pelo inseto vetor, mosca-branca (Figura 9) (ALBUQUERQUE et al., 2012;
FIALLO-OLIVE et al., 2020).

Figura 9 - Sintomas causados pela infeccdo da espécie Passionfruit severe leaf distortion
virus (PSLDV) em maracujazeiro.

Sintomatologia causada pela espécie Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV) em maracujazeiro (A, B e
C), vetor Bemisia tabaci (D e E). Rodrigues et al., (2019).
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1.5 GENERO CILEVIRUS

Na década de 1990, o cultivo do maracujazeiro no municipio de Vera Cruz, Sdo Paulo,
foi incentivado em resposta aos altos precos do café. A cultura serviria como uma fonte
alternativa de renda para agricultores da regido. Na safra de 1994/1995 um surto de uma nova
doenca destruiu os pomares de maracuja (KITAJIMA et al., 2003). A nova doenga batizada de
mancha verde teve indicios de etiologia viral, além do envolvimento do &caro Brevipalpus
phoenicis. O virus foi provisoriamente chamado de passion fruit green spot virus (PfGSV)
(KITAJIMA et al., 2003; RAMOS-GONZALEZ et al., 2020) e classificado como pertencente
a familia Kitaviridae, género Cilevirus. Atualmente o PfGSV encontra-se amplamente
distribuido nos seguintes estados: DF, MG, RJ, SE, BA, RO e MA (KITAJIMA et al., 2003;
MORAES et al., 2006).

1.5.1 ORGANIZACAO GENOMICA

Pertencente a familia Kitaviridae, o género Cilevirus possui virus com particulas
baciliformes e ndo-envelopadas que encapsidam duas moléculas de RNA de fita simples de
senso positivo (ICTV, 2019). O Citrus leprosis virus C (CiLV-C) é a espécie tipo do género e
possui uma estrutura de cap na regido 5’ ¢ uma cauda poli-A na regido 3. O RNA 1 ¢
constituido de cerca de ~9 kb e possui duas ORFs. A ORF1 codifica a RdRp e apresenta
dominios conservados de metil transferase, helicase, RNA polimerase dependente de RNA. A
ORF?2 codifica a proteina de capsideo com massa molecular de ~29 kDa (FREITAS-ASTUA
et al., 2018; LEASTRO et al., 2020; RAMOS-GONZALEZ et al. 2020). O RNA2 de ~5 kb
tem cinco ORFs que codificam proteinas com funcdo ndo muito esclarecidas. A pl15 esta
envolvida no mecanismo de replicacdo, juntamente com os produtos das ORFs p61 e p24. A
mp codifica a proteina de movimento (MP). As ORFs p15 e p61 sdo separadas por um trecho
de ~1000 nts conhecido como regido intergénica (IR) (LEASTRO et al., 2018; LEASTRO et
al., 2020; RAMOS-GONZALEZ et al. 2020). A Figura 10 mostra a representacao gréfica dos
genomas de PfGSV e CiLV-C.

Figura 10 - Representacgdo grafica do genoma de PfGSV RNA-1 e RNA-2 retirado de RAMOS-
GONZALEZ et al. 2020.
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Representacdo da organizagdo gendmica de PFGSV com 0 RNA-1 com a RdRp, p29 e uma cauda poli-A na regido
3’ ¢ 0 RNA-2 coma pl5, p61, mp, p24 e calda poli A na regido 3.

1.5.2 TRANSMISSAO

Com mais de 280 espécies descritas na familia Tenuipalpidae, o &caro B. phoenicis € 0
vetor de PfGSV e sua transmissdo é de forma circulativa (RAMOS-GONZALEZ et al., 2020;
TASSI et al., 2017). Os insetos possuem tonalidade marrom-avermelhada com corpo achatado
e esta presente em todo globo (MESA et al., 2009).

Beard et al. (2015) concluiram que B. phoenicis é na verdade um complexo de oito
espécies compostos de B. phoenicis sensu, B. azores Beard & Ochoa, B. feresi Ochoa & Beard,
B. ferraguti Ochoa & Beard, B. hondurani Evans, B. papayensis Baker, B. phoenicis (Geijskes)
sensu stricto, B. tucuman Ochoa & Beard, e B. yothersi Baker. O acaro se torna virulifero
através da alimentacdo de tecidos infectados, sendo que 4h de alimentacdo sdo suficientes para
que os acaros B. yothersi inoculam os cilevirus (ALBERTI et al., 2014; TASSI et al. 2017).

1.5.3 SINTOMATOLOGIA

As fitoviroses transmitidas pelo acaro Brevipalpus apresentam sintomas locais, tais
como: folhas com manchas clordticas, anelares, necroticas; presenca de manchas verdes em
folhas senescentes, nos frutos e raramente nas flores (KITAJIMA et al., 2010; MELZER et al.,
2013). O PfGSV causa no maracujazeiro sintomas de manchas verdes de 2 a 5 mm de didmetro
em frutos maduros. As manchas podem ser uniformemente verdes ou com uma depressao
necrotica central. Manchas verdes surgem em folhas senescentes cloroticas ou ao longo das
nervuras podendo ser isoladas ou ndo. Embora as manchas depreciem o valor de mercado, a
mesma nado altera a qualidade da fruta. Na haste ocorre o surgimento de lesGes necroticas
podendo coalescer e cingir a haste. A auséncia de fotoassimilados provoca a morte da planta e,
eventualmente, a destruicéo de todo o pomar. (KITAJIMA etal., 1997; KITAJIMA et al., 2003;
RAMOS-GONZALEZ et al., 2020; ROY et al., 2013).
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1.6 FAMILIA CAULIMOVIRIDAE
A familia Caulimoviridae é composta por virus sem envelope com genoma de dsDNA

ndo-covalentemente fechado circular de 7,1-9,8 kpb, e possuem uma fase de transcriptase-
reversa no ciclo de replicacdo. A morfologia dos virions podem ser isométricos (géneros
Caulimovirus, Cavemovirus, Petuvirus, Rosadnavirus, Solendovirus e Soymovirus), ou
baciliforme (géneros Badnavirus e Tungrovirus). Entretanto, até o presente momento ndo ha
dados disponiveis sobre a morfologia dos géneros Dioscovirus e Vaccinivirus (DE KOCHKO
et al., 1988).

Conhecidos por infectarem plantas tropicais como inhame, banana, cacau, tomate entre
outros, os badnavirus sdo pararetrovirus com capacidade de integracdo ao genoma do
hospedeiro, sem a necessidade da codificacdo da proteina integrase, podendo se replicar
ativamente como sequéncias endogenas de pararetrovirus (Endogenous Pararetroviral
Sequences - EPRVs), causando perdas econdmicas que variam de 10% a 90%. Estdo
amplamente distribuidos em regides tropicais e temperadas da Africa, América do Sul e Norte,
Asia, Australia e Europa (GEERING et al., 2012; GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009). Os
badnavirus possuem particulas de 120 e 150 nm de comprimento e 30 nm de diametro. O
genoma consiste em uma molécula de DNA circular aberta de fita dupla de 7200-9200 pb,
dependendo da espécie, com pelo menos trés estruturas de leitura aberta (ORFs) que é traduzido
do transcrito de RNA de comprimento maior que 0 genoma. Sao encontrados no citoplasma e
as vezes nos vacuolos.

Os badnavirus infectam monocotiledéeas e dicotileddneas e seus sintomas variam de
acordo com o hospedeiro, espécies de virus e condi¢cBes ambientais. Em geral os sintomas
incluem manchas clor6ticas ou estrias necroticas, deformacdo das folhas e reducdo
comprimento do entren6 que leva ao nanismo das plantas. O resurgimento de sintomas pode
ocorrer quando as plantas sdo submetidas a estresses abidticos como mudanca de temperatura
e esgotamento de nutrientes. A infeccdo por badnavirus por plantas propagadas
vegetativamente é frequentemente detectada, constituindo desta forma, um importante meio de
transmissdo. No entanto, espécies tais como Commelina yellow mottle virus (ComYMV),
Kalanchoe top-spotting virus (KTSV), Piper yellow mottle virus (PYMoV), Cacao swollen
shoot virus (CSSV), e Taro bacilliform virus (TaBV) sao transmitidos de modo semi-persistente
por pulgbes. O primeiro relato da ocorréncia de transmissédo de sementes (até 40%) foi com
KTSV (HEARON; LOCKE, 1984). Da mesma forma, a transmissao por semente por PYMoV
foi relatada em 2010 na pimenta-do-reino (HAREESH; BHAT, 2010; DEESHMA,;, BHAT,
2014) e de TaBV em 2005 no taro (DEVITT; EBENEBE, 2005).
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1.6.1 ORGANIZACAO GENOMICA

A ORF | dos badnavirus é constituido por 399 a 927 pb dependendo da espécie e de um
peptideo de cerca de 23 kDa, que foi mostrado ser associado ao virion (CHENG; LOCKHART;
OLSZEWSKI, 1996). A ORF Il é a menor, variando de 312 a 561 pb. Em cocoa swollen shoot
virus (CSSV), a proteina codificada pela ORF II foi identificada como uma proteina de ligacao
ao acido nucleico (JACQUOT; HAGEN; JACQUEMOND, 1996); para commelina yellow
mottle virus (ComYMYV), também foi mostrado que se liga ao capsideo do virus (MEDBERRY;
LOCKHART; OLSZEWSKI, 1990; CHENG; LOCKHART; OLSZEWSKI, 1996). ORF lII
varia de 5100 a 6000 bp em comprimento. Codifica uma poliproteina que é clivada em quatro
a cinco produtos (proteina do capsideo, protease aspartato, reversa transcriptase, RNase H e
uma putativa proteina de movimento célula-a-célula) (MEDBERRY; LOCKHART;
OLSZEWSKI, 1990; JACQUOT; HAGEN; JACQUEMOND, 1996; HOHN; FUTTERER,
1997). A clivagem desta poliproteina em suas subunidades funcionais € realizada pela protease
aspartica. A proteina de revestimento inclui um motivo "Cys", como encontrado na maioria dos
elementos de transcricdo reversa, e um segundo motivo Cys (CX2CX11CX2CX4CX2C)
encontrado apenas em membros dos géneros (HOHN; FUTTERER, 1997).

Algumas espécies de badnavirus ttm ORFs adicionais: Piper yellow mottle virus,
Bougainvillea spectabilis chlorotic vein banding virus (BsCVBV), Dioscorea bacilliform SN
virus (DBSNV), Grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV), Taro
bacilliform virus (TaBV) e Yacon necrotic mottle virus (YNMoV) (HANY et al., 2014; YANG
et al., 2003) tém uma ORF adicional. O CSSV e o pagoda yellow mosaic associated virus
(PYMAYV) tém duas ORFs adicionais (HAGEN et al., 1993; WANG et al., 2014); citrus yellow
mosaic virus (CYMV) e o Taro bacilliform CH virus (TaBCHV) tém trés (BORAH,
JOHNSON, SAI-GOPAL, 2009; KAZMI et al., 2015); e dracaena mottle virus (DrMV) e rubus
yellow net virus (RYNV) possuem quatro ORFs adicionais. Dois dos ultimos estdo
posicionados na fita antisense (SU et al., 2007; KALISCHUK et al., 2013). N&o se sabe se essas
ORFs sdo expressas, nem qual poderia ser sua funcdo. As transcricdes de pararetrovirus
vegetais tém cerca de 600 nt de comprimento de um transcrito lider altamente estruturado,
contendo varios ORFs curtos com potencial para formar uma grande estrutura do tipo stem-
loop conhecida por ser inibitdria da traducdo. A formacéo desta estrutura faz com que a primeira
longa ORF se aproxime espacialmente da proxima ORF mais curta que termina de 5-10 nt a
montante deste elemento estrutural estavel. Este elemento é desviado pelo ribossomo de
varredura e leva a tradugdo da primeira ORF longa (FUTTERER; KISS-LASZLO; HOHN,
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1993; RYABOVA; HOHN, 2000). A conservacédo desses elementos sugere a conservacao deste
mecanismo denominado por shunt (pulo) ribossémico nos badnavirus (POOGGIN et al., 1999).

