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RESUMO GERAL

A melancia (Citrullus lanatus) é cultivada em paises como China, Turquia, Ira e Brasil. Viroses
ocasionadas por espécies como, por exemplo, Cucumber mosaic virus (CMV), Watermelon
mosaic virus (WMV) e Zucchini yellow mosaic virus sdo consideradas economicamente
importantes para a cultura. No ano de 2015 o orthotospovirus da mancha anelar do amendoim
(GRSV) foi relatado pela primeira vez na cultura da melancia, afetando campos produtivos no
estado de S&o Paulo. Em 2020, sintomas semelhantes & virose em melancia foram encontrados
em campos produtivos do estado do Rio Grande do Norte — Mossord e Ceard, Brasil. Diante
disso, o presente trabalho teve por objetivo realizar o diagndstico, a caracterizagdo bioldgica e
molecular de GRSV e verificar a presenca de outros possiveis virus na cultura de melancia na
regido produtora. Para tanto, duas coletas foram realizadas: uma em janeiro de 2020 (96
amostras) e outra em janeiro de 2021 (33 amostras), representando um total de 129 amostras
foliares. As amostras coletadas foram submetidas aos seguintes Enzyme - Linked
Immunosorbent testes soroldgicos: Nitrocelulose imunoenziméatica (Dot-ELISA) e Assay
(ELISA) usando os anticorpos anti-GRSV (0781-DSMZ, Alemanha), anti-potyvirus (0573/1-
DSMZ) e anti-TSWV (0106/3-DSMZ). Em seguida, plantas de Nicotiana Benthamiana foram
inoculadas com o isolado viral coletado, onde amostras sintométicas foram posteriormente
secas a 4° C e encaminhadas ao Leibniz Institute - DSMZ para extracdo de RNA total e
sequenciamento por alto desempenho (HTS) pela plataforma Illumina Nextera (1-2Gb, 2x301
bp). A caracterizacdo biologica foi realizada através do estudo da gama de hospedeiros com as
seguintes espécies: N. benthamiana, Nicandra physalodes, Physalis florida, Capsicum
baccatum, Capsicum annuum, Solanum lycopersicum — Solanaceae e Citrullus lanatus,
Cucumis anguria, Cucumis sativus - Cucurbitaceae. Cada espécie de planta foi avaliada em
experimentos com dez repeticGes. Para a analise molecular, oligonucleotideos especificos
foram desenhados e usados na RT-PCR. Com a biblioteca de reads gerada através do HTS foi
possivel montar as sequéncias correspondentes aos segmentos S (3039 nt), M (4857 nt) e L
(8882 nt) de GRSV_RN. Anélises por Blastn utilizando as sequéncias nucleotidicas dos
segmentos S, M e L revelaram altas identidades de 98,94%, 98,45%, 98,86%, respectivamente
com sequéncias do isolados de GRSV do Piaui disposto no NCBI (MK503848, MK503850,
MK503849). Vinte e seis amostras foliares de melancia da coleta realizada em janeiro de 2021
(segunda coleta) foram testadas via ACP-ELISA contra GRSV e potyvirus, das quais 12 foram
positivas para infeccdo de ambos 0s virus, caracterizando a ocorréncia de infeccdo mista. O
DAS-ELISA (anti-TSWV) revelou que 14 de 28 plantas de melancia foram positivas para
TSWV. As amostras de melancia (Crimson sweet) (6), N. benthamiana (1) e N. physalodes (1)
testaram positivo via RT-PCR para GRSV. Em relacdo aos resultados do estudo da gama de
hospedeiros, as espécies N. benthamiana; N. physalodes; C. annuum; S. lycopersicum; P.
florida e C. lanatus foram suscetiveis a0 GRSV, confirmado por testes de Dot - ELISA. Além
disso, as analises de recombinacdo ndo indicaram sinal de recombinacdo significativa com as
sequéncias de GRSV. Com base nos resultados obtidos nesse estudo verificou-se que o
GRSV_RN infecta os campos de melancia em Mossoro e Ceara, e que provavelmente infeccao
mista com outras espécies virais pode contribuir para os sintomas observados em campo.

Palavras chaves: Citrullus lanatus; GRSV; Tospoviroses.



GENERAL ABSTRACT

Watermelon (Citrullus lanatus) is mainly cultivated in China, Turkey, Iran, and Brazil.
Diseases caused by viral species such as Cucumber mosaic virus (CMV), Watermelon mosaic
virus (WMV), and Zucchini yellow mosaic virus are considered economically important for the
watermelon crop. In 2015, the groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) was reported for
the first time in watermelon fields in Brazil, affecting productive areas in the state of S&o Paulo.
In 2020, watermelon plants showing symptoms of virus infection were found in fields in the
state of Rio Grande do Norte - Mossor6 and Ceard, Brazil. Therefore, this study aimed to
perform the diagnosis, biological and molecular characterization of GRSV and verify the
possibility of other viral infections in watermelon plants from the region of Mossor6 and Ceara.
Therefore, two data collections were investigated and sampled: one in January 2020 (96
samples) and another in January 2021 (33 samples), represented by a total of 129 leaf samples.
The collected samples were submitted to the following serological tests: immunoenzymatic
nitrocellulose assay (Dot-ELISA) and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) using
anti-GRSV (0781-DSMZ, Germany), anti-potyvirus (0573/1-DSMZ), and anti-TSWV (0106/3-
DSMZ) antibodies. Next, Nicotiana Benthamiana plants were mechanically inoculated and
symptomatic leaf samples were subsequently dried at 4° C and sent to the Leibniz Institute -
DSMZ for total RNA extraction and high-performance sequencing (HTS) by the Illumina
Nextera platform (1-2Gb, 2x301 bp). Host range studies were performed using the following
species: N. benthamiana, Nicandra physalodes, Physalis florida, Capsicum baccatum,
Capsicum annuum, Solanum lycopersicum — Solanaceae and Citrullus lanatus, Cucumis
anguria, Cucumis sativus — Cucurbitaceae. Each plant species was evaluated in experiments
with ten replications. For the molecular analysis, specific oligonucleotides were designed and
used in RT-PCR assays. With the generated reads the sequences corresponding to the S (3039
nt), M (4857 nt) and L (8882 nt) segments of the GRSV_RN isolate were assembled. Blastn
analysis using nucleotide sequences of the S, M and L segments revealed the highest identities
of 98.94%, 98.45%, 98.86%, respectively, with sequences of the GRSV isolate found in Piaui
state, deposited at NCBI (MK503848, MK503850, MK503849). Twenty-six watermelon leaf
samples from the second collection (January 2021) were tested via ACP-ELISA against GRSV
and potyvirus, of which 12 were positive for both viruses, characterizing the occurrence of
mixed infection. DAS-ELISA assays (anti-TSWV) revealed that 14 of 28 watermelon plants
were positive for TSWV. Moreover, watermelon (Crimson sweet) (6), N. benthamiana (1) and
N. physalodes (1) samples tested positive via RT-PCR for GRSV. Regarding the results of the
host range study, species of N. benthamiana; N. physalodes; C. annuum; S. lycopersicum; P.
florida and C. lanatus were susceptible to GRSV_RN, confirmed by Dot - ELISA tests.
Furthermore, the recombination analysis did not indicate significant recombination events
within GRSV sequences. Taken together, it was found that GRSV infects watermelon fields in
Mossoré and Ceard, and that probably mixed infections with other viral species may contribute
to the symptoms observed in the field.

Keywords: Citrullus lanatus; GRSV; Tospoviruses
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CAPITULO |

CARACTERIZACAO DO GROUNDNUT RINGSPOT ORTHOTOSPOVIRUS (GRSV)
EM AREAS PRODUTORAS DE MELANCIA DO RIO GRANDE DO NORTE E
CEARA

1.0 INTRODUCAO GERAL

1.1 A familia Cucurbitaceae

A familia Cucurbitaceae compreendida na ordem Cucurbitales estd amplamente
distribuida em todo o mundo, sendo composta por mais de 130 géneros e mais de 900 espécies
que sdo cultivadas em regides tropicais e subtropicais (BISOGNIN, 2002; JEFFREY, 1980;
SILVA, 2004). As espécies pertencentes a esta familia apresentam porte arbustivo ou herbaceo,
dividindo-se em plantas de ciclo vegetativo anual e plantas de ciclo vegetativo do tipo perene.
Suas caracteristicas morfologicas também incluem raizes fibrosas ou tuberosas, gavinhas
solitarias dispostas de forma simples ou ramificadas, com folhas estipuladas e alternadas. As
plantas podem ser classificadas como monoicas (andromondicas ou ginandromonoicas) (DIAS;
RESENDE, 2010) ou dioicas e suas flores classificadas como unissexuais e paniculadas
(SILVA, 2004; XU; CHANG, 2017).

O cultivo de cucurbitéceas esta presente na Africa, Américas, Asia e Europa (DANE;
LIU, 2007). No Brasil encontram-se relatados cerca de 30 géneros e 200 espécies que fazem
parte desta familia (HORA et al., 2018; SILVA, 2004). Espécies que foram domesticadas e
representam uma grande expressdo econémica no pais, como por exemplo, Cucumis melo
(mel&o), Cucumis sativus (pepino), Cucurbita pepo L. (abébora) e Citrullus lanatus (melancia),
sdo cultivadas mundialmente (ASSIS et al., 2012; HORA et al., 2018; SILVA, 2004; SOUSA
etal., 2019).

1.2 A cultura da melancia

A melancia (Citrullus lanatus L.) tem como centro de origem o continente Africano
(ASSIS, 1999; COSTA,; LEITE, 2007; FAO, 2020; ROCHA, 2010), e pode ser encontrada na
forma selvagem e cultivada comercialmente. A espécie selvagem Citrullus colocynthis é
considerada como sua ancestral (ASSIS, 1999; LI et al., 2016). A melancia é uma planta anual
de crescimento rasteiro, podendo seus ramos atingirem 4 a 5 m em espécies comerciais e até 10
m em espécies crioulas (ASSIS, 1999; DIAS et al., 2010). Os frutos possuem tamanhos e pesos
diferentes, e sdo encontrados com até 60 centimetros de comprimento (DIAS et al., 2010;
SOUSA et al., 2019) e peso que varia de 1 kg (CEAGESP, 2021) a 25 kg (NAYAK; GULL,
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2020). As condicOes predisponentes para 0 bom desenvolvimento e frutificagdo da planta
englobam temperaturas que variam entre 23 e 30° C, clima de ameno a quente, baixa umidade
relativa do ar e um fotoperiodo que possua dias com maior duracao, temperaturas mais elevadas
e noites quentes (CARVALHO, 1999; COSTA; LEITE, 2007; HODGES; LESTER, 2011,
PEREIRA et al., 2019).

A melancia foi introduzida no Brasil no século XVI e foi cultivada inicialmente por
indigenas (CORREA, 2010; HORA et al., 2018; TOMCHINSKY; MING, 2019). No mesmo
periodo passou a ser incluida na dieta alimentar brasileira, porém néo existem relatos cientificos
expressivos que descrevam as caracteristicas da fruta da época. Os relatos existentes apenas
mencionam a melancia de forma generalista, sendo a mesma comparada ao fruto do meldo
(MALLICK; MASSUI, 1986). Atualmente a melancia possui um grande destaque produtivo e
econdmico. Em 2018, a China, Turquia, Ird e o Brasil foram os maiores produtores mundiais
do fruto, respectivamente (FAO, 2020). Para 0 mesmo ano a area total de melancia plantada no
Brasil foi de 102.412 ha gerando uma producéo de 2.240.796 toneladas (t). Destacaram-se como
0s maiores produtores de melancia do Brasil os estados do Rio Grande do Norte (391.528 t),
Rio Grande do Sul (283.640 t), Sdo Paulo (281.647 t), Goias (241.684 t) e Tocantins (179.180
t) (IBGE, 2020).

Além do ambito de cultivo nacional, a melancia destaca-se por ser uma cultura de facil
manejo e de grande importancia para o Nordeste brasileiro, onde é plantada por pequenos e
grandes produtores (COSTA,; LEITE, 2007; DIAS; COSTA; FARIA, 1995). Seu custo
produtivo varia de baixo (producgéo familiar) a alto (cultivo tecnificado). Na regido Nordeste 0s
maiores produtores sdo: Rio Grande do Norte, Bahia e Pernambuco (IBGE, 2020). O Nordeste
é considerado o centro de diversidade das melancias no Brasil, com uma grande variabilidade
genética (DIAS et al., 2010; SILVA, 2004). No entanto, ressalta-se que mesmo sendo o
continente Africano o centro de sua origem e disseminacdo, as espécies que sdo cultivadas e
comercializadas atualmente no Brasil, em sua grande maioria, sdo cultivares hibridas
americanas e japonesas, como por exemplo, a Crimson Sweet, Congo, Charleston Gray,
Durlinda, Madera, Rubi AG-08, SP6 e Omaru Yamato. Essas cultivares apresentam maior
adaptabilidade as condicdes de cultivos do pais, apesar de possuirem uma grande
suscetibilidade a pragas e doencas (FERREIRA et al., 2003; SOUSA et al., 2019).

1.3 Problemas fitossanitarios
As espécies de melancia domesticadas e que sdo utilizadas no Brasil possuem propenséo
adoencas e pragas, sendo sujeitas aos mais diversos patdgenos e pragas (afideos, tripes, fungos,
virus, bactérias) (RODRIGUES, 2011). Estes desencadeiam variados sintomas nas plantas e
2



frutos causando-lhes podriddes, necroses, amarelecimentos, abortamentos florais e deformagéo
(MEDEIROS et al., 2015).

A utilizacdo de variedades que possuem algum nivel de resisténcia a doencas geralmente
é mais custosa ao produtor. Dentre as variedades cultivadas de melancia existem as que sdo
resistentes a doencas flngicas, como, por exemplo, as cultivares Charleston Gray com
resisténcia a antracnose e resisténcia moderada ao Fusarium oxysporum f. sp. niveum, ra¢a 0, a
cultivar rubi resistente a antracnose e a Crimson sweet resistente a antracnose e ao Fusarium
oxysporum f. sp. niveum, raca 0 (CARDOSO et al., 2001; DIAS et al., 2001; QUEIROZ, 2015).
Existem poucas variedades comerciais com resisténcia a viroses, entre elas podemos encontrar
a cultivar hibrida Explorer F1 que possui resisténcia as espécies Watermelon mosaic virus
(WMV) e Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) (AGRISTAR, 2013). Mesmo com essa
disponibilidade de variedades, ainda existe um alto nimero de problemas fitossanitarios e
consequentemente perdas ocasionadas pelos diversos fitopatogenos (LOPES; REIS; LIMA,
2008; TERAO et al., 2019). De acordo com Pereira (2012), as podriddes gomosas em melancia
podem causar perdas de até 40% na producao, caso haja uma concentracdo adequada do inéculo
no campo para o estabelecimento da doenca. Em geral, as fitoviroses provocam grandes
prejuizos (MEDEIROS et al., 2015; SOARES et al., 2016; SUMIDA, 2020; ULLMAN; CHO;
GERMAN, 1991), e estima-se uma perda monetaria anual que gira em torno de 30 bilhdes de
ddlares em um cenario mundial (CHAUHAN et al., 2019).

Os virus séo entidades biologicas que necessitam de um hospedeiro vivo para que seu
ciclo replicativo acontega, e possuem o tamanho que varia entre dezenas a centenas de
nandmetros. O genoma viral é composto de &cido nucleico podendo ser de DNA (&cido
desoxirribonucleico) ou RNA (&cido ribonucleico), e sdo cobertos por proteinas e em alguns
casos (ex. virus de plantas pertencente a ordem Bunyavirales) possuem uma camada lipidica
mais externa denominado envelope que é recoberto de glicoproteinas (BANDEA, 1983; HULL;
CENTRE, 2014; International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV, 2020; MEDEIROS
et al., 2015). Os virus sdo capazes de provocar inimeros danos a seus cultivos hospedeiros,
independente da fase de aquisi¢do (AGUIAR, 2013; RODRIGUES, 2011). Um exemplo disto
sdo os problemas ocasionados pelas tospoviroses. De acordo com Wangai et al. (2001),
agricultores relataram perdas no rendimento dos frutos de até 80% nas safras de tomate do ano
2000 em provincias do Quénia provocadas pela doenca vira-cabeca do tomateiro. Também foi
verificado na Turquia por Sevik e Arli-sokmen (2012) que o tomato spotted wilt virus (TSWV)
estudado experimentalmente causou uma reducdo de 42,1% no rendimento dos frutos e uma

reducdo de 95,5% no valor comercial dos mesmos.



Em relacdo a doencas virdticas em melancia, as infec¢cdes podem acarretar a redugao
de até 100% da produtividade (SOARES et al., 2016; SUMIDA, 2020). Por exemplo, a doenca
denominada declinio da videira, em plantas de melancia, que tem como agente causal o fitovirus
squash vein yellowing virus (SqVYV) assolou os cultivos da Florida entre os anos de 2004 e
2005 (BAKER; WEBB; ADKINS, 2008). De acordo com Kousik et al. (2012) as perdas
produtivas provocadas a safra de 2004 no cultivo variaram de 50% a 100%, sendo estimado
uma perda monetaria de mais de 60 milhdes de ddlares. A Tabela 1 abaixo demonstra as
espeécies virais (e seus respectivos géneros) que foram descritas associadas a cultura de melancia
ao redor do mundo.

Tabela 1 - Virus descritos associados a infec¢do na cultura da melancia.

ESPECIES GENEROS LITERATURA
Alfalfa mosaic virus (AMV) Alfamovirus ALI et al.,, 2012. NELSON;
WHEELER, 1976.
Bean pod mottle virus (BPMV) Comovirus ALl etal., 2012.