1.6.2 REPLICACAO
A replicagdo de badnavirus se inicia quando a fita dupla de DNA marca o inicio da

sintese de DNA de fita positiva e negativa por transcricdo reversa dentro do capsideo do virus
(HOHN; ROTHNIE, 2013). Como resultado o DNA é transferido para o nucleo, onde as
descontinuidades sdo reparadas e minicromossomos sdo formados pela associagdo do DNA
superenrolado covalentemente fechado com proteinas histonas (HULL, 2001). Uma regido
intergendmica de 631 a 1.177 pb de comprimento inclui um promotor e um sinal de
poliadenilacdo. O DNA minicromossémico € transcrito por meio da RNA dependente de DNA
codificado pelo hospedeiro, criando um RNA terminalmente redundante que atua como preé-
genoma e RNA mensageiro policistronico. A redundéancia é criada ignorando o sinal de
poliadenilagéo na fita circular de DNA durante o primeiro encontro com a RNA polimerase e
reconhecendo-a no segundo encontro (SANFACON; HOHN, 1990). Em seguida, 0 RNA pré-
genémico é convertido de volta em dsDNA por meio da transcriptase reversa. Sintese de fita
simples, o DNA no sentido (-) é iniciado por tRNAmet e do DNA sentido (+) por produtos de
clivagem ricos em purinas deixados apés a digestdo de RNase H do RNA pré-gendmico
(MEDBERRY; LOCKHART; OLSZEWSKI, 1990; HOHN; ROTHNIE, 2013).

1.6.3 INTEGRACAO GENOMICA
Os badnavirus podem se integrar no genoma do hospedeiro por meio de recombinacéo

ilegitima, e sua presenca ndo esta necessariamente associado a infeccdo. No entanto, essas
copias podem dar origem a infeccéo viral sistémica por eventos de recombinacao, induzida por
estresse abidtico como temperatura, agua, nutrientes, feridas, luminosidade, enxerto e processos
de reproducéo, como cruzamentos, processos in vitro de cultura de tecidos (DALLOT et al.,
2001; COTE et al., 2010; BORAH et al., 2013) e cruzamentos interespecificos (LHEUREUX
et al., 2003). Espécies tais como Banana streak OL virus (BSOLV), BSGFV, Banana streak
IM virus (BSIMV) (CHABANNES et al., 2013; GAYRAL et al., 2008) (género Badnavirus),
Tobacco vein clearing virus (género: Cavemovirus) (LOCKHART, MENKE, DAHAL, 2000)
e Petunia vein clearing virus virus (género: Petuvirus) sdo conhecidos por gerar infeccGes
epissomais em certas plantas hibridas em resposta a estresses abidticos (RICHERT-
POGGELER, et al., 2003). A presenca de virus enddgenos representa um novo desafio para o
diagnostico correto, a taxonomia, o transporte seguro de germoplasmas e o gerenciamento de

doencas causadas por badnavirus. Métodos como hibridizacao de sondas virais, hibridizacao do
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tipo Southern através do uso de sondas virais, PCR do tipo imunocaptura (IC), técnicas de
amplificacdo por circulo rolante (RCA) e o sequenciamento do genoma da planta devem ser

empregados no intuito de diferenciar formas episomais integradas do virus.

1.6.4 SINTOMATOLOGIA

As plantas associadas a sintomas por caulimovirus compreendem: clareamento de
nervuras, estrias, mosaico, manchas necroticas, linhas e manchas cloréticas, nanismo,
enrolamento da folha, ma formacéo foliar e enrolamento de foliolos (KING, et al., 2012). Em
suma, a maioria dos sintomas causado por badnavirus estdo associados a deformagcdes foliares.
De acordo com os isolados, estado fisioldgico do hospedeiro e condi¢cdes ambientais, o quadro
sintomatologico pode se alterar. Por exemplo, isolados de BSV variam de linhas cloréticas
fracas a necrose de folhas emergentes a morte total e/ou morte prematura de plantas dependendo
das condi¢des ambientais e fisioldgicas da planta (GEERING et al., 2005; JACKSON, 1978;
LONGWORTH, 1963; RODONI et al., 1994; VISWANATHAN et al., 1996).

Certos badnavirus também podem produzir infeccBes assintomaticas como SCBV e
CSSV em certas variedades de cana-de-acUcar e cacau (GEIJSKES et al., 2002; MULLER et
al., 2001), além de causarem sintomas em outras partes do hospedeiro como BSVs que
produzem estrias no pseudocaule, variando de amarelo a marrom a preto (LOCKHART, 1986);
DaBV causa descoloracdo da polpa do tubérculo do inhame (descrito como "mancha marrom
interna” (HARRISON; ROBERTS, 1973) e alguns isolados de CSSV induzem o “inchago” nos
brotos (LONGWORTH, 1963) e raizes (MULLER; SACKEY, 2005; POSNETTE, 1947).

1.7 SEQUENCIAMENTO DE ULTIMA GERACAO (NEXT-GENERATION
SEQUENCING-HTS)

Desde a descoberta do DNA em 1953 (WATSON et al., 1953) existiu a necessidade de
desenvolver novas tecnologias que permitissem entender a complexidade e diversidade de
genomas. A primeira sintese de sequéncias de acido nucléico ocorreu entre 1964 e 1965 quando
Robert Holley determinou a sequéncia completa de 77 ribonucleotideos de tRNA-alanina de
Saccharomyces cerevisiae (HOLLEY et al., 1964; HOLLEY et al., 1965).

O sequenciamento de acidos nucleicos foi evoluindo ao longo do tempo e diferentes
metodologias e plataformas foram estabelecidas e divididas em técnicas que foram classificadas
em de primeira, segunda e terceira geracdo (BARBA et al., 2014; SLATKO et al., 2018). O
sequenciamento tradicional que conhecemos foi desenvolvido na década de 70. Os

sequenciadores de primeira geracdo se baseiam no método de sequenciamento enzimatico por
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meio de didesoxinucleotideos desenvolvidos por Sanger em 1977 (LIU et al., 2012;
MCCOMBIE et al., 2019; SANGER et al., 1977); a segunda geracdo de sequenciadores sao
capazes de realizar leituras de milhdes a bilhdes de pares de bases em uma unica corrida por
meio de amplicons separados espacialmente (GALLO et al., 2017; PAREEK et al., 2011) e,
por ultimo os sequenciadores de terceira geracdo permitem a leitura direta de sequéncias de
acidos nucleicos longos (LOMAN et al., 2015).

No sequenciamento de DNA de primeira geracéo iniciado por Sanger (1977), o DNA é
fragmentado aleatoriamente, clonado em plasmideos de alto nimero de copias, e células de
Escherichia coli sdo transformadas com plasmideos. A regido clonada é amplificada usando a
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase, Polymerase Chain Reaction). Durante os ciclos de
PCR, didesoxirribonucleotideos marcados com fluorescéncia (ddNTP) sdo incorporados na
posicdo terminal da sequéncia. Os fragmentos de DNA sdo entdo separados por capilaridade
eletroforética de alta resolucdo por gel de acrilamida. No final da corrida o marcador
fluorescente é excitado por um laser argbnio e o espectro de emissdo é capturado pelo
sequenciador. Leituras de comprimentos de aproximadamente 1.000 pares de bases sdo obtidos
com uma precisao de 99,999% (XU, 2019). No entanto, o custo elevado no sequenciamento de
genomas completos (whole-genome sequencing) levou ao desenvolvimento de técnicas de
sequenciamento de segunda geracdo (BECK et al 2016; GARRIDO-CARDENAS et al., 2017;
MCGINN; GUT, 2013).

O sequenciamento de segunda geracdo envolve trés passos basicos: (i) a preparacao de
bibliotecas, (ii) 0 sequenciamento e, (iii) analises de dados. De forma suscinta, primeiramente
acidos nucleicos extraidos sdo fragmentados e ligados a adaptadores e barcodes especificos.
Bibliotecas sdo construidas e selecionadas para a amplificacdo clonal in vitro de fragmentos de
DNA por PCR via emulsdo, ou por ponte (Bridge PCR), e por Gltimo o sequenciamento é
realizado através da imobilizacéo de &cido nucleico em fase sélida multiplexada de acordo com
as diferentes plataformas disponiveis. Com base nos diferentes métodos usados para imobilizar
o DNA em um substrato sélido, trés tecnologias foram comercializadas: (i) o
pirosequenciamento de alto rendimento utilizando granulos (beads) (454 Pyrosequencing), (ii)
0 sequenciamento por ligacdo utilizando granulos (SOLID, Applied Biosystem) e (iii) o
sequenciamento por sintese em substrato de vidro (ILLUMINA) (MARGULIES et al., 2005;
LIU et al.,, 2012). Entretanto, como desvantagens o HTS resulta em leituras (reads)
relativamente curtas e a amontagem de genomas que possuem muitas sequéncias repetitivas, as
vezes maiores que as leituras do HTS, é dificultada no processo de assembly, resultando em

uma montagem incorreta e presenca de gaps. Além disso, as metodologias de segunda geracao
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ainda séo dependentes da PCR, e, portanto, regides ricas em GC sdo ineficientes amplificadas
por PCR (DIJK VAN et al., 2018; FUMIAN et al., 2019; MASSART et al., 2019).

Passados mais de 50 anos, hoje a técnica de sequenciamento de Gltima geracdo (NGS
ou HTS) (Next-Generation Sequencing ou High-Throughput Sequencing) corresponde a um
conjunto de tecnologias com intuito de sequenciar o DNA e RNA com rapidez, eficiéncia e
baixo custo. O HTS diferencia inicialmente do método de Sanger, pelo fato de realizar leituras
em massa de DNA, com comprimentos que variam entre 25 e 400 pb, enquanto Sanger,
sequéncias de 300 a 750 pb sdo geradas em uma Unica corrida. Atualmente, plataformas de
sequenciamento HTS podem realizar leituras que chegam a 50 kpb (BEHJATI et al., 2013;
SLATKO et al. 2018).

A terceira geracdo de sequenciadores caracteriza-se por serem sequenciadores de cadeia
longa, onde as moléculas de DNA/RNA sdo sequenciadas diretamente sem o0 viés ocasionado
pela PCR, de modo Unico e em tempo real, que diferentemente do HTS de segunda geragdo em
que o sequenciamento é pausado apds a incorporacdo de uma base, por fluorescéncia (PacBio,
Pacific Bioscience) ou por corrente elétrica (Nanopore) (DIJK VAN et al., 2018; LIU et al.,
2012). Apesar de atualmente a tecnologia ocasionar relativamente baixas taxas de erro, evitando
amplificacdo associada a problemas de polarizacdo, média de intensidade, fases ou
sincronizacdo, a tecnologia ainda é considerada relativamente cara. A primeira metodologia de
leitura longa lancada comercialmente foi o sequenciamento em tempo real de uma Unica
molécula (SMRT), oferecida pela tecnologia PacBio (DIJK VAN et al., 2018; EID et al., 2009).

O HTS tornou-se um método eficiente empregado em varias areas, tais como: diagnose,
protedmica, transcriptomica, metagendmica, estudo populacional, mutagéo, variabilidade
genética, dentre outros (ADAMS et al., 2009; BARBA et al., 2014). Dentro da virologia vegetal
0 sequenciamento em massa de virus plantas tém sido empregado para a descoberta e montagem
de virus de RNA e DNA, viroides, no estudo funcional do RNA, no silenciamento génico, e em
estudos das relacBes patdgeno-hospedeiro, dentre outros. Além disso, na area da virologia de
plantas, técnicas alternativas vém sendo adotadas para 0 aumento de sequéncias virais em
bibliotecas de sequenciamento, como exemplo o emprego da técnica de amplificagdo por
circulo rolante (RCA), que visa 0 aumento sequéncias virais de DNA de begomovirus e
nanovirus no meio. (BARBA et al., 2014; HADIDI et al., 2016; NAVARRO et al., 2009).