Citrullus lanatus cryptic virus (CiLCV)
Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV)
Cucumber mosaic virus (CMV)

Cucumber vein yellowing virus (CVYV)
Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYYV)

Cucurhbit chlorotic yellows virus (CCYV)

Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV)

Groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV)
Kyuri green mottle mosaic virus (KGMMV)
Melon necrotic spot virus

Melon severe mosaic orthotospovirus (MeSMV)
Melon yellow spot orthotospovirus (MYSV)
Moroccan watermelon mosaic virus (MWMV)
Papaya ringspot virus — strain W (PRSV-W)

Soybean mosaic virus (SMV)
Squash leaf curl virus (SLCuV)

Squash mosaic virus (SqMV)
Squash vein yellowing virus (SqVYV)

Tobacco curly shoot virus (ThCSV)
Tobacco ringspot virus (TRSV)

Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV)
Watermelon bud necrosis orthotospovirus (WBNV)

Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV)

Deltapartitivirus
Tobamovirus
Cucumovirus

Ipomovirus
Polerovirus

Crinivirus
Crinivirus

Orthotospovirus
Tobamovirus
Carmovirus
Orthotospovirus
Orthotospovirus
Potyvirus
Potyvirus

Potyvirus
Begomovirus

Comovirus
Ipomovirus

Begomovirus
Nepovirus

Orthotospovirus
Orthotospovirus

Begomovirus

SELA et al., 2013. XIN, 2017.
CHOI, 2001; WU et al., 2011.

LIMA; BARBOSA; AVILA,
1997; SILVEIRA, 2009.

BANANE]J et al., 2006.

Ali et al., 2012; BANANE] et
al., 2006.
GU etal., 2011.

BROWN et al.,
POLSTON et al., 2008.

LEAO et al., 2015.
TAN et al., 2000.
AVGELIS, 1989.
CIUFFO et al., 2009.
CHEN et al., 2008.
AROCHA et al., 2008.

GONSALVES et al.,
SILVEIRA, 2009.
ALl etal., 2012.

LAZAROWITZ,
1991.
LIMA; AMARAL, 1985.

ALl et al, 2012; EGEL;
ADKIN, 2007.
ZHAO et al., 2017.

ABDALLA etal., 2012; ALl et

2007;

2010;

LAZDINS,

al., 2012.
IWAKI et al., 1984.
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Continuacao da tabela 1

Watermelon green mottle mosaic virus (WGMMYV) Tobamovirus PITMAN et al., 2019.

Watermelon leaf mottle virus (WLMV) Potyvirus SA; HIEBERT; PURCIFULL,
2000.

Watermelon mosaic virus (WMV) Potyvirus SILVEIRA, 2009; WEBB;
SCOTT, 1965.

Watermelon silver mottle orthotospovirus (WSMoV)  Orthotospovirus ~ RAO; LIU; LI, 2011.

Zucchini green mottle mosaic virus (ZGMMV) Tobamovirus ALl et al., 2012.

Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus (ZLCV) Orthotospovirus LIMA; DIAS, 2014

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) Potyvirus ALl et al., 2012; SILVEIRA,
2009; VEGA; REZENDE;
YUKI, 1995,

Fonte: Adaptado de Quirino (2015).

Verifica-se que atualmente as doencas virais registradas em melancia no Brasil séo
ocasionadas por nove espécies diferentes (KITAJIMA, 2020; MAEDA et al., 2021). Sendo elas
relativas aos género/espécie e sua respectiva doenca: Potyvirus, Papaya ringspot virus - strain
W (PRSV-W) - virus da mancha anelar do mamoeiro (LIMA et al. 2012), Watermelon mosaic
virus (WMV) - virus do mosaico da melancia (WEBB; SCOTT, 1965), Zucchini yellow mosaic
virus (ZYMV) - virus do mosaico amarelo da abobrinha (LISA et al., 1981), Cucumber mosaic
virus (CMV) - virus do mosaico do pepino, (LIMA etal., 1997; YUKI et al., 2000) e as espécies
do género Orthotospovirus, o Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus (ZLCV) - virus da
clorose letal da abobrinha (NAGATA et al., 1998) e Groundnut ringspot orthotospovirus
(GRSV) - virus da mancha anelar do amendoim (KLESSER, 1966), Squash mosaic virus
(SgMV) - virus do mosaico da abdbora (LIMA; AMARAL, 1985) do género Comovirus,
watermelon crinkle leaf-associated virus 1 e watermelon crinkle leaf-associated virus 2 do
genéro Coguvirus (MAEDA et al., 2021).

Lima e Dias (2014) observaram que de uma amostragem de 477 plantas de melancia
analisadas, coletadas na regido de Goids, os seguintes virus foram encontrados: ZLCV (47%),
PRSV-W (25,7%), SqMV (6,6%), CMV (3,8%) e ZYMV (1,9%). Aguiar et al. (2013)
observaram que o CMV inoculado em plantas de melancia (variedade Crimson sweet)
apresentaram sintomas de mosaico em folhas e frutos, mudanca na coloracgao da polpa do fruto
(rosa-claro), reducdo de até 100% do peso frutos (comparagdo com testemunha), além de
diminuir o teor de solidos soluveis (°Brix) numa porcentagem que variou de 53,6 a 63,64
(respectivamente inoculadas 19 e 12 dias ap6s a emergéncia da planta). Os virus desencadeiam
em suas plantas hospedeiras sintomas morfoldgicos, histoldgicos e/ou fisiologicos, tais como
amarelecimento, encarquilhamento, mosaico das folhas, bolhosidade, manchas amareladas em
frutos, enfezamento e redugBes no tamanho das folhas e dos frutos (EVANGELISTA, 2012;
MEDEIROS et al., 2015). Alguns sintomas podem ser caracteristicos e correlacionados com



determinado género viral, como, por exemplo, a expressao de anéis clordticos em folhas e
necroses que sdo associados as tospoviroses e a expressdo de mosaicos, associados as
potyviroses. No entanto, esses sintomas também podem variar conforme a espécie viral
presente, hospedeiro e com a interagcdo com diferentes espécies virais, ou seja, em infecgdes
mistas (ALENCAR et al., 2012; FAJARDO; EIRAS; NICKEL, 2017).

2.0 GENERO POTYVIRUS

2.1 Caracterizagdo do género

Atualmente, a familia Potyviridae estd dividida em doze géneros: Arepavirus,
Bevemovirus, Brambyvirus, Bymovirus, Celavirus, Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus,
Potyvirus, Roymovirus, Rymovirus e Tritimovirus, que podem ser diferenciados em relacdo a
organizacdo genémica, a gama de hospedeiros, a espécie de inseto vetor e a origem filogenética
de cada género (ICTV, 2020). A maioria das espécies dos géneros da familia Potyviridae possui
0 genoma monopartido (possui 0 genoma constituido de um Gnico RNA), com excecdo das
espécies do género Bymovirus que sdo bipartidos, ou seja, possui dois segmentos de RNA, uma
ORF (quadro/fase de leitura aberta, Open Reading Frame) que codifica para oito proteinas
virais e outro segmento de RNA com uma ORF que codifica para duas proteinas (ADAMS;
ANTONIW; FAUQUET, 2005). A familia Potyviridae € considerada a maior e mais importante
familia de virus de plantas, sendo responsavel por cerca de 20% dos virus ja descritos (ADAMS;
ANTONIW; FAUQUET, 2005; ICTV, 2020; REVERS; GARCIA, 2015; RODRIGUES,
2011).

O maior e mais representativo género da familia é o Potyvirus, que € atualmente
formado por 190 espécies virais, e possui 0 Potato virus Y como a espécie tipo do género. Os
potyvirus possuem uma ampla gama de hospedeiros (como, por exemplo, infectam espécies das
familias botanicas Solanaceae, Fabaceae, Brassicaceae) e podem ser encontrados distribuidos
por todo o0 mundo (GADHAVE et al., 2020; MOURY; DESBIEZ, 2020). Conforme o relatorio
do ICTV (2018), os potyvirus possuem um virion filamentoso flexivel com cerca de 680 a 900
nm de comprimento e 11 a 13 nm de didmetro com simetria helicoidal (Figura 1). E um virus
de fita simples de RNA de senso positivo de cerca de 9,7 kilobases (Kb).

Segundo o ICTV (2020), alguns critérios devem ser analisados para a demarcagéo de
espécie do género Potyvirus: deve ser analisado a gama de hospedeiros e inseto vetor; e quando
comparada a uma sequéncia de referéncia (sequéncia ja estudada e disponibilizada), a
poliproteina completa deve apresentar identidade menor que 82% ao nivel de aminoéacidos e
menor que 76% ao nivel de identidade nucleotidica (ADAMS; ANTONIW; FAUQUET, 2005).

A proteina do revestimento (Coat Protein - CP) deve apresentar identidade de aminoacidos
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menor que 80% e menor que 76-77% ao nivel de nucleotideo e para outras regides codificadoras
a identidade nucleotidica individual varia, onde a P1 varia em torno de 58% e as demais regifes
entre 74% a 78% (ADAMS; ANTONIW; FAUQUET, 2005; ORILIO, 2007). Quando as
analises apontarem uma identidade menor que a estabelecida pelo género, considera-se como
uma nova especie viral.

Figura 1 - llustracdo esquemaética da particula de um potyvirus.

2

Fonte: Shukla; Ward (1989) (imagem A); Lima et al. (2001) (imagem B). Acido nucleico encapsidado pela
proteina CP formando uma ribonucleoproteina (A). Microscopia eletrénica da particula viral de potyvirus (B).

2.2 Expressao génica

O RNA viral dos potyvirus possuem em sua extremidade 5° ligado covalentemente uma
proteina viral denominada Viral Protein genome-linked (VPg) e em sua extremidade 3, uma
cauda poliadenilada (poli-A). O genoma possui uma ORF, que codifica para uma poliproteina.
As proteinas P1-Pro e HC-Pro sofrem autoclivagem, as demais sdo clivadas pela protease Nla-
pro gerando diferentes intermediarios e, finalmente, dez proteinas virais sdo produzidas do
genoma viral (VIRALZONE, 2021). A sequéncia da 3° UTR (untranslated region) é de
essencial importancia para o reconhecimento do RNA viral pelo complexo replicativo. A
poliproteina é clivada nas proteinas: P1-Pro (Proteina P1); HC-Pro (Helper Component-
Protease); P3 (Proteina P3); 6K1 (peptideo de 6 kDa-1); CI (proteina de incluséo cilindrica);
6K2 (peptideo 6-kDa-2); VPg (proteina viral ligado ao genoma); Nla-Pro (protease de inclusao
nuclear A); NIb (inclus@o nuclear B, RNA polimerase dependente de RNA); CP (Proteina
Capsidial, capsid), (ICTV, 2018; RODRIGUES, 2011; RODRIGUEZ-CEREZO; SHAW,
1991). Na regido de codificacdo da P3 existe uma ORF adicional sobreposta denominada de
PIPO (Pretty Interesting Potyvirus ORF) (VIJAYAPALANI et al., 2012). De acordo com
Olspert et al. (2015) a ORF PIPO é expressa como P3N-PIPO (proteina de movimento) sendo

a mesma considerada parte fusionada de uma proteina produzida pela mudanga de fase de
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leitura. Portanto, a adicdo de uma adenina (A) no motivo conservado GA (6-7) promove 0
deslizamento da RNA polimerase na regido de codificacdo da P3, originando o produto P3N-
PIPO (OLSPERT et al., 2015; RODAMILANS et al., 2015). A representacdo esquematica da
organizagdo gendmica dos potyvirus esta descrita na Figura 2.

Figura 2 - Representacao esquemaética da organizacdo do genoma de um potyvirus.

Poliproteina

— A@) 3 OH

B

@ A@m) 3 OH
6K1 6K

Fonte: Adaptado do ICTV (2018).

O genoma de fita simples de RNA (ssRNA) ¢ representado por uma linha e a poliproteina por uma caixa aberta
com 0s produtos proteoliticos maduros denominados. A VVPg , a proteina viral ligada ao genoma covalentemente
ligada ao nucleotideo terminal 5 ' é representada por um hexagono; P1-Pro (proteina 1 protease), uma proteina
com atividade proteolitica serina responsavel pela clivagem em sitios tipicamente por Tyr / Phe-Ser (O); HC-Pro,
uma proteina com atividade componente auxiliar da transmissdo do pulgéo e atividade proteolitica da cisteina
responsavel pela clivagem tipicamente Gly-Gly (4); P3 (proteina 3); PIPO; 6K (peptideo de 6 KDa); A (proteina
de inclusdo citoplasmatica); Nla-Pro (protease de inclusdo nuclear A), atividade proteolitica do tipo cisteina
responsavel pela clivagem em GIn / Glu- (Ser / Gly / Ala) (|); NIb (inclusdo nuclear B), RNA polimerase
dependente de RNA; CP (proteina capsidial). Os locais de clivagem de P1-Pro, (O), HC-Pro (4 e Nla-Pro () sdo
indicados.

¢

A Tabela 2 descreve as principais funcdes das proteinas virais (P1-Pro; HC-Pro; P3;
6K1; 6K2; VPg; Nla; NIb; CI; CP) que sdo expressas no processo replicativo dos potyvirus.

Tabela 2 - Proteinas virais expressas e suas respectivas fun¢es em potyvirus.

PROTEINAS FUNC}@ES LITERATURA
P1-Pro URCUQUI-INCHIMA;
e Exibe forte atividade de ligagdo ao RNA,; HAENNI; BERNARDI, 2001;
e Fator acessorio para a replicagdo do VERCHOT; CARRINGTON,
genoma viral, 1995.
e  Protease.
HC-Pro e Determinante de sintomatologia; MAIA; HAENNI; BERNARDI,
Movimento célula-a-célula; 1996;
e Supressora de silenciamento génico. PLISSON et al., 2003.
P3 o Amplificacdo viral, URCUQUI-INCHIMA;
Ligacdo com o complexo viral. HAENNI; BERNARDI, 2001.
6K1 e Replicacéo viral CUI; WANG, 2016.
6K2 e Replicacéo viral GONZALEZ et al., 2019.



Continuacao da tabela 2

VPg e Especificidade com hospedeiro; ESKELIN et al., 2011,
Replicacdo viral. KELLER et al., 1988.
Nla e Ciclo replicativo. VERCHOT; CARRINGTON,
1995.
NIb e Atividade de translocacdo nuclear Lletal., 1997;
e RNA dependente de RNA polimerase SHEN et al., 2020.
Ci e Atividade ATPase; CARRINGTON,; JENSEN;
e Passagem célula a célula (complexo SCHAAD, 1998;
proteina - RNA viral). DENG; WU; WANG, 2015.
CP e Especificidade do vetor (afideo); ANDREJEVA et al., 1999;
e Montagem viral; YAN et al., 2021.
e Movimento célula a célula e sistémico
P3N-PIPO e Movimento viral REVERS; GARCIA, 2015.

2.3 Transmissao

A transmissdo dos potyvirus pode ser feita mecanicamente (SALAS; LOPES;
FERERES, 2004), entretanto, o0 modo ndo-persistente de transmissao através de vetores,
afideos, como por exemplo por Aphis gossypii Glover, Myzus persicae (Sulzer), Aphis
craccivora Koch é o mais comum (ICTV, 2018; BLANCARD et al., 2012; SANTOS, 2010;
TAVARES, 2012). A transmissdo € considerada ndo-persistente quando o inseto vetor ndo se
mantém virulifero por longos periodos, apenas por alguns segundos ou minutos
(KALLESHWARASWAMY; KUMAR, 2008; PIRONE; PERRY, 2002). Os afideos ao se
alimentarem, com auxilio do estilete, perfuram a superficie da planta (fazendo a picada de
prova, nas células epidérmicas) (KALLESHWARASWAMY; KUMAR, 2008; SANTOS,
2010). Caso a planta esteja infectada as particulas virais presentes sdo introduzidas pelo canal
salivar do inseto e ao passar para proxima planta, fazendo novamente a picada de prova, as
particulas virais presentes em seu estilete sdo secretadas na nova planta, como mostra a Figura
3. Uma vez que as plantas sdo susceptiveis e o virus é transmitido, a doenga pode ocorrer
(HULL; CENTRE, 2014). Outra forma de transmissdo de alguns potyvirus é por sementes,
como por exemplo, as viroses causadas por ZYMV e WMV (REVERS; GARCIA, 2015;
SIMMONS et al., 2013).



Figura 3 - Processo de aquisicdo e transmissdo de potyvirus por afideos.

C

Fonte: Adaptado de GALLET et al. (2018). (A) Aquisigdo do virus em planta doente; (B) Transmisséo do virus
para planta sadia; (C) Sintoma de CABMV em planta de maracuja.

2.4 Sintomatologia

Apds o contato do inseto vetor virulifero com a planta hospedeira e estabelecimento da
doenga, observam-se alguns sintomas tais como: mosqueado, mosaico, clorose, necrose,
deformacéo foliar e de frutos, dentre outros sintomas (RAMOS; LIMA; GONCALVES, 2003).
Esses sintomas sdo comumente expressos em plantas hospedeiras das espécies de potyvirus,
como, por exemplo: PRSV-W; WMV e ZYMV (HALFELD-VIEIRA et al., 2004; RAMOS;
LIMA; GONCALVES, 2003; SANTOS, 2010). Além dos sintomas visiveis expressos pela
doenca, também € possivel observar sinais oriundos da agregacdo de particulas ou proteinas
virais, caracteristicos de infecg¢des por virus no citoplasma ou no nucleo (CHALAM et al.,
2020). Ao se analisar micrograficamente plantas infectadas por potyvirus é possivel visualizar
a presenca de sinais tais como: inclusGes citoplasméticas que sdo semelhantes & cata-ventos
(Figura 4) e inclusbes nucleares cristalinas (Figura 5) (EDWARDSON, 1966; WILSON;
GOODMAN; ISRAEL, 1976).
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Figura 4 - Inclusdes citoplasmaticas do tipo cata-vento indicadas pelas setas

< “ - . W R S
F"‘ .,‘. . /

. A

Fonte: Edwardson; Christie; Ko (1984) (imagem B); Lima et al. (2001) (imagem A). (A) Corpos de inclusdo do
tipo cata-vento, PRSV; B) Corpos de incluséo do tipo cata-vento, PVY.

No processo de expressdo dos potyvirus ocorre uma grande producdo dos produtos

génicos, onde algumas dessas proteinas se agregarem de modo subcelular e formam estruturas

estaveis (inclusdes) (HAJMORAD et al., 1996). Outro exemplo sdo as proteinas Nla e NIb que
formam as inclusdes nucleares cristalinas (NI) (LOPEZ-MOYA; GARCIA, 2008), sendo
observadas no nucleo do hospedeiro (KNUHTSEN; HIEBERT; PURCIFULL, 1974).

Figura 5 - Inclusdes nucleares cristalinas, induzidas por diferentes espécies de potyvirus.

Fonte: Knuhtsen; Hiebert; Purcifull (1974) (imagem B); Purcifull et al. (1998) (imagem A).
(A) Inclusdo nuclear cristalina (NI) induzida por PRSV-W em planta de melancia. (B) NI induzida por tobacco
etch virus (TEV) em planta de Datura stramonium L.
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3.0 GENERO ORTHOTOSPOVIRUS

3.1 Caracterizacao do género

O género Orthotospovirus, taxonomicamente renomeado em 2018 pelo ICTV esta
inserido na familia Tospoviridae e € composto atualmente por 26 espécies, entre estas a espécie
Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV), que é a espécie tipo do género e nomeia a familia
(ASSIS FILHO et al., 2005) e mais 25 espécies, sendo elas: Alstroemeria necrotic streak
orthotospovirus (ANSV), Alstroemeria yellow spot orthotospovirus (AYSV), Bean necrotic
mosaic orthotospovirus (BeNMV), Calla lily chlorotic spot orthotospovirus (CCSV),
Capsicum chlorosis orthotospovirus (CACV), Chrysanthemum stem necrosis orthotospovirus
(CSNV), Groundnut bud necrosis orthotospovirus (GBNV), Groundnut chlorotic fan spot
orthotospovirus (GCFSV), Groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV), Groundnut yellow
spot orthotospovirus (GYSV), Hippeastrum chlorotic ringspot orthotospovirus (HCRV),
Impatiens necrotic spot orthotospovirus (INSV), Iris yellow spot orthotospovirus (IYSV),
Melon severe mosaic orthotospovirus (MSMV), Melon yellow spot orthotospovirus (MYSV),
Mulberry vein banding associated orthotospovirus (MVBaV), Pepper chlorotic spot
orthotospovirus (PEPCSV), Polygonum ringspot orthotospovirus (POLRSV), Soybean vein
necrosis orthotospovirus (SVNV), Tomato chlorotic spot orthotospovirus (TCSV), Tomato
yellow ring orthotospovirus (ToYRSV), Tomato zonate spot orthotospovirus (TZSV) ,
Watermelon bud necrosis orthotospovirus (WBNV), Watermelon silver mottle orthotospovirus
(WSMoV), Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus (ZLCV) (ICTV, 2020).

O genoma viral € composto por fita simples de RNA (ssRNA) de senso negativo — onde
ambas as fitas (viral e viral complementar) de acido nucléico estdo envolvidas na codificacdo
de proteinas. Portanto, RNA’s subgendmicos sdo gerados e servem como RNA mensageiro
(MRNA) para codificacdo da proteina viral (NAGUYEN; HAENNI, 2003). O genoma ¢
trisegmentado dividindo-se em: RNA S (small) de cerca de 2,9 Kpb, RNA M (medium) de ~4,8
Kpb e RNA L (large) com ~8,9 Kpb (ICTV, 2020). As extremidades 5" e 3" de cada segmento
do genoma possui uma sequéncia de nucleotideos que sdo conservados, 5° (AGACGAAU) e 3°
(UCUGCUUA), e podem emparelhar para formar uma estrutura denominada panhandle (cabo
de panela) (HULL, 2002; FONTES, 2017). Entre as ORFs dos segmentos S e M existe uma
regido denominada regido intergénica, ricaem U (uracila) e A (adenina), que formam estruturas
secundarias conhecidas por hairpin (NIGAM; GARCIA-RUIZ, 2020).

A particula viral é pleomorfica e pode variar de 80 a 120 nm de didmetro. A particula
possui projecOes de glicoproteinas com tamanho de 5 a 10 nm e que estdo inseridas em um

envelope de camada lipidica com espessura de cerca de 5 nm (Figura 6). O envelope é
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geralmente proveniente de membranas celulares do complexo de Golgi, mas também podem
ser derivadas de membranas da superficie celular (ICTV, 2020). Os ribonucleocapsideos virais
(complexo de polimerase viral mais segmentos envoltos pela nucleoproteina N) possuem um
diametro aproximado de 2 a 2,5 nm e de 200 a 300 nm de comprimento (KIKKERT et al., 1999;
ICTV, 2020).

Figura 6 - llustracdo esquemaética da particula de um orthotospovirus.

~———» Glicoproteina (Gn e Gc)

» Polimerase (L)

————> Nucleocapsideo (N)

SEpmemeL ” — * Ribonucleocapsideo (RNP)

As glicoproteinas Gn e Ge podem ser observadas em amarelo e laranja formando dimeros e inseridas no envelope

da particula. Em verde esta representada a proteina N envolto aos RNA’s virais formando os ribonucleocapsideos
(RNP), e em cinza observa-se a RNA polimerase L. Fonte: Adaptado de VIRALZONE (2020).

O segmento de RNA S é responsavel pela codificagdo da proteina supressora de
silenciamento génico (NSs) e pela nucleoproteina (N). O segmento de RNA M codifica para a
proteina GP que é precursora das glicoproteinas Gc e Gn (glicoproteinas do envelope) e a
proteina de movimento (NSm), proteina ndo estrutural (KORMELINK et al., 1993). O
segmento de RNA L codifica a proteina L que possui alta massa molecular, e contém motivos
conservados de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). A proteina L é codificada pelo
MRNA viral complementar. Os RNA S e M partilham da estratégia de expressdo génica
ambisense. (Figura 7) (HULL; CENTRE, 2014; LEAO, 2015; WEBSTER et al., 2015).

3.2 Expresséo génica

O género Orthotospovirus possui a estratégia de expressao génica ambisense para o
RNA S e M e para 0 RNA L a expressdo génica e feita a partir da formacdo de uma fita
complementar (QUIRINO, 2015; VIRALZONE, 2020). O segmento de RNA L cujo genoma
tem polaridade negativa ndo € traduzido diretamente, sendo necessaria uma etapa transcricional
para formagdo de um RNA complementar positivo, que servira como mRNA e codifica a
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proteina L (RdRp) (HAAN et al., 1991). A fita complementar positiva também servira de molde
para sintese de novas fitas virais negativas. O segmento de RNA S codifica a proteina N (RNA
sentido viral complementar) e NSs (RNA sentido viral); o segmento de RNA M codifica a
proteina GP, que posteriormente entra em processo de clivagem co-traducional gerando as
glicoproteinas Gc e Gn (RNA sentido viral complementar) e NSm (RNA sentido viral)
(SCHMALJOHN; PATTERSON, 1990; LAW; SPECK; MOYER, 1992; VIRALZONE, 2020).

Os virus de RNA negativos também compartilham da estratégia transcricional
denominada cap-snatching. Para este processo trés passos sdo necessarios: inicialmente a RdRp
viral liga-se a estrutura cap-1 ou cap-2 metilada do mMRNA do hospedeiro, e a jusante da mesma,
faz-se a clivagem endonucleolitica do mRNA (15 - 20 nt), gerando um RNA curto que é
encapsulado e posteriormente utilizado como um primer gue iniciara a sintese de mMRNA viral
pelo RdRp (DECROLY et al., 2012; DUIJSINGS; KORMELINK; GOLDBACH, 2008).

Figura 7 - Estratégia de expressao do genoma de um orthotospovirus.

Segmento S (2,9 kb) Segmento M (4,8 kb)
N mRNA . Clivado pela protease do hospedeiro
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I Replicacao

v¢cRNA §° - L ORF >3'

Os cddigos na imagem representam: VRNA = RNA sentido viral; vcRNA = RNA sentido viral complementar. No
segmento S: N = proteina do nucleocapsideo; NSs = proteina supressora de silenciamento génico. No segmento
M: Gc e Gn = glicoproteinas; NSm = proteina de movimento. No segmento L: L = RNA polimerase viral. Os

segmentos destacados na regido 5’ de cada transcrito representam a sequéncia cap (quepe) adquirida durante o
processo de cap-snatching. Fonte: Adaptado de VIRALZONE (2020).

A replicacdo e a montagem do virion pode ocorrer tanto no citoplasma das plantas
hospedeiras quanto no inseto vetor (ASSIS FILHO et al., 2005; GRAY; BANERJEE, 1999). O
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primeiro processo na replicacdo serd a desnudacao viral. Exposto o &cido nucleico, a polimerase
associada ao segmento L inicia uma transcricdo que origina fitas de RNA complementares
(GUU; ZHENG; TAO, 2012). Ocorre a sintese e encapsidacdo de RNA complementares que
servirdo de moldes para a sintese de RNA genémico, e replicacdo do genoma. Posteriormente
ocorre a sintese de mMRNA pela estratégia de transcricdo ambisense (SUN et al. 2018). Os
segmentos S e M possuem polaridade ambisense, e a sua transcricdo gera mMRNAS
subgenémicos (GEERTS-DIMITRIADOU et al., 2012; SCHMALJOHN; PATTERSON,
1990). Os mRNAs subgendmicos adquirem uma sequéncia ‘cap’ através do processo de cap-
snatching e sdo traduzidos formando as proteinas (Kormelink et al., 1992). Schmaljohn e
Patterson (1990) sugerem que o mMRNA do segmento L e S séo traduzidos por ribossomos livres
e 0s MRNAs do segmento M sdo traduzidos pelos ribossomos ligados a membrana celular. A
glicosilacdo das proteinas do envelope ocorre quando recém traduzidas. A proteina GP é clivada
por co-traducdo originando as glicoproteinas Gc e Gn. As glicoproteinas sdo translocadas e
acumuladas no complexo de Golgi onde s&o montadas (SUN et al., 2018). As
ribonucleoproteinas (RNPs) sdo cobertas por pilhas inteiras de Golgi, originando particulas de
virus com envelope duplo que se fundem entre elas e também com o reticulo endoplasmatico.
Posteriormente ocorre a liberacdo dos virions maduros (HULL, 2002; LIMA, 2015;
SCHMALJOHN; PATTERSON, 1990). A Tabela 3 mostra as proteinas virais que sao
expressas pelos orthotospovirus.

Tabela 3 - Proteinas virais expressas e suas respectivas funcdes do género Orthotospovirus.

PROTEINA FUNCAO LITERATURA

N Envolve os produtos do RNA,; MIR; PANGANIBAN,
Forma o nucleocapsideo ribonucleoproteico; 2006.

NSs Supressora de silenciamento génico. TAKEDA et al., 2002.

GP Especificidade com o vetor; CIFUENTES-MUNOZ;
Fixacdo viral (ligam a particula viral aos receptoresda SALAZAR-QUIROZ;
superficie celular); TISCHLER, 2014.
fusdo celular virus-membrana. SHI et al., 2010.

NSm Movimento célula a célula; LEASTRO, 2015.
Determinante de aviruléncia.

L Auxilia na nuclease; HAAN et al., 1991.

Replicase e transcriptase

Cada proteina que é transcrita e traduzida expressa um papel importante no processo de
replicacdo viral, onde a falta de qualquer elemento impossibilita a montagem do virion
(particula viral completa e infeciosa) (BANDEA, 1983).

3.3 Transmisséo
Os orthotospovirus séo transmitidos de maneira circulativa propagativa por insetos

pertencentes a ordem Thysanoptera que sédo popularmente conhecidos como tripes (FONTES,
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2017; LEAO, 2015; ROTENBERG et al., 2015). Existem mais de 5000 espécies de tripes
conhecidas, entretanto, apenas 14 espécies sdo conhecidas como vetores transmissores de
orthotospovirus, existindo marcada coevolucédo na especificidade da transmissao entre os virus
e a espécie vetor (WHITFIELD; ULLMAN; GERMAN, 2005; PAPPU; JONES; JAIN, 2009,
RILEY etal., 2011). A Tabela 4 mostra as espécies de vetores associadas a tospoviroses.

Tabela 4 - Espécies virais e vetores da ordem Thysanoptera associados a orthotospovirus.

ESPECIES VIRAIS

ESPECIE VETORES

REFERENCIAS

Alstroemeria necrotic streak orthotospovirus

Alstroemeria yellow spot orthotospovirus

Bean necrotic mosaic orthotospovirus
Calla lily chlorotic spot orthotospovirus

Capsicum chlorosis orthotospovirus

Chrysanthemum stem necrosis
orthotospovirus
Groundnut bud necrosis orthotospovirus

Groundnut chlorotic fan spot orthotospovirus

Groundnut ringspot orthotospovirus

Groundnut yellow spot orthotospovirus

Hippeastrum chlorotic ringspot
orthotospovirus
Impatiens necrotic spot orthotospovirus

Iris yellow spot orthotospovirus

Melon severe mosaic orthotospovirus
Melon yellow spot orthotospovirus

Mulberry vein banding associated
orthotospovirus
Pepper chlorotic spot orthotospovirus

Polygonum ringspot orthotospovirus

Soybean vein necrosis orthotospovirus
Tomato chlorotic spot orthotospovirus

Tomato spotted wilt orthotospovirus

Frankliniella occidentalis
Thrips tabaci

Desconhecido
Thrips palmi

Ceratothripoides
claratris, T. palmi

F. occidentalis,
Frankliniella schultzei
T. palmi, F. schultzei,

Scirtothrips dorsalis

F. occidentalis, F.
schultzei, Frankliniella
intonosa

Scirtothrips dorsalis

Taeniothrips eucharii

F. occidentalis, F.
schultzei, F. intonosa

T. tabaci, F. occidentalis

Desconhecido
T. palmi

Desconhecido

Desconhecido
Dictyothrips betae

Frankliniella Fusca
Frankliniella tritici

F. occidentalis, F.
schultzei, F. intonosa

Frankliniella cephalica, F.
occidentalis, F. schultzei,
F. intonosa, Frankliniella
bispinosa, F. fusca, T.
tabaci

HASSANI-MEHRABAN
et al., 2010.
HASSANI-MEHRABAN
et al. 2019.

CHEN et al., 2012;
CHEN, et al., 2005;
RILEY etal., 2011.
PREMACHANDRA et
al., 2005.

NAGATA; AVILA,
2000.

WIIKAMP et al., 1996.

OLIVEIRA, 2011

CHEN et al., 2019;
OLIVEIRA, 2011,
NAGATA et al., 2004.
OLIVEIRA, 2011.

XU et al., 2017.

ALMASI, M. A;
ALMASI, G., 2018;
ZHAO; ROSA, 2020.
DIAZ-MONTANO et al.,
2011;

DOEDERLEIN; SITES,
1993.

ADACHI-FUKUNAGA,;
TOMITAKA,; SAKURAI,
2020.

CIUFFO et al., 2010;
RILEY etal., 2011.
HAN et al., 2019.

NAGATA et al., 2004.

NAGATA et al., 2004;
OHNISHI et al., 2006;
RILEY etal., 2011,
WIIKAMP et al., 1996.
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Tomato yellow ring orthotospovirus

Tomato zonate spot orthotospovirus
Watermelon bud necrosis orthotospovirus
Watermelon silver mottle orthotospovirus

F. occidentalis, T. tabaci

F. occidentalis
T. palmi
T. palmi

Continuacao da tabela 4

MORTAZAVI,
ALEOSFOOR; MINAEI,
2013.

ZHENG, X. et al., 2019.

OLKAR et al., 2018.
MOU et al., 2021.

Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus Frankliniella zucchini NAKAHARA,

MONTEIRO, 1999.

Dentre as 14 espécies transmissoras de orthotospovirus (ROTENBERGE et al., 2015),
especialmente trés sdo relacionados a transmissao de virus a cultura da melancia: Thrips tabaci,
T. palmi e Frankliniella schultzei (COSTA et al., 2014; QUEIROZ, 2015). O tripes, para cultura
da melancia, é considerado uma praga potencial, ou seja, de ocorréncia esporadica, regional e
de baixa densidade populacional e tem o potencial de causar prejuizos econdmicos,
especialmente por ser vetor de virus, e causar danos em partes florais e tecido da planta (LEAO,
2015; NAGATA et al., 2002; WHITFIELD; ULLMAN; GERMAN, 2005). No Brasil, F.
schultzei foi encontrado na cultura de melancia cultivada no Rio Grande do Norte e em Séo
Paulo (LEAO, 2015; QUEIROZ, 2015). A Figura 8 mostra uma visao inferior e outra superior
de Frankliniella sp. coletada em campos de melancia em Mossoro.

Figura 8 - Frankliniella sp. (Thysanoptera) associado a plantas de melancias em areas
produtivas do Rio Grande do Norte.

vista inferior vista superior

Fonte: Registrada pela autora.
A imagem acima representa a vista inferior e superior de Thysanoptera encontrado em plantas de melancias com
sintomas virais.
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O ciclo de vida dos tripes esta dividido em seis fases das quais seguem: ovo, primeiro
instar, segundo instar, pre-pupa, pupa e inseto adulto (RODRIGUES, 2011). De acordo com
Rotenberg et al. (2015), insetos adultos ndo se tornam viruliferos. A aquisicdo dos virus ocorre
apenas em estadios larvais e a transmissdo do mesmao se inicia ap0s o estadio de segundo instar
(RODRIGUES, 2011; ROTENBERG et al., 2015). Essa aquisi¢do é permitida pela presenca
das glicoproteinas (Gn e Gc) presentes no envelope viral que conferem a especificidade do
virus-vetor (MORITZ; KUMM; MOUND, 2004). Os tripes possuem trés segmentos de
intestino: intestino anterior; médio que é dividido em trés por¢6es (mgl; mg2; mg3) e posterior.
Uma vez adquirida o virion pelo inseto vetor no estadio de instar, o virus comeca a replicar na
porcdo mgl do intestino médio. Na fase de primeiro instar ocorre a replicacdo no epitélio na
porcdo mgl e posteriormente a replicacdo ocorre em fibras musculares. No segundo estagio
larval, a replicacdo ocorre em células epiteliais nas por¢cdes mgl e mg3 do intestino médio e
também passa a ser replicada nas células musculares do intestino anterior (ASSIS FILHO et al.,
2002).