1.8 SEQUENCIAMENTO ILLUMINA
O sequenciamento realizado pela antiga empresa Solexa, adquirido pela companhia

Illumina (S&o Diego, CA, EUA) em 2007, é atualmente o mais utilizado e aceito pelo mercado,
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especialmente devido a geracdo de dados de relativamente alta qualidade (baixas taxas de erros)
e custos aceitaveis (IBABA E GUBBA, 2020; JONGHE et al., 2018). A empresa Illumina
detém varias plataformas de sequenciamento, tais como: Hiseq 2000, Hiseq 1000, Genome
Analyzer Ix, Hiseq 2500, que podem gerar resultados de output de até 600, 300, 95 e de 120 GB
de dados por corrida, respectivamente, entre outros sequenciadores (HODZIC et al., 2017;
MACLOQOT et al., 2020).

O processo de sequenciamento da plataforma Illumina se inicia quando acidos nucleicos
sao fragmentados aleatoriamente, e adaptadores sao ligados a extremidade 5’ e fixados em uma
superficie de clonagem dividida em linhas chamada de flow cells, deixando assim a extremidade
3’ livre para servir de iniciagdo para o sequenciamento desses fragmentos (MALIOGKA et al.,
2018). Assim que ocorre a imobilizacdo dos fragmentos por meio de hibridizacéo, o ciclo de
PCR ¢ iniciado. Os oligonucleotideos sdo espacados na lamina de modo que o DNA, ap0s ser
submetido a rodadas repetidas de amplificacdo, se organiza em clusters clonais consistindo em
cerca de 1000 copias de cada fragmento. Cada lamina de vidro pode suportar milhdes de reaces
de agrupamento paralelas. No processo de anelamento, o fragmento forma uma estrutura tipo
"ponte", ocorrendo a extensao ¢ formagao de uma fita complementar, também do tipo “ponte”.
No processo de desnaturacdo ocorre a separacao e a linearizagdo dos fragmentos. Os ciclos séo
repetidos cerca de 35 vezes, gerando aproximadamente 1000 copias de cada fragmento,
formando clusters de sequenciamento. O processo esta representado na Figura 11. (MEDINI et
al., 2008; RAVI et al., 2018; SLATKO et al., 2018).

Figura 11 - Esquema de um sequenciamento do tipo Illumina
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Figura esquematica do sequenciamento Illumina. Primeiramente o DNA gendmico é fragmentado e os adaptadores
sdo ligados as extremidades e fixados a uma superficie sélida, onde ocorre a PCR fold-back e ancorado os primers.
Maltiplos ciclos de amplificacdo em fase sélida seguido por desnaturacdo cria clusters de ~ 1.000 cépias de DNA
de fita simples. O sequenciamento é realizado sequencialmente usando iniciadores de DNA polimerase e 0s
nucleotideos sdo marcados com fluor6foro. Apds a incorporagdo de um nucleotideo, a imagem é capturada e a
identidade da primeira base ¢ registrada. Os terminadores e fluoroforos sdo entdo removidos e a incorporagdo,
deteccdo e as etapas de identificacdo séo repetidas. O comprimento médio de leitura € atualmente varia de 50 a
100 bp. Retirado de MEDINI et al., 2008.
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1.9 BIOINFORMATICA APLICADA A MONTAGEM DE VIRUS
Apo6s 0 sequenciamento, as andlises de bioinforméatica devem ser realizadas para

montagem de genoma viral (verificagdo de qualidade de sequenciamento, trimagem de
adaptadores, montagem de contigs, extensdo e montagem de genomas). Uma primeira analise
superficial da classificacdo taxonémica dos reads de dados de metagenémica pode ser
verificada através do software Kaiju (http://kaiju.binf.ku.dk/) (MENZEL et al., 2016), que
permite utilizar sequéncias de nucleotideos completas ou sequéncias de proteinas nao-
redundantes (nr) disponiveis no banco de dados do NCBI. O Kaiju se tornou uma ferramenta
rapida, de facil acesso (com interface grafica) em que encontra o alinhamento maximo usando
a transformacdo Burrows-Wheeler. O Kaiju ndo utiliza uma metodologia de comparagéo
baseada em k-mers que deixam parte dos reads ndo-classificados, apesar de serem metodologias
de alta velocidade (ONDOQOV, 2011). Em seguida, a qualidade dos reads gerados devem ser
analisados. O software mais utilizado atualmente é o FastQC v. 11.9, que foi desenvolvido pelo
grupo de bioinformética do Babraham Institute
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (ALBERT, 2014). O software
FastQC ¢é escrito em Java e pode ser usado de modo online, onde um conjunto de dados
individualmente ou grupos de dados podem ser analisados ao mesmo tempo. O programa exibe
varios relatérios em um painel unificado com gréficos de tamanhos e qualidade dos reads, erros
ao longo do sequenciamento, presenca de contaminacdes, entre outros (GDULA et al., 2019;
WINGETT; ANDREWS, 2018).

Apbs a verificacdo da qualidade dos reads, caso seje necessario, a trimagem dos
terminais 3’ deve ser realizada. por meio do software Trimmomatic v.0.39
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) (BOLGER et al. 2014; ZHAO et al.,
2017), surge como uma ferramenta para retirada (trimagem) dos adaptadores e sequéncias de
baixa qualidade. Os contigs sdo montados através de montadores como o SPAdes
(BANKEVICH et al., 2012), MEGAHIT (GARCIA-LOPEZ et al., 2015; LI et al. 2016) e
Velvet (SMITH 2016; ZERBINI 2018). Uma vez montados 0s contigs, estes sdo comparados a
um banco de dados de referéncia viral utilizando ferramentas de procura tais como BLAST,
tBLASTX, eUBLAST (BUCHFINK et al., 2015). A montagem de genomas pode ser realizada
utilizando-se genomas de referéncia ou a partir da montagem de novo. Algumas pipelines de
bioinformatica para a montagem e descobrimento de novas sequéncias virais foram publicados
por Blawid et al. (2017), Akinyemi et al., (2016), Zheng et al., (2017).

O objetivo geral deste trabalho consiste no estudo da diversidade viral em plantacGes de

maracuja na regido de pequenas produgdes no estado do Acre. Para tanto, folhas de Passiflora
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sp. sintomaticas e assintomaticas, bem como plantas invasoras nas areas produtoras foram

coletadas, classificadas e submetidas ao sequenciamento de dltima geracdo (HTS).
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RESUMO

O maracuja (Passiflora sp.) é uma das principais culturas cultivadas no mundo com grande
diversificacdo de subprodutos, sendo atualmente o Brasil o maior produtor mundial produzindo
somente em 2019 cerca de 602.651 toneladas. Varias doencas acometem a cultura, onde as
fitoviroses podem causar até 100% de perdas. Os principais virus que prejudicam as
passifloraceas, pertecem aos géneros Potyvirus, Begomovirus, Tymovirus, Cucumovirus e
Cilevirus. No estado do Acre essa cultura tem grande impacto socioecondmico por ser
produzida por pequenos produtores, ter rapido retorno financeiro e constante produtividade ao
longo do ano. Nesse contexto, o HTS (High-Throughput Sequencing) surge como uma
ferramenta eficiente e de baixo custo na detecgdo e montagem de genomas virais. Portanto, este
trabalho teve como objetivo o estudo da metagendmica viral (virdbmica) dos plantios de
maracuja no estado do Acre. Para tanto, folhas de maracujé e plantas daninhas/invasoras com
possiveis sintomas virais foram coletados nos municipios de Rio Branco, Sena Madureira e
Manuel Urbano, totalizando sete campos de coleta e 50 amostras. O RNA total das folhas foi
extraido e sequenciado no Instituto Leibniz, no DSMZ, Alemanha (Colecdo Aleméd de
Microorganismos e Cultura de Células, GmbH). Um total de dez bibliotecas de cinco pools de
amostras foi gerado. Os pools GS1, GS2, GS3 e GS4 foram gerados quase em sua totalidade de
amostras de plantas de maracuja, enquanto o pool GS5 de amostras de plantas
daninhas/invasoras presentes nos campos de maracujazeiros. De forma sucinta, a analise de
bioinforméatica e montagem de genomas virais seguiu as seguintes etapas: (i) primeiramente
uma visao geral taxondmica foi realizada utilizando os reads com a plataforma online Kaiju;
(if) em seguida a verificacdo da qualidade do sequenciamento foi investigada pelo programa
FastQC v. 0.72 (iii) a trimagem de adaptadores e reads de baixa qualidade foi realizada com o
softwareTrimommatic v. 0.39 e por fim (iv) os contigs foram montados com SPAdes v. 3.12 e
submetidos a analise de tBLASTX utilizando uma biblioteca RefSeq construida manualmente
do GenBank. A extensdo e a montagem de novo, bem como a anotacéo foram realizadas com o
software Geneious v.11.0. Como resultado, 0,1%, 0,2%, 0,2%, 0,7% e 1% de sequéncias virais
foram detectados com o programa Kaiju para os pools GS1, GS2, GS3, GS4 e GS5,
respectivamente. Uma grande quantidade de contigs foi montado que apresentavam
relativamente alta identidade com sequéncias de badnavirus (GS1, GS2 e GS3). Alem disso, do
pool GS4 foram montados 0s segmentos virais dos RNAs 1 e 2 do cilevirus passion fruit green
spot virus (PfGSV), e do pool GS5, as moléculas de DNA-A e DNA-B de sida micrantha mosaic
virus (SIMMV), e de bean bushy stunt virus (BeBSV). Este é o primeiro relato de BeBSV em
campos de producédo do Brasil e 0 segundo no mundo.

Palavras-chaves: HTS, Viromica, Passiflora
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ABSTRACT

Passion fruit (Passiflora sp.) is one of the main crops grown in the world with great
diversification of by-products, and Brazil is currently the largest world producer with 602,651
tons alone in 2019. Various diseases affect the culture, where plant viruses can cause up to
100% of losses. Among the viruses that cause diseases in passion fruit are the Potyvirus,
Begomovirus, Tymovirus, Cucumovirus and Cilevirus. In the state of Acre, this culture has a
great socioeconomic impact as it is produced by small producers and has a quick financial return
and constant productivity throughout the year. In this context, HTS (High-Throughput
Sequencing) emerges as an efficient and low-cost tool in the detection and assembly of viral
genomes. Therefore, this project aimed to study viral metagenomics (viromic) in passion fruit
plantations in the State of Acre. For that, passion fruit leaves and weeds with possible viral
symptoms were collected from the municipalities of Rio Branco, Sena Madureira and Manuel
Urbano, totaling seven collection fields and 50 samples. Total RNA from leaves was extracted
and sequenced at the Leibniz Institute, at the DSMZ (German Collection of Microorganisms
and Cell Culture GmbH, Germany). A total of ten libraries from five sampled pools were
generated. The GS1, GS2, GS3 and GS4 pools were generated from samples of passion fruit
plants, while the GS5 pool of weed samples present in the passion fruit fields. Briefly, the
bioinformatics analysis and assembly of viral genomes followed the steps: (i) first a taxonomic
overview was performed using reads with the online platform Kaiju; (ii) then sequencing
quality was investigated by the program FastQC v. 0.72 (iii) trimming of low-quality reads and
adapters were performed with Trimommatic v. 0.39 and finally (iv) contigs were assembled
with SPAdes v. 3.12 and submitted to tBLASTX analysis using a RefSeq library built manually
from GenBank. The extension and assembly, as well as the viral annotation were performed
with the Geneious software v.11.0. As a result, 0.1%, 0.2%, 0.2%, 0.7% and 1% of viral
sequences were detected with Kaiju for pools GS1, GS2, GS3, GS4 and GS5, respectively. A
large number of contigs were assembled that showed relatively high identity with sequences
belonging to the genus Badnavirus (GS1, GS2 and GS3). In addition, viral segments of RNAs
1 and 2 of passion fruit green spot virus (PfGSV) were assembled from pool GS4 as well the
complete genomic sequence of the sida micrantha mosaic virus (SIMMV), and the complete
genome of bean bushy stunt virus (BeBSV) from pool GS5. This is the first report of BeBSV
in production areas of Brazil and the second report in the world.