3.4 Sintomatologia

Uma vez que o principal modo de transmisséo dos orthotospovirus é através do inseto
vetor tripes, a gama de hospedeiros deste género torna-se intrinsecamente relacionada com as
culturas de alimentacdo, como por exemplo, alface, tomate, piment&o, cebola, melancia, dentre
outras (AGRIOS, 2005; OLIVER; WHITFIELD, 2016; RILEY et al., 2011). Um exemplo de
membro do género com uma ampla gama de hospedeiros ¢ o TSWV. Um levantamento
desenvolvido por Parrella et al. (2003) mostrou que ha pelo menos 1090 espécies de plantas
suscetiveis ao virus. Os sintomas podem variar de acordo com o 6rgdo atingido, idade e tipo de
hospedeiro. No entanto, os sintomas mais caracteristicos de fitoviroses sdo: a reducdo do
crescimento da planta ou fruto com a ocorréncia de manchas que inicialmente podem ser
cloréticas que se estendem a necroses nas folhas, manchas que apresentam formato de anéis
conceéntricos e também o bronzeamento em caules, hastes e folhas (Figura 9) (AGRIOS, 2005;
FONTES, 2017; ZHENG et al., 2020).
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Figura 9 - Sintomas de orthotospovirus.
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Fonte: Pavan et al. (2018) (c, d, €); préprio autor (2021) (a, b).
Na figura 9 podemos ver os sintomas de GRSV em folhas (a) e frutos (b) de melancia. Sintomas de TSWV em
folhas de tomate (c); ZYMYV em folha e fruto melancia (d); orthotospovirus em fruto de pimentéo (e).

Os primeiros sintomas de infeccdo por orthotospovirus na planta se iniciam geralmente
de 7 a 10 dias apds o contato com inseto vetor virulifero ou agente transmissor, e tornam-se
sistémicos entre os 15 e 20 dias apés infeccdo (SUDEEP et al., 2012). De uma maneira geral,
ndo se faz o diagndstico de uma doenca viral apenas pelos sintomas morfol6gicos observados,
sendo necessario a utilizacdo de testes sorolégicos e/ou moleculares para realizar a diagnose e
caracterizagdo viral. Os critérios de delimitacdo de espécie devem ser observados quando se
trabalha com possiveis espécies novas (DALLAGNOL, 2018). Para a delimitacdo de espécie
viral dos orthotospovirus os critérios sdo: a morfologia das particulas, organizacédo do genoma,
especificidade do vetor, variedade de hospedeiros, a relacdo soroldgica de anticorpos
policlonais produzidos contra a proteina N e a identidade nucleotidica da sequéncia de
aminoéacidos (aa) da proteina N, que deve ser menor que 90% quando comparada com outras
sequéncias virais (ZHENG et al., 2020, ICTV, 2020).
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4.0 DETECC}AO VIRAL E SEQUENCIAMENTO DE ALTO RENDIMENTO
4.1 ldentificacdo das viroses

4.1.1 Ensaio de imunoabsorg¢éo enzimatica em membrana de nitrocelulose (nitrocellulose
enzyme immunoassays - Dot-ELISA)

O Dot-blot nitrocellulose enzyme immunoassays (Dot-ELISA) é uma técnica de
imunoensaio amplamente conhecida que oferece rapidez para triagem de amostras. Esta técnica
permite a deteccdo de proteinas virais (NADALA; LOH, 2000). A técnica utiliza uma
membrana de nitrocelulose que interage com proteinas alvo (se ligam fisico-quimicamente)
possivelmente pela natureza hidrofébica da mesma (OSS-VAN; GOOD; CHAUDHURY,
1987). Nesta técnica, amostras sdo maceradas e adicionadas a membrana, permitindo a
secagem, que € posteriormente blogueada, lavada com tampdo de lavagem e coberta por
anticorpos especificos para deteccdo de antigenos. O resultado da interacdo pode ser obtido

através de colorimetria para deteccdo de antigenos (STOTT, 1989).

4.1.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

A técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) é uma técnica que possui
alta sensibilidade, possibilitando detectar a presenca viral em baixas concentracdes, de 1 a 10
ng/ml, e permite o teste de véarias amostras simultaneamente (CLARK; LISTER; BAR-
JOSEPH, 1986; VOLEER et al., 1976). Nestes testes sdo utilizados antigenos-anticorpos que
interagem entre si especificamente. O teste de ELISA possui diversas variaces sendo elas:
ELISA simples/direto; ELISA indireto; ELISA competitivo e ELISA sanduiche (Figura 10),

sendo a ultima mais especifica, por utilizar dois anticorpos (REEN, 1994).

Figura 10 - Representacdo esquematica das variacfes de ELISA existentes.

@ -anfigeno substrato
L -enaima substrato ( :
* substrato + enzima=reacao de cor
substrato . ;Jhu substrato
( JL antmorpo antigeno W
8, secundario |n|b|d0r
antin::lc:Ir;::n::a‘II ' v
primario N\ / anticorpo .'
[ ) - de captura -

ELISA direto ELISA indireto ELISA sanduiche  ELISA de competicao

Fonte: PENSABIO (2021). As esferas em azul escuro representam o antigeno (produto reconhecido por um
anticorpo, ex. virus). As esferas em azul claro representam o substrato. As esferas em vermelho representam o
antigeno inibidor. As esferas em verde representam as enzimas que marcam o anticorpo e junto com o substrato
conferem a reacao de coloragdo. A forma de Y invertido na coloracéo laranja representa o anticorpo (proteina
especifica capaz de reagir com o antigeno) primario. A forma de Y invertido na coloragdo azul representa o
anticorpo secundario. A forma de Y na coloracéo roxa representa o anticorpo de captura.
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O teste é realizado em placas de 96 poc¢os. No teste de ELISA do tipo direto, 0 antigeno
é imobilizado diretamente no fundo da placa e é detectado através de um anticorpo primario
especifico ja conjugado com um emissor de fluorescéncia. A ELISA indireta é semelhante ao
direto, entretanto, utilizam-se dois anticorpos no processo, sendo o segundo marcado para a
deteccdo (VITRAL, 2021). No ELISA do tipo sanduiche o anticorpo de captura (primério) é
adsorvido na placa, e posteriormente adiciona-se a amostra a ser analisada permitindo que o
antigeno se ligue ao anticorpo, entdo, adiciona-se o0 anticorpo secundario marcado ou um
anticorpo secundario e terciario marcado. No ELISA de competicdo um antigeno marcado
competird com um antigeno alvo e quanto mais fraca for a reagdo de coloragdo, maior a
quantidade de antigeno alvo (PENSABIO, 2021).

4.2 Extracdo de acido nucleico (RNA)

Para a extracao total de &cidos nucleicos pode-se utilizar tecidos frescos e/ou, no caso
insetos, tecidos conservados em alcool 70% ou outros conservantes (OLIVEIRA et al., 2002,
PARK; SASIK; REYA, 2017). O melhor método deve ser escolhido conforme o material a ser
utilizado, tendo em vista que hd materiais com excesso de polissacarideos ou compostos
fendlicos, fatores que podem levar ao comprometimento da extragdo, principalmente em
extracdes de RNA, visto que o mesmo é facilmente degradado (GOUVEIA et al., 2011, PARK;
SASIK; REYA, 2017). Geralmente, a extracao do acido nucleico é dividida em duas etapas: a
primeira etapa € definida pela lise celular, ou seja, ocorre o rompimento de membranas, parede
celular e organelas. Essa lise pode ser realizada de forma mecanica (exemplo:
Congelamento/descongelamento; maceracdo) ou por métodos quimicos (exemplo: Dodecil
sulfato de sddio — SDS; Triton X-100 (C14H220(C2H40) n)) (EMAUS et al., 2020). A segunda
etapa contém passos de extracdo e deteccdo. Nesta etapa € utilizado um solvente imiscivel
(fenol-cloroférmio) que concentra os analitos e separa a amostra em duas fases, uma inferior
hidrofébica e outra superior hidrofilica. A parte superior (sobrenadante) contém o &cido
nucléico, que é recolhido e precipitado, e, posteriormente lavado e solubilizado por exemplo
em agua estéril (TAN; YIAP, 2009). Para tanto, existem diversos protocolos disponiveis e com
metodologias diferentes para extracdo de RNA de alta qualidade como, por exemplo: extracéo
pelo método CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) (CHANG; PURYEAR; CAIRNEY,
1993); TRIZOL (SIMMS; CIZDZIEL; CHOMCZYNSKI, 1993) e extracdo através de Kits
como, por exemplo, o kit RNeasy Plant Mini Kit da Qiagen (EUA), kits da Zymo Research
(CA, EUA), entre outros.
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4.2.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase chain reaction - PCR)

Diversas técnicas sdo constantemente utilizadas em analises moleculares, sendo a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) uma delas. A PCR € uma técnica desenvolvida para
amplificacdo in vitro de DNA ou RNA por Reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR), caracterizada pela amplificacdo exponencial de fragmentos de DNA, onde o produto
gerado pode ser utilizado para andlises de deteccdo/sequenciamento de espécies (SANTOS,
2004). Um passo é adicionado a técnica quando a amplificacéo € a partir de modelos de RNA,
pois é necessario que haja a sintese de cONA (DNA sintetizado a partir de uma molécula de
RNA mensageiro) (BACHMAN, 2013). Para a sintese de cDNA utiliza-se a enzima
transcriptase reversa que € uma DNA polimerase dependente de RNA (FARKAS; HOLLAND,
2009). Também sdo utilizados desoxirribonucleotideos fosfatados (DNTPs), DL-ditiotreitol
(DTT), solucdo tampdo, inibidores de RNase e agua contendo dietilpirocarbonato (DEPC)
(GOUVEIA et al., 2011). O cDNA é utilizado como molde na RT-PCR (MARMIROLI;
MAESTRI, 2007). O esquema na Figura 11 representa as etapas da RT - PCR.

Figura 11 - Representacdo esquematica de uma RT-PCR realizado a partir da fita modelo de
RNA.
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Fonte: adaptado de SANTOS, 2004.

A PCR ¢ preparada em um microtubo, onde é feita uma mistura de agua, tampdes,
primers, enzimas e acido nucléico extraido da amostra a ser testada (DNA ou cDNA). Essa
mistura é colocada em um termociclador que inicia a rea¢do dividindo-a em trés etapas: (i)
desnaturacdo (abertura da fita dupla de DNA ou desnaturacdo da fita simples de cDNA), (ii)
anelamento (associagdo dos primers com a fita de DNA ou cDNA e determinam a regido de
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amplificacdo de interesse) e (iii) extensdo (ocorre a sintese de novas fitas de DNA). O processo
é repetido e ocorre 0 aumento exponencial da quantidade de fragmentos gerados
(SCHOCHETMAN; OU; JONES, 1988).

4.3 Sequenciamento Sanger

A técnica de sequenciamento Sanger ou método de terminacdo de cadeia foi
desenvolvida em 1977 por Frederik Sanger e seus colaboradores, baseando-se na determinacéo
de sequéncia de nucleotideos de um fragmento de DNA, que pode ter o comprimento de 100 a
1000 pares de bases. Esta técnica é considerada de primeira geracao, ou seja, faz parte da
tecnologia inicial desenvolvida para sequenciamento de DNA (GRADA; WEINBRECHT,
2013; ZIMMERMANN et al., 1988). Atualmente o sequenciamento Sanger ainda € utilizado
em analises gendmicas por pesquisadores para validar resultados de sequenciamento em massa
High-Throughput Sequencing - HTS (BECK; MULLIKIN; BIESECKER, 2016).

O processo da reagédo se inicia com a desnaturacdo da fita dupla de DNA. Uma vez
desnaturado o DNA, este torna-se em fita simples. A esta reacdo sdo adicionados
oligonucleotideos; alongadores de cadeia (dNTPs, trifosfatos de desoxinucleotideos) que se
ancoram de forma complementar & fita molde (estendem a fita), usando os nucleotideos:
arginina (A), citosina (C), guanina (G), tirosina (T) e trifosfatos didesoxinucleotidicos de
terminacdo de cadeia — ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977). Este alongamento continua até que um ddNTP seja adicionado a fita
gerando fragmentos de diferentes tamanhos. Os ddNTPs possuem um marcador fluorescente e
cada nucleotideo ligado ao ddNTP possui uma fluorescéncia diferente (por exemplo: A — verde,
C —azul, G — amarela, T — vermelho), sendo os fragmentos marcados separados por meio de
eletroforese (GOMES; KORF, 2018). A leitura dessas sequéncias € feita com uma maquina
automatizada, capaz de identificar a base inserida pela analise computacional (FIETTO;
MACIEL, 2015) como pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12 - Representagdo do método de Sanger automatizado.
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Inicialmente ocorre a desnaturacdo da dupla fita seguido do alongamento da fita simples de DNA feita
por oligonucleotideos e alongadores de cadeia. Os fragmentos de DNA sintetizados sdo lidos por meio
de um sistema de eletroinjegdo. A fluorescéncia emitida € registrada e transferida a um computador com
software capaz de converter a fluorescéncia em um cromatograma. O mesmo, posteriormente é
decodificado na sequéncia de nucleotideos do fragmento. Fonte: Fietto; Maciel (2015).
4.4 Sequenciamento de alto rendimento — HTS

O Sequenciamento de alto rendimento (HTS) ou Sequenciamento de Gltima geragdo ou
de alto rendimento (NGS, Next Generation sequencing) sdo termos utilizados para descrever a
tecnologia para sequenciamento rapido de DNA e RNA (NKRUMAH-ELIE; REISDORPH,
2018). Atraves dessa tecnologia é possivel realizar o sequenciamento de genomas completos e
em larga escala. O HTS ¢€ realizado com a utilizacdo de plataformas que s@o capazes de gerar
milhdes de dados (informacbes em pares de base) e estas sdo utilizadas em andlises de
bioinformética visando por exemplo a montagem de genomas (FRELLSEN; MENZEL;
KROGH, 2014). A tecnologia passou a ser utilizada em 2005 (Neoprospecta, 2016). As
plataformas da segunda geragdo incluem as plataformas 454 FLX (Roche, EUA) e Solexa
(llumina Inc., EUA). Atualmente os sequenciamentos do tipo lllumina se destacaram na anélise
de dados (CARVALHO; SILVA, 2010).

A tecnologia de sequenciamento do tipo 454 FLX é dividida em trés etapas, sendo: (i)
0 preparo da amostra; (i) a PCR em emulsdo; e ultima etapa (iii) o sequenciamento.
Inicialmente 0 DNA é fragmentado e a esses fragmentos séo incorporados a adaptadores, cada
se ligando a uma extremidade do fragmento. Apos ligados, os fragmentos sé@o desnaturados
(TRACHTENBERG; HOLCOMB, 2013). Os adaptadores permitirdo que os fragmentos sejam
separados para formagdo da biblioteca e posteriormente as microesferas magnéticas (beads),
(que possuem sequéncias que pareiam com o adaptador) capturam o fragmento de DNA
carregado pelo mesmo e sdo colocados em uma solucdo emulséo (dgua e Gleo). A partir da
emulsdo é realizada a PCR em emulséo e cada microesfera dara origem a milhares de copias de

moléculas idénticas (FIETTO; MACIEL, 2015). Na etapa de sequenciamento, cada bead sera
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capturado individualmente em pocos do suporte de sequenciamento e a estes serdo adicionados
reagentes (como por exemplo a DNA polimerase, luciferases, sulfurilase, entre outros). O
processo é chamado de pirosequenciamento. A cada pogo € incorporado um nucleotideo
diferente, onde ocorre a liberacdo do pirofosfato que sera utilizado pela luciferase e producao
de luz. Este € registrado em um pirograma, e, posteriormente decodificado por softwares
especificos (FIETTO; MACIEL, 2015; GUPTA; GUPTA, 2020).