Keywords: HTS, Viromic, Passiflora
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INTRODUCAO

O maracujazeiro amarelo, Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg, é uma das principais
culturas do Brasil. Mais de 500 espécies pertencem ao género Passiflora, dos quais mais de 150
séo nativas do Brasil. No estado do Acre o cultivo da fruta é favorecido devido ao seu clima
equatorial umido, que proporciona maior produtividade sem interrup¢do da cadeia produtiva ao
longo do ano (Uchda et al., 2018). O cultivo do maracujé no estado do Acre gera emprego e
renda, principalmente para pequenos produtores que representam a maior parcela de produtores.
Estima-se que a cada hectare sdo gerados de 3 a 4 empregos diretos e 8 a 9 indiretos que podem
movimentar até 500 milhdes de reais por ano fazendo com que essa cultura tenha alto impacto
socioecondémico (Faleiro et al., 2016). Dentre os limitadores que acometem a cultura do
maracujazeiro sdo as doencas causadas por fungos, nematoides, bactérias e virus que podem
comprometer a cultura em perdas de até 100% dos pomares (Araujo neto et al., 2008; Lima et
al., 2011). No estado do Acre, somente no ano de 2019 foram destinadas uma area de 136
hectares para producdo de maracuja, que teve uma produtividade média de 8768 kg/ha e um
total de cerca de 1096 toneladas (IBGE, 2020).

Das fitoviroses que infectam o maracujazeiro, 0s virus pertencentes aos géneros
Potyvirus, Begomovirus, Cucumovirus, Tymovirus e Cilevirus estdo amplamente distribuidos
em todo o territorio nacional. A espécie Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), que
causa o endurecimento dos frutos do maracujazeiro, ja foi relatada em campos de producéo no
Distrito Federal, e nos estados de Minas Gerais, Goias, Pernambuco, Paraiba, Sergipe, e, Ceara
(Anjos et al., 2001; Maia et al., 2017; Nascimento et al., 2004). No Mato Grosso do Sul os
begomovirus passion fruit chlorotic mottle virus (PCMoV) e melochia yellow mosaic virus
(MelYMV) foram encontrados infectando o maracujazeiro (Fontenele et al. 2018; Spadotti et
al., 2019), e na Bahia o passion fruit severe leaf distortion virus (PSLDV) (Ferreira et al., 2009);
e 0 cucumovirus cucumber mosaic virus (CMV), no Sergipe (Gioria et al., 2002), também ja
foram relatados em campos de producdo. O tymovirus passion fruit yellow mosaic virus
(PFYMV) foi encontrado em areas de producéo do Rio de Janeiro (Crestani et al., 1986) e um
cilevirus, passion fruit green spot virus (PfGSV) foi encontrado infectando o maracujazeiro em
areas produtoras de Sdo Paulo, Distrito Federal, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sergipe, Bahia,
Rond6nia e do Maranhdo (Kitajima et al., 2003; Moraes et al., 2006, Ramos-gonzalez et al.,
2020). No entanto, pouco se conhece sobre 0s virus que infectam as areas produtoras no estado
do Acre. No Acre foram identificados alguns virus, tais como, pepper yellow mosaic virus em
pimentdo, cowpea severe mosaic virus em caupi, cleome leaf cumpre virus em Cleome affinis,

cowpea chlorotic mottle virus em Arachis pintoi, sida mosaic Bolivia virus em Sida sp., passion
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fruit green spot virus em hibisco, banana streak virus (BSV-OL) em banana, citrus leprosis
virus C (CiLV-C) em citrus, Peanut mottle virus - PeMoV em Arachis sp. (Goncalves et al.,
2016; Kitajima et al., 2020; Siviero et al., 2019). Na Amazonia ja foi detectado a presenca de
CABMYV no Para em feijao-de-porco (Rodrigues et al., 2014), cowpea aphid-borne mosaic
virus P (CABMV-P) no Amazonas em Caupi (Kitajima et al., 2020), e CMV em Rondonia
também em Caupi (Kitajima, et al., 2020; Fernandes et al., 2010).

Atualmente o sequenciamento em massa (HTS - High-Throughput Sequencing),
também conhecido como sequenciamento de Ultima geracdo (NGS - Next generation
Sequencing), tem contribuido enormemente na descoberta de novos virus. Atualmente, a
principal plataforma usada para o HTS é a plataforma Illumina, que foi inicialmente
desenvolvida pela Solexa. Essa tecnologia se baseia no sequenciamento “em ponte” onde
moléculas de DNA de 100-500 pb sdo ligadas a adaptadores nas extremidades e usadas como
substrato para repetidas amplificacbes em um suporte de vidro que contém sequéncias de
oligonucleotideos complementares a um adaptador ligado. Apos repetidas amplificagdes cerca
de 1.000 copias (Slatko et al., 2018) de cada fragmento formam-se clusters de sequenciamento
e a placa de vidro pode conter até milhdes de sequéncias. Durante o0 processo de sintese, a
medida que cada base nitrogenada é incorporada na cadeia de polimeraizacdo é emitida uma
fluorescéncia, que € captada por sensores. A informacdo é transformada em dados de
sequenciamento (Slatko et al., 2018; Shulse et al., 2019).

Com intuito de estudar a metagenémica viral em plantacdes de maracuja nas regides
produtoras do estado do Acre, plantas sintomaticas de maracuja, bem como plantas
daninhas/invasoras presentes nas plantacfes foram coletadas, armazenadas e sujeitas a analise
HTS. Um total de 50 plantas foi coletado, e dividido em cinco pools (GS1-GS5), e sequenciados
via HTS. Como resultado, varios contigs foram montados que mostravam relativamente alta
porcentagem de identidade a sequéncias endogenas de pararetrovirus. Além disso, 0s genomas
completos de um cilevirus e dois begomovirus foram montados e anotados. ReconstrucGes
filogenéticas foram realizadas com intuito de entender melhor a etiologia viral das sequéncias
montadas. Este trabalho relata a presenca de um cilevirus infectando o maracujazeiro no estado
do Acre, a presenca de duas possiveis sequéncias endogenas de badnavirus, PRSV sequenciado
de pepino e de um novo begomovirus infectando plantas daninhas na regido, e contribui na

caracterizacdo da diversidade viral no maracujazeiro no estado do Acre.
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MATERIAL E METODOS
COLETA

Folhas de Passiflora sp. e outras espécies de plantas (Figura Suplementar 1 e 2, em
Anexo) presentes em campos de maracuja com possiveis sintomas de infeccdo viral foram
coletadas em zig-zag. Sete locais de visita totalizaram em 50 amostras oriundas dos municipios
de Manoel Urbano, Sena Madureira e Rio Branco. O material foliar coletado foi organizado de
acordo com a localizacdo geografica conforme Figura 12 e Material Suplementar Tabela 1 (em

Anexo).
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Figura 12 - Pontos de coleta nos municipios do estado do Acre: Manoel Urbano (MU), Sena
Madureira (SM) e Rio Branco (RB).

As amostras de folhas foram fragmentadas com auxilio de uma tesoura em tamanhos de
2-3 cm e armazenadas em tubos do tipo Falcon (Sarstedt, Alemanha) contendo cloreto de calcio
(Biomatrica) como agente dessescante e de preservacgdo. Os tubos foram devidamente fechados,
identificados e armazenados a 4°C no Laboratério de Fitovirologia da UFRPE.

SEQUENCIAMENTO ILLUMINA
As amostras secas de folhas foram enviadas ao DSMZ, Alemanha, (Colecdo Alema de

Microorganismos e Cultura de Células, GmbH) e 0 RNA total foi extraido e submetido ao HTS
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utilizando a plataforma Illumina Nextera (1-2Gb, 2 x 300 bp). As amostras foram divididas em
cinco pools conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Pools formados para o sequenciamento Illumina Nextera

Pool Quantidade de Espécies de plantas coletadas
de amostras amostras

| | | 1
GS1 11 Passiflora sp.

| | | . 1
GS2 11 Passiflora sp.

| | | 1
GS3 11 Passiflora sp., Cucumis sativus

| | | . 1
GS4 11 Passiflora sp.

| | | 1
GS5 6 Sida sp., Pueraria sp., Malpighia

sp., Citrus sp.

ANALISE DE BIOINFORMATICA
Duas bibliotecas (Nextera) foram construidas a partir de RNA total para cada pool de

amostra (GS1-GS5). As andlises de bioinformatica seguiram o pipeline desenvolvido por
Blawid et al. (2017) para montagem de genomas virais de plantas. Primeiramente uma analise
de classificacdo taxonémica foi realizada utilizando a plataforma online Kaiju (Menzel et al.,
2016). A verificacdo da qualidade do sequenciamento foi feita com o programa FastQC v. 0.72.
Os adaptadores e reads de baixa qualidade (PHRED <20) foram trimados das sequéncias com
0 Trimmomatic v. 0.39 (SLIDINGWINDOW:4:20; TRAILING:3, MINLEN:32). Os contigs
foram montados usando o algoritmo SPAdes v.3.12.0 (Bankevich et al. 2012) com k-mers de
23, 33, b5 e 77. Ambos os programas estdo disponiveis na plataforma online usegalaxy

(https://usegalaxy.eu/). Os contigs montados foram submetidos a uma andlise de tBLASTX

contra um banco de dados de sequéncias virais (~13.000 sequéncias) disponivel no NCBI
(RefSeg-Margo-2020). Os contigs que apresentavam hits com uma mesma espécie viral foram
separados e 0s genomas virais foram montados através da extensdo usando algoritmo interno
do programa Geneious Vv.11.0.5 (sensitivity: Medium-Low/Fast, Iterate up to 5 times). O
algoritmo Bowtie 2 foi utilizado para a montagem de genomas utilizando sequéncias de
referéncia (Langmead et al., 2012), quando necessario. Os genomas foram anotados por meio

do programa Geneious v. 11.0.5.
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ANALISE FILOGENETICA

Primeiramente, multiplos alinhamentos foram realizados com o algoritmo MUSCLE
disponivel no programa MEGAX (Kumar et al., 2018). O melhor modelo de substitui¢do para
construcdo de arvore Bayesiana foi escolhido utilizando o software jModelTest v. 2.1.1.0.
Portanto, a reconstrucédo filogenética de PRSV e do badnavirus foi realizada com 0 MEGAX
(Maximum Likelihood, modelo de substituicdo JTT+G, bootstrap 1.000) utilizando sequéncias
de aminoéacidos completas da CP e da ORF3 do badnavirus.

A reconstrucdo filogenética para os genomas de begomovirus foi realizada com o
software MrBayes v. 3.2.7 (2019) com o modelo de substituicdo HKY + | + G, bootstrap 1.000
(Hasegawa, Kishino e Yano, 1985). O software Figtree v. 1.4.4 foi utilizado para a visualizacéo
das arvores geradas. A ferramenta SMART (SMART:embl-heidelberg.de) foi utilizada para a
deteccdo de estruturas homdlogas, dominios PFAM, sinais de peptideos e repeti¢des internas.
O pacote de bioinformética do Instituto Max Planck (MPI Bioinformatics Toolkit- HHblits,
HHpred e HMMER, https://toolkit.tuebingen.mpg.de/) foi utilizado para detec¢do de proteinas

homologas.
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RESULTADOS
CLASSIFICACAO TAXONOMICA DA METAGENOMICA VIRAL COM KAIJU

As analises de classificacdo taxonémica pelo Kaiju mostraram que os pools GS1, GS2,
GS3, GS4 e GS5 apresentaram as seguintes porcentagens de sequéncias virais, 0,1%, 0,2%,
0,2%, 0,7% e 1%, respectivamente. A Figura 13 mostra uma representacdo grafica da
porcentagem de sequéncias virais encontrada para cada pool de amostra sequenciada. Por
exemplo, na amostra GS1 dos 0,1% de sequéncias virais 67% alinharam-se a sequéncias virais

pertencentes a familia Caulimoviridae.
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Figura 13 - Analise taxonémica dos pools GS1, GS2, GS3, GS4 e GS5. As porcentagens de
sequéncias virais com hits com as principais familias virais estdo representadas ao lado de cada
representacdo gréafica.