O sequenciamento do tipo lllumina pode ser realizado por algumas plataformas tais
como por exemplo, o HiSeq e MiSeq. O processo é dividido em quatro etapas: a primeira é a
preparacdo da biblioteca. Nesta etapa ocorre a fragmentacéo (aleatéria) do DNA ou cDNA e
adaptadores de oligonucleotideos sao adicionadas as extremidades 5" e 3" (ILLUMINA, 2021).
Posteriormente ocorre a formacdo de clusters de sequenciamento. Nesta etapa uma das
extremidades do fragmento com adaptador é ligado a um “flow cell” ocorrendo a imobilizagao
e hibridizacéo desses fragmentos devido a densa camada de primers ligada ao flow cell, e em
seguida, nucleotideos ndo marcados serdo incorporados de forma complementar ao fragmento,
dando origem a amplificacdo em ponte (FIETTO; MACIEL, 2015; LIU et al., 2010). Essa fita
gerada serd novamente desnaturada e o ciclo novamente é repetido até completar cerca de 35
ciclos (FIETTO; MACIEL, 2015). Uma vez que os clusters sdo formados se inicia a etapa de
sequenciamento, onde ocorrera a adi¢do de terminadores reversiveis de didesoxinucleotideos
marcados com fluoroforos (ILLUMINA, 2021). As plataformas Illumina sdo capazes de gerar
sequéncias de 100 a 300 pb permitindo uma grande economia de tempo e custo por base
(AMARAL, 2019; CARVALHO; SILVA, 2010). Conforme Martins (2016) e KEHOE et al.
(2014), o sequenciamento € uma técnica marcante, pois, propiciou o avanc¢o da identificacdo e
descoberta de novos genomas virais. Atualmente o0 HTS é comumente utilizado em diversos
paises para a diagnose viral, e para a obtencdo de genomas completos de virus de plantas, de
maneira relativamente rapida, sem a necessidade de informacgdes prévias da sequéncia do
genoma (ADAMS et al., 2009). De acordo com Pecman et al., em 2017, com o sequenciamento
HTS de nove amostras de diferentes plantas (Brassica oleracea, Nicotiana tabacum, Solanum
lycopersicum, dentre outras), foi possivel detectar a presenca de doze virus e trés espécies de
viroide sendo uma entre as espécies virais considerada putativamente como nova espécie -
cabbage cytorhabdovirus 1, do género Cytorhabdovirus. Outra nova espécie viral descoberta
por HTS foi a Alstroemeria yellow spot virus (AYSV), um orthotospovirus, que tem como
hospedeira plantas de alstroemeria (HASSANI-MEHRABAN et al., 2019). Atualmente
inimeros exemplos de novos genomas virais podem ser achados nas plataformas de busca de
banco de dados.
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5.0 ANALISES DE BIOINFORMATICA PARA GENOMAS VIRAIS

A partir do sequenciamento HTS s&o obtidas milhares de sequéncias denominadas de
reads (leituras), que sdo utilizados para a montagem de genomas atraves de ferramentas de
bioinforméatica (MARTINS, 2016; BLAWID; SILVA; NAGATA, 2017). Os sequenciamentos
geram uma biblioteca gendmica. A qualidade dessa biblioteca deve ser verificada. Um exemplo
de ferramenta de analise de qualidade comumente utilizada € o software FastQC (CHEN et al.,
2018). Este software analisara possiveis problemas na preparacdo da biblioteca e
sequenciamento gerando graficos em um relatorio de diagnostico, com onze itens verificados,
tais como: o conteddo de adaptadores, contetdo de base N, conteddo de sequéncia por base,
distribuicdo de comprimentos de sequéncia, as estatisticas basicas, indices de qualidade por
sequéncia, qualidade por base na sequéncia, qualidade por sequéncia em blocos, niveis de GC
na sequéncia, niveis de duplicacdo de sequéncia e o conteddo kmer (ANDREWS, 2010;
BROWN; PIRRUNG; MCCUE, 2017 ). Posteriormente os reads também podem ser analisados
através do software Kaiju (http://kaiju.binf.ku.dk/), um programa de rapida classificacdo
taxonébmica que faz a comparacao entre os reads obtidos no sequenciamento e um banco de
dados (refseq) através de alinhamento (MENZEL; NG; KROGH, 2016). Apds a analise de
qualidade, a remocdo de contaminantes - restos de adaptadores, barcodes e primers em geral
podem ser realizados por softwares que sejam capazes de fazer a leitura e corte dos mesmos,
como por exemplo PRINSEQ ou Trimmomatic (THIESEN, 2015). O Trimmomatic
(http://www.usadellab.org) é um algoritmo desenvolvido para filtragem e corte de leituras do
tipo Illumina. O mesmo pode identificar a baixa qualidade do sequenciamento através de dois
modos: modo simples, onde é removido contaminantes. Esse método € capaz de encontrar
qualquer contaminante em qualquer posicdo da leitura. Também ¢é possivel remover
contaminantes no modo palindrémico, onde o modo é especializado na remocéo de adaptadores
e é utilizado em sequéncias emparelhadas (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). Em ambos
0S casos, € necessario que parametros de analise e filtragem sejam adicionados ao software,
como por exemplo, a qualidade média exigida das sequéncias e o méetodo de filtragem a ser
empregado para o corte. Um dos métodos empregados € o Sliding Window (janela deslizante)
— 0 mesmo analisa a extremidade 5 e corta (trimagem) a leitura quando a qualidade média
dentro da janela estd abaixo da exigida. Outros métodos também podem ser adicionados a
analise como a filtragem em parametros do tipo Leading e Trailing que cortam bases ao inicio
e final de leituras, respectivamente, quando as mesmas se encontram abaixo do limiar de
qualidade escolhida (USADEL LAB, 2021).
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Apos a correcdo da qualidade, continua-se a analise com a montagem de contigs
(sequéncia genémica contiguos formados a partir da sobreposicao dos reads ou kmers), e para
tanto, utiliza-se um montador genémico. Atualmente podemos encontrar disponiveis alguns
montadores como, por exemplo, MIRA5 (CHEVREUX, 2018), ABYySS
(www.bcgsc.ca/platform/bioinfo/software/abyss/), VICUNA (YANG et al., 2012), MEGAHIT
(LIetal., 2015), SPAdes (BANKEVICH et al., 2012) e Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008).
Montadores como, os dois ultimos citados acima, utilizam os kmers (fragmento de nucleotideos
de comprimento k, exemplo, k = 3, ATG) para construir o grafo inicial de Bruijn (ZERBINO,
2010; MENES, 2017). Os mesmos, executam operacdes baseadas na estrutura do grafo, no
comprimento das sequéncias e na cobertura para montagem dos contigs (BOMBASSARO,
2016). Nessa construcdo, cada n6 representa uma série de kmers, onde um né vai se sobrepor a
outro (dois nos que se sobrepdem por k-1 pb) e serdo conectados por uma aresta (OLIVEIRA,
2021). No caso do montador SPAdes 0 mesmo possibilitaré a utilizacdo de diferentes tamanhos
de kmers, onde inicialmente se constréi um gréafico de montagem com o menor valor de k e é
feito o input das sequéncias resultantes e das demais leituras para a proxima interacdo do k de
maior valor (método iterativo). Apds as montagens, 0 SPAdes executa o programa de repeticdo
e scaffolding (PRJIBELSKI et al., 2020). Por fim os contigs sdo utilizados para realizacéo de
busca comparativa (tBLASTX ou Blastn) contra um banco de dados viral. Os genomas virais
podem ser montados através de estratégias de montagem utilizando genomas de referéncia e/ou
através da estratégia de novo (BLAWID; SILVA; NAGATA, 2017; PASZKIEWICZ;
STUDHOLME, 2010).

Pela importancia das doengas viroticas na cultura da melancia, principalmente pelas
perdas de producao e econémicas que atualmente ocasionam nas areas de producdo do estado
do Rio Grande do Norte e Ceara, este trabalho teve por objetivo diagnosticar e caracterizar as
doencas virais associadas a melancia na regido produtora de Mossord e Ceara. Para tanto,
amostras foliares com sintomas virais foram coletadas e submetidas a testes sorologicos, sendo
posteriormente inoculadas em plantas de N. benthamiana que foram secas e encaminhadas ao
instituto DSMZ para o sequenciamento de ultima geracdo (HTS). Por fim, a caracterizagdo
biologica e molecular também foi realizada com intuito de no futuro sugerir medidas

promissoras de controle viral na cultura da melancia.
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Resumo

A melancia (Citrullus lanatus) é cultivada em paises como China, Ird, Turquia e Brasil, sendo
estes os maiores produtores da fruta a nivel mundial. A cultura é afetada principalmente por
virus pertencentes aos géneros Potyvirus e Orthotospovirus. Recentemente foi relatado o
orthotospovirus da mancha anelar do amendoim (GRSV) na cultura da melancia no Brasil. O
objetivo do presente trabalho foi o diagnostico e a caracterizacdo bioldgica e molecular do
GRSV de campos produtivos de melancia nos estados do Rio Grande do Norte e Cearé - Brasil.
Um total de 129 amostras foliares com sintomas virais foi coletado entre 2020 e 2021, e 0s
seguintes testes foram realizados: Nitrocelulose imunoenzimatica (Dot - ELISA) e Enzyme -
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) usando os anticorpos anti-GRSV (0781-DZMS,
Alemanha), anti-potyvirus (0573/1-DSMZ) e anti-TSWV (0106/3-DSMZ). Oligonucleotideos
especificos foram desenhados e usados em ensaios de deteccdo por RT-PCR. Além disso, um
estudo de gama de hospedeiros foi realizado, onde oito espécies de plantas foram escolhidas e
analisadas em 10 repeti¢cbes cada. No intuito de descobrir quais possiveis virus estavam
infectando as plantas de melancia, o sequenciamento de alto desempenho (HTS) foi realizado
a partir de RNA total extraido de plantas infectadas de Nicotiana benthamiana. Com os reads
resultantes do HTS, as sequéncias dos segmentos S (3039 nt), M (4857 nt) e L (8882 nt) de
GRSV foram montados. O Blastn revelou que a sequéncia nucleotidica do segmento S, M e L
de GRSV é 98,94%, 98,45%, 98,86% idéntica, respectivamente, com as sequéncias do isolado
de GRSV do estado do Piaui no Brasil (Genbank MK503848, MK503850, MK503849). A
analise de recombinacdo ndo indicou um sinal de recombinagdo com alta significancia. As
analises via ACP-ELISA realizadas com amostras da segunda coleta revelaram que de 12 das
26 amostras de melancia apresentavam infeccdo por GRSV e potyvirus, caracterizando a
ocorréncia de infeccdo mista. A anélise por DAS-ELISA (anti-TSWV) revelou que 14 de 28
plantas foram positivas para TSWV. Alem disso, plantas de melancia (Crimson sweet) (6), N.
benthamiana (1) e Nicandra physalodes (1) foram positivas para GRSV por RT-PCR. Em
relacdo a analise da gama de hospedeiros as espéecies N. benthamiana; N. physalodes; Capsicum
annuum; Solanum lycopersicum; Physalis florida e Citrullus lanatus testaram positivo para
GRSV via Dot - ELISA. Em concluséo, os resultados mostram que o0 GRSV infecta os campos
de melancia do Rio Grande do Norte e Ceard, e que a presenga de infeccdo mista pode
provavelmente contribuir para os sintomas observados no campo.

Palavras chaves: Citrullus lanatus; GRSV; Tospoviruses
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Abstract

Watermelon (Citrullus lanatus) is mainly cultivated in China, Iran, Turkey and Brazil, which
are worldwide the largest producers of the fruit. The crop is mainly affected by viral species
belonging to the genus Potyvirus and Orthotospovirus. Recently, groundnut ringspot
orthotospovirus (GRSV) was reported in watermelon fields in Brazil. The main objective of
this work was the diagnosis and biological and molecular characterization of GRSV from
watermelon fields from the states of Rio Grande do Norte and Ceara - Brazil. For this purpose,
a total of 129 plants showing viral symptoms was collected between the years of 2020 and 2021,
and the following assays were performed by Immunoenzymatic Nitrocellulose (Dot - ELISA)
and Enzyme - Linked Immunosorbent Assay (ELISA) using anti-GRSV (0781-DZMS,
Germany), anti-potyvirus (0573/1-DSMZ) and anti-TSWV (0106/3-DSMZ) antibodies.
Specific oligonucleotides were designed and used for detection via RT-PCR. In addition, a host
range study was carried out, in which eight plant species were chosen and analyzed in ten
replicates each. To find out which possible viruses were infecting watermelon plants, High
Throughput Sequencing (HTS) was performed using total RNA extracted from infected
Nicotiana benthamiana plants. With the resulting reads from the HTS, the S (3039 nt), M (4857
nt) and L (8882 nt) sequences of GRSV were assembled. Blastn revealed 98.94%, 98.45%,
98.86% of identity with the S, M and L sequences of GRSV isolated from watermelon plants
fields from the state of Piaui in Brazil (Genbank MK503848, MK503850, MK503849).
Recombination analysis did not indicate a recombination signal with high significance. The
ACP-ELISA assays performed with samples from the second collection revealed that 12 of the
26 watermelon samples had GRSV and potyvirus infections, characterizing the occurrence of
mixed infection. DAS-ELISA (anti-TSWV) tests revealed that 14 of the 28 plants were positive
for TSWV. Moreover, watermelon (Crimson sweet) (6), N. benthamiana (1) and Nicandra
physalodes (1) plants were positive for GRSV by RT-PCR. Regarding the host range results,
the species N. benthamiana; N. physalodes; Capsicum annuum; Solanum lycopersicum;
Physalis florida e Citrullus lanatus were positive for GRSV via Dot - ELISA. Taken together,
the results show that GRSV infects watermelon fields in Rio Grande do Norte and Ceara and
that the presence of mixed viral infection may probably contribute to the symptoms observed
in the field.

Keywords: Citrullus lanatus; GRSV; Tospoviruses
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INTRODUCAO

A melancia (Citrullus lanatus L.) esta inserida na familia Cucurbitaceae e tem como seu
registro de origem a Africa Tropical (Chomicki et al. 2019; FAO 2020). Diferentes variedades
e cultivares (forma comercial) desta planta podem ser encontradas (Chomicki e Renner 2014).
A melancia é atualmente cultivada em regides tropicais e subtropicais no mundo todo (Leonel
et al. 2000), mas so foi introduzida no Brasil no seculo XVI, onde foi disseminada pela regido
Nordeste do pais (Barbieri e Stumpf 2008, Romao 2000). Posteriormente houve uma segunda
introducdo de hibridos melhorados da espécie, advindos de paises como Japdo e Estados
Unidos, no estado de S&o Paulo, estabelecendo-se, a partir destes, o cultivo comercial do fruto
no Brasil (Barbieri e Stumpf 2008). A melancia possui frutos com diferentes formas, como por
exemplo: arredondadas, ovais e cilindricas (Hora et al. 2018) e varia 0 seu tamanho de pequeno
a grande, podendo ser colhida de 65 a 100 dias apds o plantio (Schaffer e Paris 2003), tendo
uma importante participagdo socioecondmica no Brasil (Hora et al. 2018; Cavalcante et al.
2010). O cultivo é realizado tanto por pequenos produtores familiares, quanto por grandes
produtores, onde a producdo é destinada para o consumo interno e a exportacdo, além de
empregar mao-de-obra rural gerando emprego e renda (Nunes et al. 2017). As producdes
renderam ao Brasil, no ano de 2018, a quarta posi¢do, como um dos maiores produtores da fruta
a nivel mundial (FAO 2020).

A cultura da melancia é mundialmente acometida por problemas virais, entretanto, ao
relacionar-se a problematica no Brasil, temos espécies de dois principais géneros virais
causadores de doencas: os Potyvirus e Orthotospovirus. No Brasil, nove espécies virais sao
relatadas causando doencas na cultura de melancia: Groundnut ringspot orthotospovirus
(GRSV) (Ledo et al. 2015), Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus (ZLCV) (Rezende et al.
1997), Squash mosaic virus (SgMV) (Lima e Amaral 1985); Cucumber mosaic virus (CMV)
(Lima et al. 1997) e Watermelon mosaic virus (WMV) (Avila et al. 1984), Papaya ringspot
virus - strain W (PRSV-W) (Halfeld-Vieira et al. 2004; Lima et al. 2012) e Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMYV) (Poltronieri et al. 2000) (Kitajima, 2020), watermelon crinkle leaf-
associated virus 1 e watermelon crinkle leaf-associated virus 2 (Maeda et al. 2021). Lima et al.
em 1997 realizaram a testagem de 269 amostras de melancias do submédio Sdo Francisco para
virus, e detectaram PRSV-W (132), WMV (35) e CMV (5). Os autores também analisaram 341
amostras de melancia oriundas de oito estados brasileiros (Alagoas, Bahia, Ceara, Goias,
Maranhdo, Pernambuco, Rio Grande do Norte, S&o Paulo) e o Distrito Federal, e 0s seguintes
virus PRSV-W (59), CMV (11), SqMV (4) ZLCV (122), ZYMV (25) e WMV (14) foram
detectados. Neste estudo de Lima et al. (2017) o ZLCV foi considerado o principal causador de
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doencas em melancia em Goias e no Distrito Federal. No estado de Tocantins Aguiar et al.
(2015) realizaram a coleta de amostras (752) de melancia com sintomas virais, na regiao de
Gurupi, Lagoa da Confusédo, Formoso do Araguaia e no Porto Nacional. As amostras coletadas
foram testadas indicando a presenca de PRSV-W (22%), WMV (15%), ZLCV (11%), CMV
(5%) e ZYMV (4%). Além disso, tambeém foi observado a presenca de infecgdes mistas entre
PRSV-W+WMYV e, entre PRSV+ZLCV. Dos virus encontrados, o PRSV-W foi o mais
predominante, principalmente na regido de Formoso do Araguaia.

Estima-se que, em um ambito geral, os virus de plantas podem causar uma perda
econdmica mundial de até 50 bilhdes de euros por ano (Pallas et al. 2018). A interacdo virus-
planta contribui para problemas no desenvolvimento de seus hospedeiros e consequente perdas
produtivas (Ullman 1991; Hull e Centre 2014; Medeiros et al. 2015). Conforme relatado por
Singh e Krishnareddy (1996), o watermelon bud necrosis orthotospovirus levou a perdas
produtivas de 100% de melancia na india. Aguiar et al. (2013) demonstraram uma reducéo de
100% no peso dos frutos em experimentos com plantas de melancia da variedade Crimson sweet
infectadas com o CMV. Portanto, verificaram que a infeccao viral pode tornar-se um fator
limitante a producdo da cultura. No Brasil, Lima et al. (1999) relataram que o PRSV-W
provocou drésticas perdas na producdo de melancia em &reas de perimetro irrigado de Petrolina
e Juazeiro da Bahia, chegando a perdas de 100% da producéo, especialmente quando a infeccéo
ocorria na fase inicial de desenvolvimento das plantas. Tavares et al. (2017) também
demonstram a predominancia de ZYMV e SqMV (35%), em associa¢fes mistas, em areas
produtoras de melancia do Estado de Tocantins. No entanto, nos Gltimos anos, a cultura da
melancia no Brasil vem sendo diagnosticada com infec¢es virais pela espécie GRSV. Ledo et
al. (2015) encontraram 0 GRSV em campos produtivos de melancia do Estado de Sao Paulo
entre os anos de 2012 e 2013. O GRSV possui uma ampla gama de hospedeiros, podendo ser
encontrado também causando infeccdes em plantas de alface (Gracia et al. 1999), amendoim
(Camelo-Garcia et al. 2014), tomate (Webster et al. 2010), pepino (Spadotti et al. 2014), dentre
outros hospedeiros.

O GRSV esta inserido dentro do género Orthotospovirus, familia Tospoviridae
(Abudurexiti et al. 2019). A particula viral varia entre 80 a 120 nm de diametro, e é envelopada
com projecdes de glicoproteinas aderidas ao mesmo (Kormelink et al. 2021). O material
genético é composto de fita simples de RNA de polaridade negativa, constituido de trés
segmentos: S (small), e M (medium) (ambos ambisense), que codificam duas proteinas cada e
possuem uma regido intergénica, rica em adenina (A) e uracila (U); e o segmento L (large) que
codifica a proteina L (RNA-polimerase dependente de RNA) (Kormelink et al. 1993). As
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espécies pertencentes a este género se enquadram nos critérios de demarcacgdo, sendo eles: a
relacdo soroldgica da proteina N (capa proteica), a sequéncia de aminoécidos da proteina N ser
menor que 90% de identidade, a gama de hospedeiros e a especificidade do vetor. A principal
forma de transmissdo dos orthotospovirus € pelo inseto vetor tripes (modo persistente
propagativo) (Avila et al. 1993; Zhao e Rosa 2020), entretanto, 0 mesmo também pode ser
mecanicamente transmitido.