A maioria das sequéncias virais analisadas dos pools de amostras tiveram hits com
sequéncias de pararetrovirus. Nas amostras GS1 e GS2, mais de 60% dos reads tiveram alta
identidade com sequéncias classificadas como caulimovirus. Por outro lado, no pool GS3, 59%
dos reads apresentaram alta identidade com sequéncias da familia Potyviridae. Ja no pool GS4
67% reads apresentaram altas identidades com sequéncias classificadas como cilevirus. A
amostra GS5 apresentou uma porcentagem relativamente grande de reads que se alinharam com

sequéncias pertencentes a familia Geminiviridae.

TRIMAGEM DOS READS E ADAPTADORES
O (HTS) resultou em um total de 955.929 reads (no sentido forward e reverse) no pool
GS1, e apos a trimagem um total de 764.590 reads foram obtidos. No pool GS2, 802.930 reads
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foram obtidos do HTS, e apds a trimagem 645.617 reads foram obtidos. Do pool GS3,
1.968.875 reads foram trimados resultando no total de 1.658.710 sequéncias. Do pool GS4,
878.751 sequéncias foram obtidas, e, apds a trimagem esses valores foram para 682.295 reads.
Do pool GS5, 1.187.074 de reads foram trimados resultando em um total de 1.171.334

sequéncias conforme descrito na Figura Suplementar 3 (em Anexo).

MONTAGEM DE CONTIGS E ANALISE DE TBLASTX

As montagens de contigs pelo SPAdes resultaram 37.995, 65.204, 85.084, 38.082,
88.046 contigs (nodes) para os pools GS1, GS2, GS3, GS4 e GS5, respectivamente. Os contigs
foram submetidos a uma andlise de tBLASTX por meio do programa Geneious v. 11.0.5
conforme descrito na Tabela 5.

A média dos tamanhos dos contigs alinhados as sequéncias virais nas amostras GS1 e
GS2 variaram entre 39 a 92 aminoacidos, enquanto dos pools GS3 e GS4 as médias variaram
entre 36 a 281 aa em comprimento e a amostra GS5 entre 8 a 100 aa.

Tabela 5 - Resultados do tBLASTX de acordo com cada pool de amostra.

Amostras Virus Contigs Identidade  Cobertura ~ Comprimento da
(média) (média)  sequéncia alinhada
(aa)
| | | | | | 1
GS1 Blackberry Virus F 21 53,82% 35,94 92,50
| . . | | | | 1
Petunia vein 95 53,56% 20,05 39,15
clearing virus
| | | | | 1
Trichoplusiani TED 734 39,24% 55,48 91,69
virus
| | | | | 1
Citrus endogenous 55 49,80% 49,82 73,92

pararetrovirus

Cauliflower mosaic 7 41,27% 24,67 51,46
virus

I | ] ] ] |
Cacao yellow vein- 14 54,94% 19,15 39,36

banding virus

Grapevine leafroll- 98 43,53% 30,63 51,31
associated virus
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Barley yellow striate 9 38,87% 44,69 59,4
mosaic virus

] |

GS2 Blackberry virus F 24 53,83% 35,94 92,50

| 1
Petunia vein 132 53,56% 20,05 39,15
clearing virus

| 1
Trichoplusiani TED 898 39,23% 55,48 91,69
virus

| |
Citrus endogenous 114 49,80% 34,82 73,92
pararetrovirus

| 1
Cauliflower mosaic 13 41,27% 24,67 51,46
virus

| 1
Cacao yellow vein- 9 54,94% 19,15 39,36
banding virus

| 1
Grapevine leafroll- 142 41,30% 35,10 43,625
associated virus 5

| 1

GS3 Beet yellows virus 2 92,58% 98,11 281,2

| 1
Blackberry virus F 6 62,05% 45,97 166,72

| 1
Citrus endogenous 16 50,83% 55,38 149,22
pararetrovirus

| 1
Dishui lake 14 52,13% 35,00 53,33
phycodnavirus

| 1
Glyptapanteles 12 62,10% 46,72 67,66
indiensis bracovirus

[ 1
Micromonas pusilla 26 54,02% 32,83 57,77
virus

[ 1
Soybean mild mottle 4 39,65% 41,82 185,5
pararetrovirus

[ 1
Papaya ringspot 35 76,52% 75,34 410, 74

virus
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Trichoplusia ni TED 169 39,89% 59,47 109,82
virus strain
mutant.tsv

| |
Yacon necrotic 3 51,27% 40,45 100
mottle virus

] |

GS4 Beet yellows virus 7 81,40% 87,32 242,16

| |
Blackberry virus F 14 59,01% 41,61 140,57

| 1
Cacao Bacilliform 3 57,50% 17,26 91,33
SriLanka virus

| 1
Citrus endogenous 33 50,60% 42,87 109,93
pararetrovirus

| 1
Citrus leprosis virus 4 0,80% 0,28 727,5
C2

| 1
Petunia vein 24 56,22% 15,20 36,41
clearing virus

| 1
Soybean mild mottle 2 39,65% 41,82 185,5
pararetrovirus

| 1
Trichoplusiani TED 341 40,17% 55,38 101,60
virus strain mutan

| 1

GS5 Bean calico mosaic 4 43,90% 23,67 36,5

virus DNA-A

| 1
Bean calico mosaic 3 46,70% 53,47 117
virus DNA-B

| 1
Bean golden mosaic 7 40,73% 19,72 29,85
virus DNA-A

| . 1
Bean golden mosaic 8 46,08% 29,18 68
virus DNA-B

| . 1
Citrus endogenous 969 73,20% 78,73 50,33

pararetrovirus
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Citrus tristeza virus 39 59,03% 48,93 30,69

I . . | | | | |
Petunia vein 75 49,20% 68,48 55,45
clearing virus

I | | | | |
Sida micrantha 171 54,28% 59,76 22,22
mosaic virus DNA-
A

I | | | | |
Sida micrantha 9 76,36% 59,84 81,33
mosaic virus DNA-
B

] | ] | ] |
Soybean chlorotic 4 60,55% 55,36 64,5
spot virus DNA-A

] | ] | ] |
Soybean chlorotic 9 76,36% 59,84 81,33
spot virus DNA-B

] | ] | ] |
Tomato golden vein 9 47 47% 31,21 121,33
virus DNA-A

] | ] | ] |
Tomato golden vein 2 42,05% 19,16% 29,5
virus DNA-B

Virus encontrados em cada pool de amostra de acordo com os resultados do tBLASTX. A média de identidade,
média de cobertura e média do comprimento das sequéncias alinhadas foram calculadas para cada espécie viral.

MONTAGEM “DE NOVO” DE GENOMAS VIRAIS E CARACTERIZACAO

MOLECULAR

Os genomas foram montados através da estratégia de novo, em que 0s contigs Sao

estendidos até a obtencdo do genoma completo ou quase completo. Esta estratégia possibilitou

a obtencdo de genomas completos (quase-completos) de virus classificados como Potyvirus,

Cilevirus e Begomovirus, conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6 - Genomas montados dos pools de amostras GS1 a GS5.

Genomas montados Amostra BLASTn N° *Cobertura Tamanho
elou de média (nt)
BLASTp  reads
(aa ou nt)
| I | | | | 1
Sequéncia endogena GS1 ORF2 408 41 7.287
pararetrovirus 41,5 (aa)

(Blackberry virus F) ORF3
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53,0 (aa)
| | ] ] ] |
Sequéncia enddgena GS3 ORF2 1.088 71 7.294
pararetrovirus 42,0 (aa)
(Blackberry virus F) ORF3
53,0 (aa)
| | ] ] ] |
Papaya ringspot virus GS3 ORF1 2.866 134 10.308
(PRSV) 76,10 (nt)
80,6 (aa)
ORF2-
PIPO
83,4 (nt)
67,7 (aa)
| | | | | 1
passion green spot virus GS4 ORF1- 416 38 8.868
(PTGSV) RdRp
RNA-1 94,56 (nt)
98,16 (aa)
ORF2-CP
95,62 (nt)
97,29 (aa)
| | | | | 1
passion green spot virus GS4  ORF1l-pl5 649 97 4,711
(PFGSV-AC) 99,24 (nt)
RNA-2 97,71 (aa)
ORF2-p13
99,70 (nt)
99,10 (aa)
ORF3-p61
98,77 (nt)
99,82 (aa)
ORF4-MP
99,32 (nt)
99,32 (aa)
ORF5-p24
99,52 (nt)
100 (aa)
| | | | | 1
Sida micrantha mosaic virus GS5 GC 417 144 2.676
(SIMMV-ACRE) 96,62 (nt)
DNA-A
| | | | | 1
Sida micrantha mosaic virus GS5 GC 742 126 2.641
(SIMMV-ACRE) 92,64 (nt)
DNA-B
| | | | | 1
bean bushy stunt virus GS5 GC 758 160 2.578
(BeBSV-ACRE) 93,01 (nt)

DNA-A
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bean bushy stunt virus GS5 GC 1.200 154 2.525
(BeBSV-ACRE) 92,68 (nt)
DNA-B

Sequéncias montadas dos pools de amostras GS1-GS5. O percentual de identidade foi calculado por BLASTnh ou
BLASTDp. A cobertura em reads e tamanho em nucleotideos (nt) foram calculados pelo programa Geneious v.11.0.
*A cobertura média representa a quantidade média de reads alinhados ao longo do genoma viral. nt = nucleotideos;
aa = aminoacidos; GC = Genoma completo em nucleotideos; MP = proteina de movimento; RdRp = RNA
polimerase dependente de RNA; CP = Capa Proteica; A p15 juntamente com os produtos das ORFs p13, p61 e
p24 estdo envolvidas com o0 mecanismo de replicacgéo.

PARARETROVIRUS

Das amostras GS1 e GS3 foi possivel a montagem de sequéncias que apresentaram
relativamente alta identidade a nivel de nucleotideo com sequéncias de badnavirus encontradas
no GenBank. A sequéncia completa montada da amostra ACRE-1 (GS1) consiste em 7.287 nt
e da amostra ACRE3 (GS3) em 7.294 nt (Figura 14).
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Figura 14 - Representacdo grafica do genoma montado da amostra GS1 (BVF-AC1) e GS3 (BVF-AC3). Emura
roxo os motivos de proteina de movimento (MP), de interagdo com DNA “dedos de zinco”, protease do tipo
aspartyl, de transcriptase reversa e de RNAseH.