Os produtores de melancia dos estados do Rio Grande do Norte e Ceard, em
comunicacdo pessoal, relataram o0 aumento da ocorréncia de problemas relacionados a virus em
campo, especialmente a partir do ano de 2018. Os problemas virais levaram a perda das areas
produtivas em até oitenta por cento, mediante a expressdo de severos sintomas virais que
inviabilizaram o desenvolvimento das plantas e consequentemente dos frutos ou diminuiram
drasticamente a sua qualidade. Diante do crescimento de areas produtoras de melancia e da
importancia econdémica e social que a cultura representa, este estudo teve por objetivo
diagnosticar e caracterizar as doengas virais associadas & melancia na regido produtora do Rio
Grande do Norte e Ceara. Para tanto, amostras foliares com sintomas virais foram coletadas e
submetidas a testes sorolégicos, sendo posteriormente inoculadas em plantas de N.
benthamiana que foram secas e encaminhadas ao instituto DSMZ para o sequenciamento de
ultima geracdo (HTS). Por fim, a caracterizacdo bioldgica e molecular também foi realizada

com intuito de no futuro sugerir medidas promissoras de controle viral na cultura da melancia.

MATERIAL E METODOS

Coleta das plantas

Este trabalho foi desenvolvido com plantas de melancia cultivadas na regido produtora
do Estado do Rio Grande do Norte - Mossor6 e Ceara. Para o desenvolvimento do trabalho
foram realizadas duas coletas de folhas de melancia apresentando sintomas de mosaicos,
necroses e deformacdes, indicando infeccdo por orthtospovirus. A coleta foi realizada ao final
do ciclo da cultura de melancia, apés a colheita dos frutos comerciais. Em janeiro de 2020 foram
visitados quatro campos de melancia divididos entre as regides de Cacimba funda (Mossord),
Cajazeiras e Mata Fresca (Ceara), e um total de 96 amostras foliares foram coletadas. Uma
segunda coleta foi realizada em janeiro de 2021 (um dos campos de producdo de Cacimba funda
foi revisitado) de 33 amostras foliares apresentando sintomas virais. A Figura 1 mostra o mapa
das &reas de coleta e a Tabela 1 as variedades com a correspondente quantidade e localizacéo
de coleta. As plantas foram escolhidas aleatoriamente com amostragem do tipo ziguezague. As

amostras foram embaladas em sacos de papel, identificadas, colocadas em isopores contendo
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gelo artificial e, conduzidas ao laboratério de Fitovirologia da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (UFRPE).

Figura 1 - Amostras de melancia coletadas em 2020/2021 em campos do Rio Grande do Norte

e Ceara.
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Um total de 129 amostras de melancias apresentando sintomas virais foram coletadas,

e sao representadas por dez hibridos diferentes conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantificacdo de amostras e hibridos de plantas de melancia coletadas.

L Numero de amostras 2 hibridos 3 Localizagdo
Primeira coleta (Jan, 2020)

4°51'39.2"S, 37°27'54.8"W(CE) e
11 (CE) 12 (RN) Troubadour 4°53'01.8"S 37°27'05.3"W (RN)

4°51'39.2"S, 37°27'54.8"W(CE) e
10 (CE) 10 (CE) Durlinda 4°50'12.4"S, 37°24'51.6"W (CE)
11 Polimax 4°53'01.8"S, 37°27'05.3"W (RN)
7 Lola 4°53'59.1"S, 37°22'10.1"W (RN)
10 SP6 4°53'01.8"S, 37°27'05.3"W (RN)
6 Quetzali 4°53'01.8"S, 37°27'05.3"W(RN)
11 Traveler 4°53'01.8"S, 37°27'05.3"W (RN)
4 Shintosa Camelforce 4°54'09.6"S, 37°23'08.5"w (RN)
4 Premium 4°54'09.6"S, 37°23'08.5"w (RN)
1 Polimax 4°54'09.6"S, 37°23'08.5"w (RN)
96
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Continuacao da Tabela 1

Segunda coleta (Jan, 2021)

32 ACX 6177 4°53'01.8"S, 37°27'05.3"W (RN)
1 Durlinda 4°53'01.8"S, 37°27'05.3"W (RN)
33

total: 129

1 NUmero de amostras coletas por hibrido
2 Hibridos de Citrullus lanatus coletadas

3 Localizacéo da coleta

Manutenc&o do virus através de inoculagdo mecanica

Para a manutencdo viral, material foliar apical de melancia sintoméatico foi
mecanicamente inoculado em plantas de N. benthamiana. A inoculacdo mecénica foi realizada
a partir do macerado de plantas sintomaticas em tampéo fosfato (1 M KH2PO, monobaésico e
NaHPO. .7H>0 dibésico pH 7,4). Para tanto, pulverizou-se o abrasivo Celite 545 mesh (0,02-
0,1 mm) nas folhas e por fricgéo realizou-se a inoculagdo com o macerado, deixando o0 extrato
em repouso por 5 min nas folhas jovens (estadio de 2-4 folhas). O excesso de abrasivo foi

retirado por lavagem com agua de torneira.

Identificacdo sorolégica do isolado

Para identificacdo soroldgica utilizou-se folhas apicais e/ou locais sintomaticas que
foram maceradas em microtubos da marca Eppendorf de 2 mL na proporcdo de 1:200
utilizando-se o tampéo 1x PBS (Phosphate Buffered Saline) (0,14 M NacCl, 0,003 M KClI, 0,01
M Naz;HPOQOg4, 0,018 M KH2PO4, pH 7,4). As amostras foram testadas com o anticorpo policlonal
anti-GRSV (AS-0781/DSMZ) em testes de Dot-ELISA (Hawkes et al. 1982) e ACP-ELISA
(primeira e segunda coleta) e com o anticorpo anti-potyvirus (AS-0573/1/DSMZ) em testes de
ACP-ELISA (primeira coleta). Os anticorpos foram produzidos e fornecidos pelo instituto
Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSMZ,
Alemanha. A primeira coleta de plantas também foi testada por DAS-ELISA para o tomato
spotted wilt orthotospovirus (TSWV) com o sistema PathoScreen TSWV (Agdia, One Anti-
TSWV coated plate). Os procedimentos para o teste DAS-ELISA foram realizados conforme o
protocolo estabelecido pelo DSMZ, Alemanha. O restante do material foi conservado em
congelador (- 20° C).
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Conservacao de material e sequenciamento Illumina

Cinco amostras de plantas sintométicas de N. benthamiana inoculadas (27 dias ap6s
inoculacdo-dpi) foram coletadas e secas, inicialmente em silica gel a 4° C por trés dias. Apos
esse prazo, retirou-se o material seco da silica gel e transferiu-se para um tubo falcon de 15 mL
contendo cloreto de célcio e algodao (para separar o produto quimico da amostra) na base. Essas
amostras foram etiquetadas e processadas por pesquisadores do instituto DSMZ para extracdo
de RNA total, e sequenciamento de alto rendimento (HTS) atravées da tecnologia da plataforma
Illumina Nextera (1-2 Gb, 2 x 301 bp). O processo de secagem a 4° C também foi realizado

com as amostras foliares que foram coletadas em janeiro de 2021.

Extracdo de RNA total e RT-PCR
Sete plantas Durlinda (1) e ACX 6177 (6) foram escolhidas e tiveram seu RNA total
extraido com o kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA,) de acordo com o protocolo
do fabricante (https://www.giagen.com/us/). O RNA total das espécies N. benthamiana e
Nicandra physalodes também foi extraido. A partir do RNA total extraido foram realizados
testes de RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) com o0s seguintes
conjuntos de primers especificamente desenhados para a detecgdo gendmica do GRSV: Tospo
N (forward, 5-GAGCAATTGTGTCAATTTTATTC-3’e reverse, 5-
AACACACTTAGTATTATGCATCT-3"). Para validacdo (via sequenciamento Sanger) dos
dados obtidos através do HTS, os seguintes primers foram desenhados a partir da sequéncia
gendmica montada de GRSV (658-forward, 5-ACACTAAAGAAGCTCTGGGGAAG-3 e
2723-reverse, 5-TTGCATGCATCCCGAATCATAAC-3"); UHP (Cortez et al. 2001); GRSV1
(forward, 5-CAGTTCTTGCAACCCCAACG-3 e reverse, 5-
GCTTGTCAGCAAACATGCAGA-3"); GRSV2 (forward, 5-
ATGGGAGCAGATTGAGGGGA-3" e reverse, 5-CAGCCCTGAACTAACCCCAG-3).
Dois sistemas foram utilizados para a realizagdo da RT-PCR. O primeiro utilizando o kit
SuperScript One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen,
Waltham, EUA), onde os parametros variaram de acordo com o protocolo do fabricante
(https://tools.thermofisher.com/). Para a realizacdo da RT-PCR de deteccdo 0s seguintes
parametros foram utilizados: 50° C por 30 minutos, 94° C — 2 min, 35 ciclos com 94 ° C — 30
s; 58° C — 1 min; 72° C — 1 min e para extensdo final 72° C — 10 min. Para a RT-PCR de
confirmacédo da regido intergénica um segundo sistema foi utilizado. O cDNA foi sintetizado
utilizando-se o kit SuperScript IV First — Strand cDNA Synthesis Reaction kit (Invitrogen,
Waltham, EUA) de acordo com as instruc6es do fabricante (https://www.thermofisher.com/br),
e amplificagdo do cDNA e a PCR foi realizada utilizando o kit Thermo Scientific Phusion High-
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Fidelity PCR Master Mix, de acordo com as instrucbes do fabricante
(https://www.thermofisher.com/br). Os seguintes parametros foram utilizados: 80° C por 1
minuto (hot start manual), 98° C — 3 min, 35 ciclos com 98 ° C - 305s;58° C—-30s; 72°C -2
min e extensdo final de 72° C — 10 min. O produto da RT-PCR foi purificado com a utilizacéo
do kit Wizard sv gel and PCR clean-up system (Promega, Madison, EUA) de acordo com o
protocolo do fabricante (https://www.promega.com.br/), e posteriormente sequenciados por
Sanger pelo Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva do Departamento de Genética
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Montagem do genoma de GRSV

A andlise de bioinformatica seguiu-se com a adaptacao do pipeline proposto por Blawid
et al. (2017). Primeiramente, as andlises de qualidades foram realizadas a partir da biblioteca
de sequenciamento HTS (forward e reverse). Em seguida as bibliotecas foram avaliadas
taxonomicamente através do software Kaiju (Menzel et al. 2016). A andlise de qualidade dos
reads obtidos com o sequenciamento foi realizada através do programa FastQC v.0.11.9
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Os reads de baixa qualidade
(PHRED<20), assim como resto de adaptadores foram trimados com a utilizagdo do software
Trimmomatic v.0.39 (Bolger et al. 2014), através dos seguintes parametros: LEADING 20;
TRAILING 20; SLIDINGWINDOW 4:20; MINLEN 36. Apos a trimagem os reads foram
analisados novamente no programa FastQC v.0.11.9. Os dados trimados foram montados com
o0 software SPAdes v.3.12.0 (k-mers: 21,33,77), obtendo-se os contigs. Os programas FastQC
v.0.11.9, Trimmomatic v.0.39 e SPAdes v.3.12.0 foram utilizados pela plataforma on-line

Galaxy (https://usegalaxy.org/).

Os contigs foram transferidos ao software Geneious v. 11.0.5 (Biomatters, Auckland,
New Zealand) (Biomatters 2018) para realizagdo da anélise tBLASTX utilizando um banco de
Refseq viral construido manualmente (marg¢o, 2020). Em seguida os contigs que alinharam com
as sequéncias de GRSV foram separados de acordo com seus respectivos segmentos (S, M e L)
e a estratégia de montagem de novo foi utilizada para obtencéo dos fragmentos gendmicos. O
maior contig em tamanho foi utilizado para mapeamentos/extensdo (reads contra contigs) ate a
montagem completa dos segmentos virais. Inicialmente, uma caracterizagdo dos segmentos
montados, as regides codantes, foram analisadas por comparagdo com BLASTn e BLASTp
através do site https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. A caracterizagdo gendmica das
sequéncias dos segmentos virais foi realizada com software SDT (Sequence Demarcation Tool)

versdo 1.2 (Muhire et al. 2014). Os putativos pesos moleculares foram calculados através do

57


https://www.thermofisher.com/br
https://usegalaxy.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

site  https://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html. Para observacdo dos dominios
conservados presentes em proteinas virais dos orthotospovirus o site Conserved Domain

Database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) foi utilizado.

Analise filogenética

A andlise filogenética foi realizada com a sequéncia completa de nucleotideos do gene
que codifica a proteina N (usada para a demarcacdo a nivel de espécie). A descricdo da
sequéncia do isolado de GRSV_RN montado e das sequéncias de isolados de orthotospovirus
disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology Information, GenBank — Banco de
dados de sequenciamento de genomas) estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Conjunto de dados de sequéncias dos genes N usados para as analises filogenéticas.

BANCO DE DADOS

1 |dentificacéo 2 Virus/ Acrénimos 3 Paises 4 Hospedeiro 5Gene (nt)
KU179515 TSWV_USA_OB_N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) Estados Unidos da America (USA) Manjericdo (OB) 777
KP008131 TSWV_ES SL_N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) Espanha (ES) Tomate (SL) 77
MG602673_TSWV_ZW _CH_N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) Zimbabué (ZW) Crisantemo (CH) 77
MG025804_TSWV_AT _PE_N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) Australia (AT) Pimentdo (PE) 77
KY250490 TSWV_SA SL N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) Sul da Africa (SA) Tomate (SL) 77
JF960235 TSWV_CN_SL_N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) China (CH) Tomate (SL) 77
MN365037_TSWV_CN_AH_N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) China (CH) Amendoim (AH) 777
MG983521_TSWV_IT_PE_ N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) Italia (IT) Pimenta (PE) 77
KM365066_TSWV_AT SL N tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) Australia (AT) Tomate (SL) 777
GRSV_S BR CL_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Brasil (BR) Melancia (CL) 777
MK503848_ GRSV_BR_CL_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Brasil (BR) Melancia (CL) 777
HQ644140_GRSV_TCSV_USA SL_N groundnut ringspot orthotospovirus (LcMTSg) Estados Unidos da América (USA) Tomate (SL) 777
KY400110_GRSV_BR_AH_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Brasil (BR) Amendoim (AH) 77
MH686229 GRSV_BR_GM_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Brasil (BR) Soja (GM) 77
MG797643_GRSV_BR_TH_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Brasil (BR) Thrips (TH) 777
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Continuacéo da Tabela 2

MN364668_GRSV_BR_CL_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Brasil (BR) Melancia (CL) 777
MT423642_GRSV_AR_AH_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Argentina (AR) Amendoim (AH) 777
MT423644_GRSV_AR_AH_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Argentina (AR) Amendoim (AH) 777
MH742958_GRSV_SA_AH_N groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) Africa do Sul (SA) Amendoim (AH) 777
KX463274 TCSV_DR_PE_N Tomato chlorotic spot orthotospovirus (TCSV) Republica dominicana (DR) Pimenta (PE) 77
MH427863_TCSV_HT_AH_N Tomato chlorotic spot orthotospovirus (TCSV) Haiti (HT) Amendoim (AH) 77
MH742961_TCSV_BR_SL_N Tomato chlorotic spot orthotospovirus (TCSV) Brasil (BR) Tomate (SL) 77

A Tabela 2 mostra como as sequéncias foram rotuladas na ordem: Cddigo organizado no acrénimo: nimero de acesso do GenBank, espécie viral,
pais encontrado, hospedeiro e gene. Em negrito esta destacado o isolado de GRSV montado durante a analise deste trabalho.

! |dentificacdo das sequéncias utilizadas
2 Nome do virus e como foi identificado
3 Pais do isolado e como foi identificado
4 Hospedeiro do isolado e como foi identificado

5 Gene de trabalho
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A arvore filogenética foi inferida com sequéncias de nucleotideos, alinhadas, do gene N
(777 nt) de GRSV, TCSV e TSWV, através dos programas MEGAX (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (Kumar et al. 2018) e jModelTest v.2.1.10 (permite encontrar o melhor
modelo de substituicdo) (Darriba e Posada 2016). O melhor modelo de substituicéo foi utilizado
no programa MrBayes v3.2.7 (Ronquist et al. 2011) para inferéncia bayesiana utilizando os
seguintes parametros: Iset nst=2 (modelo HKY) rates=gamma; mcmc ngen=10000000
samplefreq=1000; sumt burnin=1000000). A visualizacdo da arvore gerada foi realizada com o
programa FigTree v1.4.4 (Rambaut 2010). Para verificacdo de pontuacdes de identidade de
pares (a nivel de aminoécidos e nucleotideos) dos genes N, NSs (Segmento S); NSm, GP
(Segmento M) e L (segmento L), foram utilizadas as sequéncias de isolados de GRSV ja
descritos e dispostos no Genbank, as sequéncias de TCSV e TSWV e a sequéncia montada de
GRSV_RN. Para essa analise foi utilizado o programa Sequence Demarcation Tool versao 1.2
(SDTv 1.2) (Muhire et al. 2014). Os nimeros de acessos das sequéncias dos isolados virais
utilizados nas andlises estdo a seguir: GRSV ‘PI’ (MK503848, MK503849, MK503850);
GRSV ‘GRSV-W-TO S’ (MN364668, MN364669, MN364670); GRSV ‘DSMZ PV-0205’
(MT723993, MT723992, MT723991); GRSV ‘SA-05" (MH742958, MH742957, MH742956);
GRSV ‘AR’ (KT972594, KT972593, KT972592, KT972591, KT972590); GRSV ‘GRAR-S’
(KY400110, KY350137, KY350136); GRSV ‘LEM’ (MH686229, MH686227, MH686228);
GRSV ‘LeMtSe” (HQ644140, HQ644141, HQ644142); GRSV “Villa Reduccion A’
(MT423640), GRSV ‘Malena’ (MT423644); GRSV ‘Hernando’ (MT423629); GRSV
‘Pampayasta B (MT423628); GRSV ‘General Deheza D’ (MT423635); GRSV ‘Gigena’
(MT423636); GRSV ‘Santa Eufemia’ (MT423645); GRSV ‘El Crispin’ (MT423642); GRSV
‘General Deheza A’ (MT423630); GRSV ‘General Deheza C° (MT423633); GRSV
‘Villa_ascasubi’ (MT423646); GRSV ‘General Fotheringham’ (MT423643); GRSV
‘Rio_Cuarto A’ (MT423631); GRSV  ‘Rio Cuarto B>  (MT423638); GRSV
‘Beneral Deheza B’(MT423632); GRSV ‘Manfredi B’ (MT423634); GRSV
‘Dalmacio_Velez’ (MT423639); GRSV-BR (AF213673). TCSV ‘DR’ (KX463274,
KX463273, KX463272); TCSV (AYS574054); TCSV ‘Haiti’ (MH427863, MH427862,
MH427861); TCSV ‘BR-03" (MH742961, MH742960, MH742959). TSWV ‘Mum-AS5’
(MG602673, MG602672, MG602671); TSWV ‘LK-1" (KY250490, KY250489, KY250488);
TSWV ‘PA01’ (KT160282, KT160281, KT160280); TSWV ‘WA7’ (KM365066, KM365065,
KM365064); TSWV ‘YNHS’ (MN365037, MN365035, MN365036); TSWV ‘LE’
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(KU976396, KU976395, KU976394); TSWV ‘Pepper2 CY-CN’ (HM581942, HM581941,
HMS581940); TSWV ‘YN’ (JF960235, JF960236, JF960237); TSWV ‘MT723987’
(MT723987, MT723986, MT723985).