Trés ORFs foram preditas das sequéncias montadas. A ORF1 consiste em 276 nt (BVF-
AC1) e 282 nt (BVF-AC3), respectivamente em comprimento, e que putativamente codificam
para um peptideo com massa molecular de cerca de 10 kDa. Um dominio transmembranar
(V3sYSLQAITLTLLPILFLILsg) foi encontrado pela ferramenta SMART no peptideo. A ORF2
consiste em 408 nt (~16 kDa) e faz sobreposi¢do em quatro nucleotideos com a ORF3. A ORF3
(5,928 nt) codifica putativamente para uma proteina (1.975 aa) de massa molecular calculada
em ~228 kDa. Cinco motivos foram encontrados na poliproteina: proteina de movimento,
motivo de ligagdo ao DNA “dedo de zinco”, de protease do tipo aspartyl, RT-LTR e de RT-
RNAseH. Motivos do tipo RT-LTR séo de transcriptases reversas e ocorrem em uma variedade
de elementos madveis tais como retrotransposons, retrovirus, introns do grupo I, hepadnavirus
e caulimovirus. A transcriptase reversa retroviral € normalmente sintetizada como parte da

poliproteina, que contém os motivos de protease (aspartyl), reverse transcriptase, RNAseH e
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integrase. Analises com BLASTp utilizando sequéncia de aminoacido da poliproteina
putativamente codificada pela ORF3 mostraram identidade de cerca de 53% (87% de cobertura)
com uma sequéncia de blackberry virus F (nUmero de acceso: YP_009229919) encontrada nos
Estados Unidos (EUA). A reconstrucao filogenética realizada com a poliproteina da ORF3 esta

representada pela Figura 15.
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Figura 15 - Andlise filogenética de Méaxima Verossimilhanca (ML) realizada a partir de sequéncias de
aminoacidos completas da poliproteina da ORF3 de badnavirus. Os valores de bootstrap estdo representados nos
nodes; 0s numeros de substituicBes por nucleotideos estdo anotados em cada ramo. CSSGQV - Cacao swollen
shoot Ghana Q virus, CBSLV - Cacao Bacilliform SriLanka Virus, CSSGQV - Cacao swollen shoot Ghana K
virus, BLRaV - Birch leaf roll-associated virus, BFV - Blackberry virus, GRLDaV - Grapevine Roditis leaf
discoloration-associated virus, TaBCHV - Taro bacilliform CH virus, YNMoV - Yacon necrotic mottle virus, PB1
- Pitaya badnavirus 1, EpBV1 - Epiphyllum badnavirus 1, CRVV - Cacao red vein-banding virus, GVBaV -
Gooseberry vein banding associated virus, ACRE-3 — possivel sequéncia de badnavirus isolada do pool 3, ACRE-
1 — possivel sequeéncia de badnavirus isolada do pool 1.

POTYVIRUS
Do pool GS3 foi montado o0 genoma viral completo do potyvirus papaya ringspot virus
(PRSV) (Figura 16).

1 1,000 3 40 o 0 7 103
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HC-Pro peptide  P3 peptiJe 6K1 peptide 6K2 peptide  VPg peptide

Figura 16 - Representacdo grafica do genoma montado do pool GS3. Em amarelo esta representado a ORF1
correspondente a poliproteina que é clivada em 10 (em verde) possiveis peptideos P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2,
Vpg, Nla-Pro, NIb, CP e PIPO que € sintetizada pelo deslizamento da polimerase.

A sequéncia completa consiste em 10.308 nt, onde uma unica ORF (9.882 nt) codifica

uma poliproteina de 3.293 aa com massa calculada em ~373.7 kDa. Pesquisa por BLASTn
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utilizando a sequéncia completa de PRSV revelou uma identidade maxima de 76,24% com uma
sequéncia de PRSV isolada de Carica papaya Maradol da Colémbia (N° de acesso:
KT275938). Analises de alinhamento global par-a-par utilizando a sequéncia completa da ORF
que codifica para a poliproteina (Pairwise Sequence Alignment, Emboss-Needle) revelaram
uma identidade de 71,3% a nivel de nucleotideo e 77,7% a nivel de aminoacidos com a
sequéncia da Colémbia (KT275938). A P1 consiste em 1.500 nt (500 aa) que codifica
putativamente para um peptideo de ~57 kDa. Anélise com BLASTp revelou uma identidade
méaxima de 44% a nivel de aminodcido com uma sequéncia P1 de PRSV-P encontrada no
México (N° de acesso: AAR12181). A HC-Pro consiste em 1.371 nt (457 aa) e codifica para
um peptideo de ~52 kDa. O motivo KITC ndo foi encontrado na regido N-terminal do peptideo,
mas sim Rs11TCss, Por outro lado, o motivo PTK foi encontrado na posi¢do 309 a 311 em HC-
Pro. Anélise com BLASTp com a sequéncia de aminodcidos revelou uma identidade de 93,4%
com a sequéncia de PRSV HC-Pro isolado de mamdo de Bangladesh (N° de acesso:
QBY26598). A P3 possui tamanho de 1035 nt (345 aa, ~40 kDa). As proteinas 6K1 e 6K2
consistem em 156 e 171 nt, respectivamente. CI consiste em 1.905 nt (635 aa) e codifica para
uma proteina com ~71,5 kDa de massa molecular. O motivo DEXH foi encontrado na posicao
de aminoécidos de 174-177. Anélise de BLASTp utilizando a sequéncia de aminoacidos de Cl
revelou uma alta identidade de 94% com a sequéncia de PRSV-P (N° de acesso: QBY26598).
A VPg é composta por 567 nt (189 aa, ~21,4 kDa), e a Nla é composta por 714 nt, que codifica
um peptideo de massa molecular calculada em ~26,7 kDa. Nlb codifica a RdRp e consiste em
1611 nt (537 aa, ~61,6 kDa). Anélise com BLASTp utilizando a sequéncia de amino&cidos
completa de NIb revelou uma identidade de 86,4% com a sequéncia de PRSV-P (N° de acesso:
QBY26598). A CP consiste em 849 nt (283 aa, ~32 kDa). A mais alta identidade de 93,3% a
nivel de aminoacido foi obtido pela andlise com BLASTp com uma sequéncia parcial de CP de
PRSV (N° de acesso: AJW76884) isolada da India, que infecta Luffa acutangula
(Cucurbitaceae), seguida de 86,4% com uma sequéncia parcial de CP de PRSV do Japédo (N°
de acesso: BAM72041) isolado de Trichosanthes cucumeroides. Analises de alinhamento
global utilizando a sequéncia completa de aminoacidos da CP revelaram identidade de 86,4%
com a sequéncia da CP do Jap&o. A arvore filogenética da CP foi gerada utilizando sequéncias
de aminoacidos completas de CP de diversos potyvirus. A CP (PRSV-CP) formou um grupo
isolado entre isolados de PRSV, que infectam mamdo e isolados de potyvirus que infectam

espécies de Zucchini. (Figura 17).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAR12181.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=WZUWJM0A013
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Figura 17 - Andlise filogenética bayesiana realizada a partir de sequéncias de aminoacidos completas de CP de
potyvirus. Os valores de bootstrap estdo representados nos nodes. Em vermelho a sequéncia de CP que foi montada
neste trabalho. A barra representa o nimero de substituigdes por nucleotideos.

O motivo GAB, responsavel pelo deslizamento da polimerase, foi encontrado na regido
da P3 na posicdo 3.571 a 3.578 (nt). A PIPO consiste em 276 nt, e codifica para um peptideo
de 91 aa. Andlise de BLASTp revelou identidade de 67,7% com uma sequéncia parcial da PIPO
de PRSV.

CILEVIRUS
Do pool GS4 foi montado duas sequéncias completas do cilevirus passion fruit green
spot virus (PfGSV), que correspondem ao RNA-1 e RNA-2 (Figura 18).
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Figura 18 - Representagdo grafica do genoma de PfGSV (RNA-1 e RNA-2) montado da amostra GS4.

O RNA-1 é constituido de 8868 nt, excluindo a cauda poli-A, e possui duas ORFs, uma
que codifica para a RdRp e a outra para a capa proteica (p29-proteina P2). A RdRp consiste em
7.521 nt (2506 aa, ~286 kDa) e a CP em 774 nt (257 aa, ~28.5 kDa). A RdRp é 94,6% (99%
cobertura) idéntica a nivel de nucleotideo com uma sequéncia do RNA-1 de PfGSV isolado de
Brasilia-DF (BSB1). Ja a CP mostrou porcentagens de identidade de nucleotideos variando
entre 95,4 a 95,6% com sequéncias de CP de isolados brasileiros de Mato Grosso (Snpl, Snp2),
Bahia (BJL1) e Brasilia (BSB1). A nivel de aminoécido a CP revelou a maior identidade de
97,3% seguido de 96,5% com sequéncias de CP de PfGSV de isolados de Mato Grosso e de
Brasilia, respectivamente.

O RNA-2 de PfGSV do Acre consiste em 4.711 nt (excluindo a cauda poli-A) e possui
cinco ORFs: p15, p13, p61, MP e p24. A ORF p15 consiste em 396 nt (131 aa) e codifica um
peptideo de massa molecular calculada em cerca de 14,8 kDa. Anélise com BLASTp revelou
identidades entre 84 a 97,7% com sequéncias de pl15 de PfGSV de Brasilia e Mato Grosso,
seguindo de identidades de 58 a 60% com sequéncias de cilevirus de hibiscus (N° de acesso:
ATW76025) e Citrus (N° de acesso: AGM16553 e YP009508072).

Entre a p15 e a p61 existe uma regido de 834 nt, onde se encontra a ORF p13. A p13
(333 nt) codifica para uma proteina de massa molecular calculada de 13,3 kDa. Analises com
BLASTp mostraram identidades apenas com sequéncias de PfGSV e com mais nenhuma
proteina disponivel no GenBank. A p61 é a maior ORF do RNA-2 de PfGSV e consiste em
1.632 nt e codifica putativamente para uma glicoproteina de 543 aa (~60,1 kDa). Anélise com
BLASTp revelou identidades entre 95 a 99,8% com sequéncias de p61 de PfGSV de isolados
brasileiros e de 33 a 60% com isolados de cilevirus de hibiscus dos EUA, e Citrus dos EUA,
Sdo Paulo e Panama. Anédlises com SMART revelaram a presenca de duas regides
transmembranares na regido C-terminal da proteina (N470ALSTCLGFIFKVGGCCFHLVFL4g,
e Vool LLCLLPCYCHLGFILCSVANLs21).
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A MP consiste em 888 nt e codifica a proteina do movimento (295 aa, ~32,6 kDa).

Anélise com SMART revelou a presenca do motivo 3A (pfam PF00803) encontrada em

proteinas de movimento de bromovirus e cucumovirus. Analise com BLASTp revelou a maior

identidade de 99,32% com a proteina de movimento do isolado de PfGSV de Brasilia (N° de

acesso: QFU28435). Por fim, a ORF p24 codifica para a proteina mais conservada entre 0s

cilevirus e apresenta o motivo SP24 (pfam PF16504) com quatro regides transmembranares e

encontrado em varias proteinas virais de genomas de fita simples de RNA, incluindo os

chroparavirus, negevirus, cilevirus, higrevirus e blunervirus. Analise com BLASTp revelou

identidades entre 99,5 a 100% com sequéncias de p24 de PfGSV de isolados brasileiros,

seguidos de 64 a 89% com sequéncias de isolados de citrus leprosis C.
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Figura 19 Reconstrucdo filogenética maxima veorossimilhanga de PfGSV e outros cilevirus Ying Kou virus —
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virus C — CLC, Pistachio virus Y — PV, Pistachio virus X — PV X, Mekrijarvi negevirus — MN, Passion fruit green
spot virus — PfGSV, Hibiscus-infecting cilevirus — HIC, San Bernardo virus — SBV, Hubei negev-like virus 2 -
HNLV2.

BEGOMOVIRUS

Dois genomas completos de begomovirus foram montados do pool de amostra GS5. O
genoma de SiIMMV consiste de duas moléculas de fita simples circular de DNA (DNA-A e
DNA-B, Figura 20). O DNA-A de SiMMV consiste em 2.676 nt e possui cinco ORFs: AC1
(1.077 nt, 358 aa, ~40,5 kDa), AC4 (258 nt, 85 aa, ~9,3 kDa), AC2 (420 nt, 139 aa, ~15,9 kDa),
AC3 (399 nt, 132 aa, ~15,6 kDa) e AV1 (756 nt, 251 aa, ~29,3 kDa). O DNA-B consiste em
2641 nt e possui duas ORFs: BC1 (882 nt, 293 aa, ~33 kDa) e BV1 (771 nt, 256 aa, ~29,5 kDa).
Analises com BLASTN utilizando a sequéncia nucleotidica completa do DNA-A revelaram as
mais altas porcentagens de identidade de 94,5% e 92,6% com sequéncias de DNA-A e DNA-
B, respectivamente, de SIMMYV isolada de Sidastrum micranthum no Mato Grosso do Sul em
2007 (N° de acessos: HM585433, HM585434). A CP mostrou ser 96,81% idéntica a nivel de
aminoacido com a CP de SIMMYV detectada em 2010 em plantas de Sida sp. (N° de acesso:
AQT01431). Andlises com SDT revelaram que a sequéncia SIMMV-ACRE DNA-A mostrou
ser 91,9% idéntico com a sequéncia de SIMMV (N° de acesso: KY650717) encontrado em
Oxalis sp. no Distrito Federal enquanto a sequéncia do DNA-B foi 92,8% idéntica com a
sequéncia de SIMMYV (N° de acesso: HM585434) encontrado em Sidastrum micranthum na

Bolivia.

Figura 20 - Representacdo gréfica do genoma de SIMMYV montado da amostra GS5.
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Além disso, duas sequéncias completas (DNA-A e DNA-B, Figura 21) foram montadas,
que revelaram ser similares a sequéncias ndo publicadas, mas disponiveis no GenBank (bean
bushy stunt virus - BeBSV; N° dos acessos: MN414067, MN414068).

Figura 191 - Representacéo grafica do genoma de BeBSV montado da amostra GS5.

Analise com BLASTnN usando a sequéncia de nucleotideos completa do DNA-A (2.578
nt) revelou a maior porcentagem de identidade de 93,1% com o DNA-A de bean bushy stunt
virus (BeBSV), isolado de feijao comum na Argentina, seguido de 83,4% de identidade com o
DNA-A de pepper leafroll virus isolado do Peru de Capsicum baccatum var. pendulum em
2009. O DNA-A de BeBSV possui cinco ORFs: AC1 (1.056 nt, 351 aa, ~40,0 kDa), AC4 (294
nt, 97 aa, ~11,4 kDa), AC2 (390 nt, 129 aa, ~14,8 kDa), AC3 (399 nt, 132 aa, ~15,8 kDa) e
AV1 (912 nt, 303 aa, ~35,4 kDa). O DNA-B consiste em 2525 nt e possui duas ORFs: BC1
(879 nt, 292 aa, ~33 kDa) e BV1 (771 nt, 256 aa, ~29,7 kDa). Analise com BLASTp usando a
sequéncia completa de aminoacido da AV1 (CP) revelou a maior porcentagem identidade de
90,5% (94% de cobertura) com a AV1 de BeBSV da Argentina (N° de acesso: QIR81988),
seguida de 91,63% (82% de cobertura) com a proteina AV1 de macroptilium yellow vein virus
(N° de acesso: AIN36431). A sequéncia completa do DNA-B de BeBSV revelou ser 92,7%
idéntico a nivel de nucleotideo com o DNA-B de BeBSV da Argentina, seguido de 74,0% (61%
de cobertura) com o DNA-B de abutilon mosaic virus (N° de acesso: FN434439) isolado da
Bahia em 2007. Além disso, a analise de identidade pelo SDT utilizando a sequéncia montada
do DNA-A mostrou uma porcentagem de identidade de 92,2% a nivel de nucleotideos com a
sequéncia de DNA-A de BeBSV da Argentina e de 93,1% com a sequéncia do DNA-B de
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BeBSV. A reconstrucdo filogenética mostrou que BeBSV-ACRE se agrupa com o isolado de
BeBSV da Argentina (MN414067) enquanto o isolado de SIMMV-ACRE forma outro clado.
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Figura 22 - Arvore filogenética bayesiana com sequéncias completas de begomovirus (nt) do DNA-A. O modelo
de substituicdo usado foi HKY + | + G (Hasegawa, Kishino e Yano, 1985). Em azul a sequéncia montada neste
trabalho de Sida micrantha mosaic virus (SIMMV-ACRE) e em vermelho bean bushy stunt virus (BeBSV-ACRE).
Foram utilizadas 2 milhBes de geracdes e desvio padrdo de 0,0083. As sequéncias virais utilizadas para
reconstrucdo da arvore que apresentaram hits com as maiores porcentagens de identidades (nt) pelo BLASTn
foram selecionadas: Pepper leafroll virus (PepLRV), Tomato golden vein virus (TGVV), Tomato interveinal
chlorosis virus (TolCV), Chino del tomate Amazonas virus (CdTAV), Soybean chloratic spot virus (SCSV), Sida
mosaic Bolivia virus 2 (SiMBoV2), Pepper blistering leaf virus (PBLV), Tomato interveinal chlorosis virus-2
(TolCV2), Sida micrantha mosaic virus (SiIMMV), Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), Tomato mottle
leaf curl virus (ToMoLCV), Macroptilium yellow spot virus (MacYSV). A escala representa a taxa de substituicdo

de nucleotideos.
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DISCUSSAO

O maracujazeiro amarelo, Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg, é uma cultura de
grande importancia no Brasil. No estado do Acre o cultivo da fruta é favorecido devido ao seu
clima equatorial umido, que proporciona maior produtividade sem interrupcdo da cadeia
produtiva ao longo do ano. O cultivo do maracuja no Estado do Acre gera emprego e renda,
principalmente para pequenos produtores que representam a maior parcela de produtores. No
Brasil, somente no ano de 2019 foram exportados 2.200,12 US$/t, sendo 63,3% desse valor
para o continente Europeu (Comexstat 2019 - acesso em 28/12/2020). Portanto, conhecer e
entender os mecanismos de infeccdo dos principais patdgenos virais e possiveis agentes
infecciosos que infectam o maracujazeiro é de fundamental importancia. A técnica do
sequenciamento em massa, 0 HTS, surge como uma ferramenta poderosa de sequenciamento
com alto desempenho e custo reduzido, em estudos de metagenémica (Li et al., 2016; Bag et
al., 2015), e diagnose através da montagem de possiveis genomas de virus de plantas (Barba et
al 2014). Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo o estudo da diversidade viral em
plantacdes de maracuja na regido do Norte brasileiro. Para tanto, 50 amostras (divididas em
cinco pools: GS1, GS2, GS3, GS4 e GS5) oriundas de campos de plantacGes de maracuja do
Estado do Acre foram sequenciadas (HTS) e inspecionadas quanto a diversidade de virus de
plantas.

Dos Pools GS1 e GS3 (ACRE-1 e ACRE-3 respectivamente) foram montadas
sequéncias com caracteristicas gendmicas semelhantes aos genomas pertencentes ao género
Badnavirus (Lan et al., 2018; Rumbou et al., 2018). Os badnavirus sdo pararetrovirus membros
da familia Caulimoviridae que infectam uma ampla gama de hospedeiras, especialmente
plantas tropicais como banana, pimenta-do-reino, cacau, inhame, cana-de-aglcar (Borah et al.,
2013; Bhat et al., 2013). As sequéncias montadas neste estudo apresentaram trés quadros de
leitura aberta (ORF1, ORf2 e ORF3), que putativamente codificam proteinas virais. Cinco
motivos foram encontrados na poliproteina correspondente a ORF3: a proteina de movimento,
0 motivo de ligagao ao DNA “dedo de zinco”, de protease do tipo aspartyl, RT-LTR e de RT-
RNAseH. Os motivos do tipo RT-LTR séo de transcriptases reversas e ocorrem em uma
variedade de elementos mdveis tais como retrotransposons, retrovirus, introns do grupo I,
hepadnavirus e caulimovirus. A transcriptase reversa retroviral € normalmente sintetizada como
parte da poliproteina, que contém os motivos de protease (aspartyl), reverse transcriptase,
RNAseH e integrase. A caracterizacdo gendmica, a presenca de um dominio de proteina de
movimento viral e os resultados de BLAST indicam a existéncia de um novo badnavirus no

maracujazeiro. Alguns badnavirus podem ser enddgenos de modo que ndo causam infeccao
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fazendo com que seja dificil sua detec¢do, principalmente quando ndo existe um genoma de
referéncia para comparagdo com o hospedeiro. A forma enddgena pode favorecer a transmisséo
viral por plantas que sdo propagadas vegetativamente tornando-se um desafio para 0s
melhoristas de plantas na busca de plantios livres de fitovirus. Entretanto, formas enddgenas,
que se entregam ao genoma do hospedeiro, podem por estresse abiotico se tornar infeccioso
dando origem a formas episionais infecciosas (Chiumenti et al., 2016; Rumbou et al., 2018;
Wijayasekara et al., 2018). E importante mencionar que uma grande propor¢io do genoma do
maracuja foi relatada como sendo elementos transponiveis, especialmente as LTR-RTs (Long
Terminal Repeats-Retrotransponsons), em sua maioria transcricionalmente ativa (da Costa et
al., 2019). Portanto, a comprovacao da existéncia de novo badnavirus infectando maracuja
requer amplificacdo viral por técnicas de RCA e PCR, que amplificam formas episomais,
clonagem e construcdo de clones infecciosos, que ndo foram realizadas neste estudo (Kenyon
et al., 2008; Silva et al., 2015).

Criada no ano de 2018, a familia Kitaviridae & composta por trés géneros: Blunervirus,
Cilevirus e Higrevirus. Neste trabalho foi possivel a montagem do genoma completo (RNA-1
e RNA-2) do cilevirus PfGSV. Este virus foi encontrado em material foliar de maracujazeiro
do pool GS4. Relatado nos Estados do Maranh&o (Moraes et al., 2006), Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Bahia, Distrito Federal (Ramos-Gonzalez et al., 2020) e agora no Estado do
Acre, 0 PfGSV se mostra amplamente disseminado na regido central do Brasil se expandindo
para a regido Norte e Nordeste do pais.

Com intuito de verificar se plantas daninhas/invasoras presentes nos campos de
maracujazeiro servem como fonte de indculo viral (Duffus 1971; Northfield et al., 2008; Elena
2017; Wei et al., 2019), um pool de amostras foi coletado e sequenciado (pool GS5 e uma
amostra de pepino no pool GS3). Dos reads do pool GS3 foi montado o genoma completo de
papaya ringspot virus isolado de pepino (Cucumis sativus). Os PRSVs subdividem-se em duas
cepas, PRSV-P e PRSV-W, ambos sdo sorologicamente indistinguiveis, entretanto demonstram
especificidade de hospedeiro. O PRSV-P infecta 0 mamao e membros das familias Caricaceae,
Cucurbitaceae e Chenopodiaceae, passo que o0 PRSV-W ndo infecta 0 maméo e é hospedeiro
de membros das familias Cucurbitaceae e Chenopodiaceae (Alabi et al., 2017; Azad et al.,
2014; Wu et al., 2018). As andlises de porcentagem de identidade maxima e a reconstrucéo
filogenética com a CP mostram que o PRSV encontrado no estado do Acre é mais de 90%
idéntico com a sequéncia isolada de PRSV de Lufa sp. (Ridge gourd) (N° de acesso: KP161499)
a nivel de nucleotideo e 86,4% a nivel de aminoacido com a sequéncia isolada de zucchini tigre

mosaic virus (N° de acesso: KC345605). De acordo com o critério molecular para demarcagéo
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a nivel de espécie dos potyvirus, a CP ou a ORF que codifica para a poliproteina devem
apresentar pelo menos 82% de identidade a nivel de amino&cido e 76% a nivel de nucleotideo
(Gibbs et al., 2010, Adams et al., 2005). Apesar das percentagens de identidades da CP do
PRSV montado se enquadrar nos critérios de demarcacdo de espécies para 0s potyvirus (>82%
aa, >76% nt), as andlises de alinhamento global utilizando sequéncias de aminoacidos e
nucleotideos da ORF que codifica para a poliproteina revelaram a maior identidade de 77,7% e
71,3%, respectivamente, com uma sequéncia de PRSV isolada de Carica papaya da Colémbia.
O fato do PRSV-ACRE ter sido isolado de uma cucurbitacea, formar um clado isolado, e
apresentar porcentagem de identidades a nivel de nucleotideos e de aminoacidos da ORF que
codifica para a poliproteina, que ndo seguem os critérios moleculares de demarcacao de espécie
dos potyvirus, induz a suposicdo da existéncia de uma nova espécie de potyvirus ou de uma
espécie recombinante de PRSV.