A anélise de recombinacdo foi realizada com o programa RDP v.4. 100 (Recombination
Detection Program) (Martin et al. 2015) utilizando os algoritmos BOOTSCAN, CHIMAERA,
GENECONV, MAXCHI, RDP, SISCAN e 3SEQ. Para tanto, um conjunto de dados composto
de sequéncias dos genes N, NSs; GP, NSm e L, concatenados dos virus GRSV, TCSV e TSWV
foram utilizados nas analises, incluindo as sequéncias dos genes de GRSV_RN montado. Os
acessos utilizados nas analises pelo RDP constam descritos na Tabela 3. As analises seguiram
a configuracdo padrdo, onde o maior valor de P aceitavel foi de 0,05, e apenas eventos

detectaveis por dois ou mais métodos foram considerados.

Tabela 3 - Descricdo de dados das sequéncias utilizadas em andlises de recombinagdo com o

programa RDP.

NUmero de acesso dos segmentos virais
! |dentificacéo 2S5 (N e NSs) 3 M (GP e NSm) AL (L)
GRSV_TCSV_USA_S. lycopersicum HQ644140 HQ644141 HQ644142
GRSV_SA_A. hypogaea MH742958 MH742957 MH742956
GRSV_BR_C. lanatus MN364668 MN364669 MN364669
GRSV_RN_C. lanatus GRSV_RN_S GRSV_RN_M GRSV_RN_L
TCSV_BR_S. lycopersicum MH742961 MH742960 MH742959
TCSV_HT_A. hypogaea MH427863 MH427862 MH427861
TCSV_DR_C. frutescens KX463274 KX463273 KX463272
TSWV_AT S. lycopersicum KM365066 KM365065 KM365064

Solanum lycopersicum (S. lycopersicum); Capsicum frutescens (C. frutescens); Citrullus
lanatus (C. lanatus); Arachis hypogaea L. (A. hypogaea). Estados Unidos da America (USA);
Africa do sul (SA); BR (Brasil); Rio Grande do Norte (RN); HT (Haiti); Republica Dominicana
(DR); Australia (AT); groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV); tomato chlorotic spot
orthotospovirus (TCSV); tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV).

! ldentificagdo de como foi utilizada na analise

234 Acessos utilizados nas anélises de recombinagéo
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Estudo da gama de hospedeiros

Para anélise de gama de hospedeiros plantas de N. benthamiana previamente inoculadas
(12 dpi) mecanicamente com o isolado de GRSV_RN de melancia (positivas em Dot-ELISA e
RT-PCR) foram utilizadas como fonte de inoculo para a transmissdo mecanica. As seguintes
espécies de plantas foram utilizadas para o experimento: Nicandra physalodes, Physalis florida,
Pimenta (Capsicum baccatum var. Dedo de Moga), Pimentdo (Capsicum annuum var. Yolo
Wonder), Tomate (Solanum lycopersicum var. Santa Clara e var. Santa Cruz) - Solanaceae.
Melancia (Citrullus lanatus var. Crimson Sweet, var. Charleston Gray e var. Congo), Maxixe
(Cucumis anguria var. Maxixe Caipira do Norte) e Pepino (Cucumis sativus var. Cucumber
Caipiras) - Cucurbitaceae. Foram infectadas dez plantas de cada espécie.

RESULTADOS
Sintomas observados nos campos de melancia

Os sintomas encontrados nos campos de melancia foram semelhantes em ambas as
coletas. Foi possivel observar sintomas de amarelecimento com pontuacdes necréticas iniciais,
bem como sintomas acentuados de necrose em folhas, haste e frutos de melancia. Os sintomas

observados em campos estdo exemplificados na Figura 2.
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Figura 2 - Plantas e frutos de melancia com sintomas necroticos coletados nos campos do Rio

Grande do Norte.

- e e e N ]

Campo de melancia com hibridos ACX 6177 (A); necrose em folhas de melancia da variedade
Premium (B) Pontuagdes necroticas em folhas de melancia variedade C. sweet (C); necrose em
folhas de melancia variedade Premium (D); folhas e caules de melancia com sintomas
necroticos variedade Shintosa Camelforce (E); Necrose severa em frutos de melancia Shintosa
Camelforce (G) e pontuagdes necrdticas em frutos de melancia Shintosa Camelforce (G) e
necrose severa em frutos de melancia Shintosa Camelforce (F).

Além dos sintomas nas plantas, também foi possivel observar a presencga de insetos
vetores da ordem Thysanoptera nos campos de produgdo, uma vez que a coleta foi realizada no
periodo seco do estado, fator que favorece o aumento da incidéncia dos mesmos, como
demonstrado por Lowry et al. 1992. Os individuos coletados de flores de melancia foram
fotografados, porém ndo foram identificados a nivel de espécie, mas puderam ser identificados
a nivel de género, como Frankliniella sp. (comunicacdo pessoal com o Dr. Adriano Cavalleri,
Universidade Federal do Rio Grande - RS), como descrito na Figura 3.
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Figura 3 - Frankliniella sp. possivel vetor de GRSV coletado em planta de melancia com
sintomas virais.

vl :
Plantas sintomaticas coletadas (A). pré-pupa (B) e Frankliniella sp. adulto (c). Campo do Rio

Grande do Norte, 2021.

Analise soroldgica e molecular

O ndmero de amostras cuja as reacdes foram positivas a GRSV, potyvirus e TSWV
estdo resumidas na Tabela 4. Os testes soroldgicos de Dot-ELISA, ACP-ELISA e DAS-ELISA

com plantas de melancia com sintomas sistémicos foram utilizados nas analises.

Tabela 4 - Analise soroldgica para identificacdo de GRSV (Dot-ELISA, ACP-ELISA, RT-
PCR), potyvirus (ACP-ELISA) e TSWV (DAS-ELISA).

() * () *() " () @)
Dot-ELISA ACP-ELISA  ACP-ELISA DAS-ELISA RT-PCR
1 Hibridos GRSV GRSV Potyvirus TSWV GRSV
Primeira coleta
Troubadour 0]23 nt nt 04 nt
Durlinda 1|20 nt nt 03 nt
Polimax 4|11 nt nt 03 nt
LOLAF1 0]7 nt nt 313 nt
SP-6 3|10 nt nt 1|3 nt
Quetzali 0|6 nt nt 3|3 nt
Traveler 0]11 nt nt 1]3 nt
Shintosa Camelforce 0]4 nt nt 3|3 nt
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Continuacao da tabela 4

Premium 2|4 nt nt 313 nt

10/96 14/28

Segunda coleta

Durlinda 1)1 1)1 1)1 nt 1)1

ACX-6177

(Crimson sweet) 9132 11|25 12|25 nt 5|6
10133 12|26 13126 6|7

Total de amostras 20129

(+): Positivo; (nt): N&o testado; GRSV: groundnut ringspot orthotospovirus; TSWV: tomato
spotted wilt orthotospovirus.

1 Hibridos utilizadas na analise
2 Resultados referente aos testes de Dot-ELISA
3 Resultados referentes aos testes de ELISA
4 Resultados referentes aos ensaios com RT-PCR

Os resultados referentes a primeira e segunda coleta mostraram que 20 plantas, de um
total de 129 testadas por Dot-ELISA, foram positivo para a infec¢do por GRSV, sendo elas,
Durlinda (1), Polimax (4), Sp-6 (3), Premium (2), Durlinda (1), e ACX-6177 (9), equivalente a
15% de infeccdo na amostra. Além disso, 28 amostras de melancia (primeira coleta) foram
escolhidas e submetidas ao teste de DAS-ELISA (anti-TSWV), das quais 14 amostras testaram
positivo, equivalente a 50% das amostras testadas. Das 33 plantas advindas da segunda coleta,
26 amostras foram analisadas pelo teste de ACP-ELISA com os anticorpos anti-GRSV e anti-
potyvirus. Como resultado, 12 plantas foram positivas para 0 GRSV, correspondendo a 46,1%
das amostras testadas e 13 para a presenca de potyvirus (50% das plantas testadas). Portanto,
de acordo com os resultados de ACP-ELISA referentes a segunda coleta, existe infeccdo mista
de GRSV e potyvirus nas plantas de melancia, uma vez que as plantas positivas para GRSV
também foram positivas para 0s potyvirus. Sete amostras foliares da segunda coleta de melancia

tiveram o RNA total extraido e a infec¢do por GRSV foi confirmada pela RT-PCR.

Anélise de bioinformatica
O sequenciamento gerou uma biblioteca (forward e reverse) de reads com sequéncias

que variaram de 35-301 nt de comprimento. A Figura 4 mostra o resultado da anélise
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taxondmica realizada na plataforma online Kaiju. A analise indicou a presenca de sequéncias
virais na biblioteca, sendo que 31% corresponderam a sequéncias da espécie Groundnut

ringspot orthotospovirus.
Figura 4 - Analises metagendmicas da biblioteca HTS.

Tomato spotted wilt orthotospovirus Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus
1% 1%

Groundnut ringspot and Tomato
chlorotic spot orthotospovirus
6%

Tomato chiorotic spot orthotospovirus
7%

Orthotospovirus ndo classificados

549 .
G Orthotospovirus

Bunyavirales
ssRNA viruses
viruses

Groundnut ringspot orthotospoviris
31%

Trimagem dos reads e adaptadores

A anélise de qualidade mostrou que 904.645,00 reads foram obtidos do HTS. No
entanto, com a retirada das sequéncias de baixa qualidade (PHRED<20), assim como, de restos
de adaptadores provenientes do sequenciamento, um total de 808.908,00 reads (95. 737,00

reads foram trimados) foram usados para montagem dos contigs.

Montagem de contigs e analise de tBLASTX

O software SPAdes montou um total de 12.244 contigs que foram posteriormente
submetidos a uma andlise de tBLASTX com o programa Geneious v. 11.0.5. Apds a analise de
tBLASTX, um total de 215 contigs foi obtido referente a sequéncias de GRSV: 141 contigs
correspondentes ao segmento S, 47 contigs ao segmento M e 25 contigs ao segmento L de
GRSV, conforme descrito na Tabela 5.

Montagem “De novo” de genomas virais e caracterizagdo molecular
O conjunto de contigs gerados de cada segmento foi submetido a estratégia de
montagem De novo. Foram utilizados 14 contigs para a montagem do segmento S de GRSV, 9
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contigs para o segmento M e 5 contigs para 0 segmento L. Apds a montagem, o contig de maior
tamanho em cada respectivo segmento (S, M e L) foi escolhido e estendido até a montagem

completa dos segmentos virais.

Tabela 5 - Dados obtidos de acordo com a utilizacdo dos softwares Trimmomatic v.0.39 ¢

Geneious 11.0.5.

lreads 3tBLASTX 4 De novo assembly Sreads Scobertura

HTS trimados  2Segmentos  (nlmero de contigs) (nUmero de contigs)  (montagem)  (montagem)
F: 808908 S 141 14 146133 10709
R: 808908 M 47 9 167127 9313
L 25 5 106396 4730

1 F. biblioteca forward; R: biblioteca reverse, ap0s a trimagem
2 Segmentos do GRSV

3 Ntimero total de contigs gerados com tBLASTX com similaridade a GRSV para cada
segmento

4 Ntimero total de contigs gerados com a estratégia De novo de acordo com segmento viral
STotal de reads na montagem
¢ Cobertura total

O segmento S montado de GRSV é constituido por 3039 nucleotideos (nt), onde 777 nt
sdo respectivos a ORF que codifica para a proteina N (258 aa, 28.67 kDa) iniciado pelo cddon
ATG e finalizado pelo codon de parada TAA; 618 nt sdo referentes a uma regido intergénica, e
1404 nt respectivos a ORF NSs que codifica a proteina NSs (468 aa, 52.65 kDa), com 0s
mesmos codons iniciadores e finalizadores, além das regides 5° UTR com 153 nt (localizada a
estrutura panhandle - AGAGCAAT, cabo de panela) e 3'UTR (montada com 87 nt). Ja o
segmento M possui um comprimento total de 4857 nt. Este segmento também possui duas
ORFs: uma ORF de 3405 nt que codifica a glicoproteina GP (1135 aa, 127.55 kDa), uma regido
intergénica de 356 nt e uma segunda ORF, que codifica a proteina NSm de 912 nt (304 aa,
33.84 kDa). Os codons de iniciacdo das proteinas sio ATG e de parada TAA. As5 (84 nt)e 3’
(92 nt) UTRs do segmento M também foram montadas parcialmente. O segmento L é
constituido de 8882 nt e possui uma ORF que codifica a proteina L (8625 nt, 2875 aa, 329.97
kDa) e possui 0 codon de iniciagdo ATG e de parada TAA. A5 UTR (34 nt) ea 3'UTR (223
nt) foram montadas integralmente. A ilustracdo dos segmentos S, M e L (viral complementar -

vc, sentido 5°-3") é demonstrada na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura genémica dos segmentos S, M e L segmentos montados.

S (3039 nt)
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As setas escuras representam as ORFs que codificam proteinas da fita viral, e as demais setas
(claras) representam as ORFs que codificam proteinas da fita viral complementar.

A imagem acima representa os trés segmentos montados para o isolado de GRSV do
Rio Grande do Norte. A Figura 6 mostra o grafico de cobertura total obtido pelo HTS dos
segmentos virais do GRSV_RN montado.

Figura 6 - Representacdo grafica da cobertura (em nucleotideos) dos segmentos S, M e L GRSV
do Rio Grande do Norte - Mossoro.
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Representacdo grafica da cobertura dos segmentos viral complementar de GRSV. A barra
vertical representa 0 numero total de reads utilizados na montagem. As setas escuras
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representam as regides codantes e as setas claras nas extremidades representam as regides UTR
5 e 3, respectivamente.

As analises de identidade comparadas dos genes N, NSs; GP, NSm e L obtidas através
do BLASTnN (nucleotideo) e BLASTp (aminoacido) indicaram similaridades de sequéncia
superiores a 95% com sequéncias de diferentes isolados de GRSV, ou seja, relativamente alta
identidade, conforme demonstrado na Tabela 6. As anélises tambem mostram que as sequéncias
génicas analisadas compartilham maiores identidades tanto a nivel de nucleotideo quanto de
aminoacido com a sequéncia do isolado de GRSV de melancia identificado no Piaui ‘GRSV-
BR-PI’, com excec¢do do gene NSs, que, a nivel de nucleotideo compartilhou maior similaridade
com a sequéncia do isolado de GRSV da soja ‘S4 isolado do Brasil. A nivel de aminoacido a
sequéncia NSs mostrou maior identidade com a sequéncia do isolado de GRSV ‘LcM1Sg’
(Webster et al. 2011), que € um genoma gue sofreu rearranjo de GRSV com TCSV encontrado

em plantac6es de tomate na Florida.

Tabela 6 - Perfil de identidade dos genes N, NSs, GP, NSm e L. do GRSV do Rio grande do
Norte (GRSV_RN).

Perfil de identidade dos genes do GRSV_RN

2BLASTN (nt) 3BLASTDp (aa)
'Genes
1d% | Acesso 1d% | Acesso
N 98.8 | MK503848 - ‘GRSV-BR-PI’ 99.6 | QEI46322 - GRSV
NSs 95.13 | MH388799 - GRSV 97.22 | YP_004421856 - GRSV
GP 98.71 | MK503850 - GRSV 99.03 | QEI46325 - GRSV
NSm 98.25 | MK503850 - GRSV 100.0 | QEI46324 - GRSV
L 98.85 | MK503849 - GRSV 99.58 | QEI46323 - GRSV
1 genes do GRSV

23 |d%: porcentagem de identidade

Além disso, com a sequéncia nucleotidica dos segmentos S, M e L do isolado de
GRSV _RN foi possivel identificar as familias de dominios conservados das proteinas virais do
genoma montado. Portanto, sete familias de dominio conservado foram localizadas, ja previstas

para o género Orthotopovirus. Do segmento S foram identificados o dominio da super familia
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Tospo_nucleocap (acesso cl03251, E-value: 1.63e-125) que codifica a proteina N (Avila et al.
1993) e a Bunya_NS-S_2 (acesso pfam03231, E-value: 1.69e-168), responsavel pelos blocos
de construcdo da via de silenciamento de genes (Bucher et al. 2002). No segmento M foram
identificados motivos pertencentes a familia de dominio Bunya G1 super family (acesso
cl04155, E-value: 1.69e-168) (Pekosz e Gonzales-Scarano 1996) e 3A super family (acesso
cl02970, E-value: 1.16e-50) correlacionada com as proteinas de movimento célula-a-célula de
orthotospovirus e coating protein de potyvirus (Canto et al. 1997). No segmento L foram
identificados os dominios Bunya_RdRp super family (acesso cl20265, E-value: 0e+00) presente
em membros da ordem Bunyavirales (Chen et al. 2021); o dominio PDDEXK_nuclease-like
super family (acesso cl40440, E-value: 1.25e-03) ou endonuclease de restricdo (Knizewski et
al. 2007), e o dominio do cytochrome_P450 super family (acesso cd20647, E-value: 3.76e-03)

(Lamb et al. 2009). As super familias estdo resumidas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Regibes de dominio conservado.