O genoma completo (DNA-A e DNA-B) de SiMMYV isolado de Sida sp. e BeBSV
isolado de Pueraria sp. foram montados dos reads da amostra GS5 e anotados. Este é o primeiro
relato de BeBSV no Brasil e o0 segundo relato desse virus no mundo. A pueraria é uma planta
pertencente a familia Fabaceae e € utilizada na alimentacdo animal na regido do Acre (Pimentel
et al., 1998), além de possuir efeito medicinal. Apesar de BeBSV ndo ser encontrado no
maracuja, este pode tornar-se uma séria ameaca a outras fabaceas, como o feijdo, e estudos
futuros de deteccdo de BeBSV no feijdo devem ser realizados na regido do Acre. Jad 0 SIMMV
é um virus gue infecta varias espécies de daninhas, tais como Sida sp., e espécies de cultivo,
como o feijdo, Phaseolus vulgaris (Fernandes-Acioli, Pereira-Carvalho, 2011). No entanto, ndo
ha indicios que o maracuja sirva como hospedeiro para a replicacdo viral. Portanto, apesar de
begomoviroses terem sido relatadas em maracuja nos Estados do Alagoas (Silva et al., 2006),
da Bahia (Ferreira et al., 2010) e Mato Grosso do Sul (Spadotti et al., 2019), no Acre nenhuma
das amostras de maracuja coletadas foram detectadas com begomovirus por HTS, e, portanto,
ou este virus encontram-se ainda restritos as regides Centro-Nordeste do Brasil, ou um nimero
maior de coleta seria necessario para sua detecgo. E importante também mencionar que o virus
do endurecimento do fruto do maracujazeiro (CABMV) ndo foi encontrado nas amostras do
Acre, apesar do CABMV estar presente em Estados da regido Norte, como Rond6nia, Para e
Amazonas (Kitajima 2020), e, portanto, estudos futuros serdo necessarios para confirmacéo da
presenca do CABMV no Acre.

Como conclusdo, este trabalho visou a caracterizagao virbmica no maracujazeiro atraves
de sequenciamento em larga escala e contribui para a caracterizacdo dos virus que causam

doengas no maracujazeiro oriundo do Estado do Acre.
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CONCLUSOES GERAIS

1- Uma grande porcentagem dos reads gerados foram classificados pelo Kaiju
pertencentes a familia Caulimoviridae. Foi possivel a montagem de dois supostos novos
genomas virais similares a badnavirus: Badnavirus-ACRE-1 (GS1), que consiste em 7,287 nt e
badnavirus-ACRE3 (GS3), que possui 7.294 nt. Analises com BLASTp revelaram identidade
méaxima de 53% com uma sequéncia de blackberry virus F (YP_009229919), e analises
filogenéticas de Méaxima Verossimilhanca revelaram a formacéo de um clado com o isolado de
BVF (KJ413252.1) com boostrap de 0,98. No entanto, experimentos moleculares (RCA e PCR)
devem ser realizados para confirmar a existéncia deste novo virus.

2- O genoma completo de PRSV foi montado de amostras do pool GS3. A sequéncia
gendmica possui 10.308 nt. Analises de alinhamento global utilizando sequéncias de
aminoacidos e nucleotideos da ORF que codifica para a poliproteina revelaram a maior
identidade de 77,7% e 71,3%, respectivamente, com uma sequéncia de PRSV isolada de Carica
papaya da Colémbia. O PRSV é classificado em PRSV-P e PRSV-W, sendo que o PRSV-P
infecta 0 mamao e membros da familia Cucurbitaceae, enquanto o isolado PRSV-W néo infecta
0 mamdo, mas outras cucurbitaceas. O fato do PRSV-ACRE ter sido isolado de uma
cucurbitacea, formar um clado isolado, e apresentar porcentagem de identidades a nivel de
nucleotideos e de aminoacidos da ORF que codifica para a poliproteina, que ndo seguem 0s
critérios moleculares de demarcacdo de espécie dos potyvirus, induz a suposi¢do da existéncia
de uma nova espécie de potyvirus ou de uma espécie recombinante de PRSV.

3- O genoma montado do cilevirus (PfGSV), encontrado no maracujazeiro, apresentou
a maior identidade de 94,6% com uma sequéncia de isolado de PfGSV encontrado no Distrito
Federal. Este virus encontra-se amplamente distribuido em todas as regiGes do Brasil, com
excecdo do Sul. Portanto, atualmente, na regido Norte do Brasil, o PfGSV é encontrado nos
estados de Ronddnia e Acre.

4- Plantas daninhas/invasoras presentes nos campos de maracuja no estado do Acre
foram sujeitas a sequenciamento de larga escala. O genoma completo de SIMMYV foi montado
e provavelmente estava presente nas amostras de Sida sp. O genoma completo de um novo
begomovirus foi obtido, provavelmente, da amostra de Pueraria sp.. Analises por BLASTn
revelaram a mais alta identidade e de 92,2% de identidade com sequéncias bean bushy stunt
virus (N° de acesso: MN414067) e de 93,1% com uma sequéncia de DNA-B de BeBSV (N° de
acceso: MN414068) encontrados no hospedeiro de feijdo comum na Argentina. Este seria o
primeiro relato de BeBSV infectando plantas no Brasil. Nenhum begomovirus ja relatado no

maracuja no Brasil foi encontrado. Portanto, as plantas daninhas/invasoras investigadas nos
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campos de maracuja no Acre nao parecem servir como fonte de inéculo para o maracujazeiro.
Nenhum begomovirus foi encontrado nas amostras de maracuja do Acre.

5- Apesar do virus cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) ser amplamente
encontrado no Brasil (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul), este ndo foi encontrado
infectando o maracujazeiro nas amostras coletadas do Acre. A auséncia deste potyvirus nas
amostras coletadas indicam ou a auséncia do virus na regido, ou a necessidade de um maior

numero de amostragem para deteccéo viral.



ANEXOS

Anexo - 1. Pontos de coletas de plantas de passiflora no Estado do Acre.
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N©° Hospedeira Local/Cidade/Estado Data Localidade Pool
| ] | | ] ] |
GS1 Passiflora 22 Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°40.7”’S GS1
edulis Madureira-Acre 68°65’14.4”W
| ] | | ] ] |
GS2 Passiflora 22 Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°40.7”’S GS1
edulis Madureira-Acre 68°65’14.4”W
| ] | | ] ] |
GS3 Passiflora 22 Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°40.7”’S GS1
edulis Madureira-Acre 68°65’14.4”W
| ] | | ] | |
GS4 Passiflora 22 Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°40.7”’S GS1
edulis Madureira-Acre 68°65’14.4”W
| ] | | ] | |
GS5h Passiflora 22 Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°40.7”’S GS1
edulis Madureira-Acre 68°65’14.4”W
| ] | | ] | |
GS6 Passiflora 22 Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°40.7”’S GS1
edulis Madureira-Acre 68°65’14.4”W
| ] | | ] ] |
GS7 Passiflora 22 Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°40.7”S GS1
edulis Madureira-Acre 68°65’14.4”W
| ] | | ] ] |
GS9 Passiflora 22 Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°40.7”S GS1
edulis Madureira-Acre 68°65’14.4”W
| ] | | ] ] |
GS10 Passiflora Centro/Sena Madureira- 03/01/2020 9°06°27.2”S GS1
edulis Acre 68°66°06.5”W
| ] | | ] ] |
GS11 Passiflora Centro/Sena Madureira- 03/01/2020 9°06°27.2S GS1
edulis Acre 68°66°06.5”W
| ] | | ] ] |
GS12 Passiflora Centro/Sena Madureira- 03/01/2020 9°06°27.2’S GS1
edulis Acre 68°66°06.5”W
| ] | | ] ] |
GS13 Passiflora Centro/Sena Madureira- 03/01/2020 9°06°27.2S GS2

edulis

Acre

68°66°06.5"W
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GS15 Passiflora Bom Sucesso/ Sena 27/12/2020 9°06°27.2”S GS2
edulis Madureria - Acre 68°66°06.5”W
| I | | |
GS16 Passiflora Bom Sucesso/ Sena 27/12/2020 9°06°27.2”’S GS2
edulis Madureria - Acre 68°66°06.5”W
| I | | |
GS17 Passiflora Bom Sucesso/ Sena 27/12/2020 9°06°27.2”’S GS2
edulis Madureria - Acre 68°66°06.5”W
| I | | |
GS20 Pueraria Bom Sucesso/ Sena 27/12/2020 9°06°27.2”’S GS5
phaseoloides Madureria - Acre 68°66°06.5”W
| ] | ] |
GS21 Passiflora Bom Sucesso/ Sena 27/12/2020 9°06°27.2”’S GS2
edulis Madureria - Acre 68°66°06.5”W
| ] | ] |
GS22 Passiflora 2° Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°88.9”S GS2
edulis Madureira - Acre 68°65°24.1”W
| ] | ] |
GS23 Passiflora 2° Distrito/Sena 30/12/2019 9°05°88.9”S GS2
edulis Madureira - Acre 68°65°24.1”W
| ] | ] |
GS24 Malpighia Sena Madureira-Acre  29/12/2019 9°01°59.2”S GS5
emarginata 68°40°26.0"W
| ] | ] |
GS26 Passiflora Sena Madureira-Acre 29/12/2019 9°01°59.2”S GS2
edulis 68°40°26.0"W
| ] | ] |
GS27  Citrus limon Sena Madureira-Acre 29/12/2019 9°01°59.2”S GS5
68°40°26.0"W
| ] | | |
GS28 Passiflora Sena Madureira-Acre 29/12/2019 9°01°59.2”S GS2
cincinnata 68°40°26.0”W
| I | | |
GS29 Sida acuta cv Sena Madureira-Acre 29/12/2019 9°01°43.9”S GS5
carpinifolia 68°40°14.4”W
| I | | |
GS30 Sida acuta cv Sena Madureira-Acre 29/12/2019 9°01°43.9”S GS5
carpinifolia 68°40°14.4”W
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GS31 Passiflora Sitio seridd/Rio Branco- 10/01/2020 9°53°15.0”S GS2
edulis Acre 67°49°08.9”"W
| ] | ] |
GS32 Passiflora Sitio seridd/Rio Branco- 10/01/2020 9°53°15.0”S GS2
edulis Acre 67°49°08.9”"W
| ] | ] |
GS33 Cucumis Sitio seridd/Rio Branco- 10/01/2020 9°53°15.0”S GS3
sativus Acre 67°49°08.9”W
| ] | ] |
GS34 Passiflora Sitio seridd/Rio Branco- 10/01/2020 9°53°15.0”S GS3
edulis Acre 67°49°08.9”W
| | | | 1
GS36 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS37 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS38 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS39 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS40 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3"W
| | | | 1
GS41 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS42 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS43 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3

edulis

Madureira — Acre

68°41°18.3”W
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GS44 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS3
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| ] | ] |
GS45 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS4
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS46 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS4
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS47 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS4
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS48 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS4
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS49 Passiflora Polo agroflorestal/Sena  28/12/2019 9°05°16.6”S GS4
edulis Madureira — Acre 68°41°18.3”W
| | | | 1
GS50 Passiflora Manuel. Urbano - Acre  07/01/2020 8°84°29.9”S GS4
edulis 69°26°15.6”W
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Anexo - 2 Amostras coletadas no estado do Acre. Folhas de maracuja com possiveis sintomas
virais (A, B, D) em campo de maracujazeiro. Folhas de Passiflora sp. com possiveis sintomas
virais.

Anexo - 3 Coleta de plantas daninhas/invasoras no estado do Acre. Plantas daninhas presentes
no campo de maracuja (A), Sida sp. (B), Pueraria sp (C).
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Anexo - 4. Representacao grafica da qualidade dos reads gerados pelo sequenciamento Illumina
dos pools GS1, GS2, GS3, GS4 e GS5. Sequenciamento forward representado pelas figuras (A,
E, I, MeQ)ereverse (B, F, J, N e R). Ap6s a trimagem os reads foram representados pelas
figuras (C, G, K, O e S) para o sequenciamento forward e (D, H, P e T,) para o reverse
respectivamente.
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