INOME 2TIPO GRSV_RN
3 Posicdo inicial (nt)  “Posicdo Final (nt) 5 Comprimento (nt)

Segmento S (vc) 1 3039 3039
5-UTR 5-UTR 1 153 153
Panhandle Terminal conservado 1 8 8
N CDS 154 930 777
Dominio: Tospo_nucleocaps Dominio 154 891 738
Regido intergénica IR 931 1548 618
NSs CDS 2952 1549 1404
Dominio: Bunya_NS-S_239 Dominio 2952 1654 1299
Panhandle Terminal conservado 3032 3039 8
3-UTR 3-UTR 2953 3039 87
Segmento M (vc) 1 4857 4857
5-UTR 5-UTR 1 84 84
Panhandle Terminal conservado 1 8 8
GP CDS 85 3489 3404
Dominio: Bunya_G1 super familyess Dominio 1957 3048 1092
Regido intergénica IR 3490 3846 356
NSm CDS 4,757 3,846 912
Dominio: 3A super familyzo Dominio 4652 3939 713
Panhandle Terminal conservado 4850 4857 8
3-UTR 3-UTR 4758 4849 92
Segmento L (vc) 1 8882 8882
5-UTR 5-UTR 1 34 34
Panhandle Terminal conservado 1 8 8
L CDS 35 8659 8625
Dominio: PDDEXK _nuclease-like super familyiiz Dominio 335 682 348
Dominio: Bunya_RdRp super familysss Dominio 2513 5044 2532
Dominio: cytochrome_P450 super familyzzoo Dominio 8271 8103 169

72



Panhandle Terminal
3-UTR 3-UTR

8882
8660

8875
8882

Continuacédo da Tabela 7

8
223

vc - viral complementar.

1 Sequéncia analisada

2 Tipo de sequéncia analisada

3 Posi¢do de localizacgao (nucleotideo) inicial
4 Posicao de localizagdo (nucleotideo) final

® Comprimento total de nucleotideo da sequéncia analisada
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Analise filogenética

Vinte e uma sequéncias depositadas no GenBank, além da sequéncia montada de GRSV
(GRSV_RN) foram utilizadas para a inferéncia bayesiana utilizando o gene N como descrito
na metodologia.

A topologia da arvore mostra a formacdo de trés clados distintos, GRSV, TCSV e
TSWV partindo de um mesmo ancestral comum. A sequéncia nucleotidica do gene N de
GRSV_RN, descrito na arvore como GRSV_RN_CL_N, foi agrupada com alto nivel de
confianca no clado de GRSV, formando um grupo irmdao com o isolado
MK5348 GRSV_CL_N como mostra a Figura 7.

Figura 7 - Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene N.
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A histéria evolutiva foi inferida usando o método de inferéncia Bayesiana € 0 modelo de
substituicdo HKY+G. Foram utilizadas 22 sequéncias de nucleotideos de diferentes espécies
virais (GRSV, TCSV e TSWV), com um total de 777 (posi¢Bes por sequéncia) no conjunto de
dados final. As analises evolutivas foram conduzidas no programa MrBayes v.3.2.7 em uma
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corrida de 10 milhdes de geragdes, onde a arvore final obtida apresentou uma probabilidade de
log de -3040.784 e um desvio padrédo final de 0.004. A barra de escala (0,05) representa o
namero de substituicdes de nucleotideos por sitio. As numera¢Ges nos ramos representam a
probabilidade a posteriori. A etiqueta dos ramos segue as seguintes caracteristicas: nimero de
acesso acrénimo do virus_pais_hospedeiro_gene (Tabela 2).

As andlises do SDT (Tabela 8) resultaram em comparac@es de identidades pareadas das
sequéncias de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) dos genes N, NSs; GP, NSm e L do isolado
GRSV_RN contra as sequencias virais de GRSV, TCSV e TSWV. A maior identidade de 98,8%
a nivel de nt foi calculada para a sequéncia N de GRSV do isolado de melancia (MK503848).
Identidades inferiores a 90% foram obtidas com sequéncias de N de TCSV e TSWV. A nivel
de aa, a maior identidade de 100% foi calculada para as sequéncias N de GRSV de acesso
MK503848, enquanto que identidades menores que 90% foram obtidas para as sequéncias de
aade N de TCSV e TSWV. A sequéncia NSs de GRSV_RN, tanto a nivel de nt (94.9%) quanto
a nivel de aa (97.2%) mostrou a maior identidade com a sequéncia recombinante do isolado de
GRSV de tomate encontrado na Florida (HQ644140, LcMtSg). Ja& para o gene da GP, a maior
identidade de 98.8% a nivel de nt foi observada com a sequéncia GP de GRSV isolado de
melancia (MK503850) e a nivel de aminoécido a maior identidade foi de 99.0% com sequéncias
GP de GRSV, isolado de planta de melancia (MK503850). Interessantemente, o gene GP de
GRSV_RN compartilha identidades méaximas de 91.3% e 93.9% a nivel de nt e aa,
respectivamente, com sequéncias do isolado BR-03 de TCSV do Brasil (MH742960).
Identidades menores que 90% foram observadas entre sequéncias de GP de GRSV_RN e
TSWV a nivel de nt e aa. A sequéncia do gene NSm apresentou as maiores identidades (98.2%
nt, 100.0% aa) com as sequéncias do isolado de melancia de GRSV do Piaui (MK503850). A
maior identidade com sequéncias de NSm de TCSV foi encontrada com sequéncias de TCSV
do isolado BR-03 do Brasil (MH742960) (91.9% nt, 94.4% aa). Para 0 gene L, a maior
identidade a nivel de nt (98.9%) e de aa (99.6%) foi obtido com a sequéncia de GRSV isolado
de melancia no Piaui (MK503849). A analise comparativa com as sequéncias de L de TCSV
mostrou a nivel de nt identidades inferiores a 90%, mas a nivel de aa identidades de 92.6%
foram obtidas com sequéncias de isolados de TCSV da Republica Dominicana (KX463272,
MH427861 e MH742959).
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Tabela 8 - Identidades pareadas de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos em porcentagem (%) dos genes N, NSs; GP, NSm e L de

GRSV avaliados no programa SDT.

SEGMENTO S
3Gene N 3 Gene NSs

L Acesso 2 virus / isolado Id (%nt | aa) L Acesso 2 virus/isolado Id (% nt | aa)

GRSV_RN GRSV 100 100 GRSV_RN GRSV 100 100
MK503848 GRSV-GRSVPI 98.8 100  MN364668 GRSV- GRSV-W-TO_S 94.7 96.4
MH742958 GRSV-AS-5 94.5 96.5  MT723993 GRSV- DSMZ-PV0205 94.7 96.6
MT723993 GRSV-DSMZPV-25 94.5 96.5  MH742958 GRSV - SA-05 94.7 96.6
MN364668 GRSV- GRSV-W-TO_S 93.4 96.9  MN364668 GRSV- GRSV-W-TO_S 94.7 96.4
MG797643 GRSV-UFT/214 93.4 96.9  MG797643 GRSV- UFT/214 94.7 96.4
MH686229 GRSV-LEM 93.2 97.3  KT972593 GRSV- AR 94.9 96.6
HQ644140 LeMrSc 93.2 96.9  KY400110 GRSV - GRAR-S 94.5 96.6
KY400110 GRSV-GRAR-S 93.4 97.3  MH686229 GRSV - LEM 94.6 96.6
MT423640 GRSV_Villa_Reduccion_A 92.9 96.9  HQ644140 LeM+Sc 94.9 97.2
MT423644 GRSV-Malena 92.8 96.9  KX463274 TCSV - DR 84.7 88.6
KT972594 GRSV-GRSV-AR 93.7 97.3  MH427863 TCSV - Haiti 84.5 88.4
MT423629 GRSV-Hernando 93.8 96.5  MH742961 TCSV - BR-03 84.1 88.0
MT423628 GRSV-Pampayasta_B 93.6 97.3  MG602673 TSWV - Mum-A5 775 80.5
MT423635 GRSV_General_Deheza_D 93.7 97.3  KY250490 TSWV - LK-1 78.0 81.5
MT423636 GRSV_Gigena 93.4 96.9  KT160282 TSWV- PAOL 778 80.9
MT423645 GRSV-Santa_Eufemia 93.6 97.3  KM365066 TSWV - WA7 78.8 81.5
MT423642 GRSV_ElI Crispin 94.3 97.3  MN365037 TSWV - YNHS 78.8 82.2
MT423630 GRSV-General_Deheza_A 93.7 97.3  KU976396 TSWV - TSWV-LE 78.8 82.0
MT423633 GRSV- General_Deheza_C 93.8 97.3  HMB581942 TSWV - Pepper2 CY-CN 78.1 81.8
MT423646 GRSV-Villa_ascasubi 93.8 97.3  JF960235 TSWV - TSWV-YN 78.8 82.0
MT423643 GRSV_General_Fotheringham 93.8 97.3  MT723987 TSWV - DSMZ PV-0389 78.4 82.4
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Continuacao da Tabela 8

MT423631 GRSV-Rio_Cuarto_A 94.2 97.3

MT423638 GRSV-Rio_Cuarto_B 94.2 97.3

MT423632 GRSV-Beneral_Deheza_B 94.0 97.3

MT423634 GRSV-Manfredi_B 94.0 96.9

MT423639 GRSV-Dalmacio_Velez 94.1 97.3

MH742961 TCSV-BR-03 82.0 81.1

KY910826 TCSV-NY1603 82.0 86.7

KX463274 TSWV-DR 82.4 87.5

MH427863 TCSV-Haiti 82.4 87.5

KP172480 TCSV 10-10-14 82.6 87.5

HM581942 TSWV-Pepper2 CY-CN 76.7 79.7

KM365066 TSWV - WA7 77.1 79.7

JF960235 TSWV-TSWV-YNHS 76.6 79.3

KU976396 TSWV - TSWV-LE 77.0 80.1

MN365037 TSWV-YNHS 77.0 80.1

KY 250490 TSWV-LK1 77.2 79.7

KT160282 TSWV-PAOL 77.1 79.3

MT723987 TSWV-DSMZ PV-389 76.1 79.8

SEGMENTO M
3 Gene GP 3 Gene NSm

1 Acesso 2 yirus/ isolado Id (% nt | aa) Id (% nt | aa)

GRSV_RN_ GRSV 100 100 GRSV_RN GRSV 100 100
MK503850 GRSV-GRSV-PI 98.8 99.0  MKS503850 GRSV-GRSV-PI 98.2 100
MN364669 GRSV-GRSV-W-TO_S 91.1 945  MN364669 GRSV-GRSV-W-TO_S 94.4 96.7
MT723992 GRSV-DSMZ-PV0205 91.4 94.4  MT723992 GRSV-DSMZ-PV0205 92.2 94.7
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Continuacao da Tabela 8

MH742957 GRSV-SA-05 91.3 94.5 MH742957 GRSV-SA-05 92.3 94.7
AY574055 GRSV-SA-05 91.1 94.3 KT972591 GRSV-AR 92.0 94.7
KT972592 GRSV-AR 90.6 94.1 AF213673 GRSV-BR 92.0 94.7
KY350137 GRSV-BR 91.5 94.0 KY350137 GRSV-BR 92.1 94.1
MH686227 GRSV-LEM 90.2 93.0 MH686227 GRSV-LEM 91.7 94.1
HQ644141 LecM1Se 90.8 93.2 HQ644141 LecMtSe 91.4 94.1
AY574054 TCSV 91.3 93.8 KX463273 TCSV-DR 91.2 94.1
KX463273 TCSV-DR 90.7 934 MH427862 TCSV-Haiti 91.2 94.1
MH427862 TCSV-Haiti 90.7 93.4 MH742960 TCSV-BR-03 91.9 944
MH742960 TCSV-BR-03 91.3 93.9 MG602672 TSWV-Mum-A5 7.7 84.1
MG602672 TSWV-Mum-A5 76.3 80.1 KY250489 TSWV-LK-1 77.6 84.4
KY250489 TSWV-LK-1 76.3 80.6 KT160281 TSWV-PAOL 77.4 85.1
KT160281 TSWV-PAQ1 76.3 80.0 KM365065 TSWV-WA7 77.6 84.4
KM365065 TSWV-WA7 75.9 80.3 MN365035 TSWV-YNHS 76.7 84.1
MN365035 TSWV-YNHS 76.0 80.2 KU976395 TSWV-TSWV-LE 77.9 84.4
KU976395 TSWV-TSWV-LE 76.1 80.5 HM581941 TSWV-Pepper2 CY-CN 77.8 84.4
HM581941 TSWV-Pepper2 CY-CN 76.4 80.2 JF960236 TSWV-TSWV-YN 76.6 84.4
JF960236 TSWV-TSWV-YN 76.1 80.5 MT723986 TSWV-DSMZ PV-0389 77.8 84.4
MT723986 TSWV-DSMZ PV-0389 76.2 80.6

SEGMENTO L

3 Gene L

L Acesso 2 yirus / isolado Id (% nt | aa)
GRSV_RN_ GRSV 100 100
MK503849 GRSV-GRSV-PI 98.9 99.6
MN364670 GRSV- GRSV-W-TO_S 90.9 96.7
MT723991 GRSV - DSMZ-PV0205 90.7 96.0
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MH742956
KT972590
KY350136
MHG686228
HQ644142
KX463272

MHA427861
MH742959

MG602671
KY250488
KT160280
KM365064
MN365036
KU976394
HM581940
JF960237
MT723985

GRSV - SA-05
GRSV - GRSV-AR
GRSV - BR

GRSV - LEM
LeM+Se

TCSV - DR

TCSV - Haiti
TCSV - BR-03

TSWV - Mum-A5
TSWV - LK-1

TSWV - PAOL

TSWV - WA7

TSWV - YNHS

TSWV - TSWV-LE
TSWV - Pepper2 CY-CN
TSWV - TSWV-YN
TSWV - DSMZ PV-0389

90.7
90.3
89.9
90.0
89.7
81.0

81.0
81.0

78.0
78.0
78.0
78.0
78.1
78.2
77.9
78.0
78.1

Continuacao da Tabela 8
96.1
96.5
96.3
96.4
96.2
92.6

92.6
92.6

88.4
88.7
88.5
88.7
88.8
87.3
88.8
87.1
88.6

Id: identidade de pares, nt: nucleotideo, aa: aminoécido.

1 Acesso utilizado para a analise

2 Espécie e respectivo isolado analisados

3 Resultado da analise do gene de acordo com cada segmento
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Recombinagéo

Com base na percepgéo de identidade entre o segmento M de TCSV e GRSV_RN e por
haver relatos j& descritos sobre eventos de pseudorecombinacdo entre os mesmos (Silva et al.
2019, Webster et al. 2011), optou-se por investigar a sequéncia M do GRSV_RN. Conforme a
analise exploratoria completa do RDP4 ndo foi possivel identificar sinais significativos de
recombinacéo entre os segmentos M do GRSV_RN montado e M de TCSV isolado de tomate
(Solanum lycopersicum). Os seguintes eventos foram detectados pelos métodos RDP (8,459
x100), MaxChi (7,242 x 1078), Chimaera (3,974 x 107%), Phylpro (2,486 x 10*%) e LARD

(3,128 x 102°) com relativamente baixos valores de p (p-value).

Figura 8 - Determinacéo de regides de pseudorecombinacgdo usando o programa RDP4.

1.00000

T aL"M»MWM

0.00000r

Identidade de pares

1 3787 7574 11363 15147

Posi¢do no alinhamento

A regido destacada entre as barras verticais cinza mostra 0s putativos sinais de um evento de
recombinacdo. Graficos para comparar GRSV_BR_C. lanatus e TCSV_BR_S. lycopersicum;
GRSV _BR_C. lanatus e GRSV_RN_C. lanatus; TCSV_BR_S. lycopersicum e GRSV_RN_C.
lanatus estdo em amarelo, azul e roxo, respectivamente. O GRSV_BR_C. lanatus foi
considerado o maior parental (major parent) e 0 TCSV_BR_S. lycopersicum o menor (minor
parent). Um total de sete sequéncias (GRSV, TCSV e TSWV) dos segmentos S (NSs, N), M
(GP, NSm) e L (L) foram retirados do Genbank e tiveram seus genes concatenados, sendo
representados por: GRSV _TCSV _USA S.lycopersicum ( HQ644140; HQ644141;

HQ644142), GRSV _SA A.hypogaea (MH742957;MH742958;MH742956),
GRSV _BR C.lanatus (MN364668;MN364669;MN364670) TCSV_BR_S.lycopersicum
(MH742961;MH742960;MH742959), TCSV_HT A.hypogaea

(MH427863;MH427862;MH427861), TCSV_DR capsicum (KX463274; KX463273;
KX463272), TSWV_AT S.lycopersicum (KM365066; KM365065; KM365064). . O dataset
proveniente do Genbank mais a sequéncia dos genes de GRSV_RN foram utilizados na anélise
de recombinagéo.
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Estudo da gama de hospedeiros

A Tabela 9 mostra o resultado da inoculagdo mecanica realizada a partir do macerado
de plantas de N. benthamiana (12 dpi) infectadas sistemicamente com um isolado de GRSV de
melancia advindas de campos produtivos do Rio Grande do Norte - Mossord. A infeccdo nas
plantas do estudo da gama de hospedeiras foi confirmada com base na expressdo dos sintomas,
Dot - ELISA.

Tabela 9 - Analise da gama de hospedeiros.

GAMA DE HOSPEDEIROS

2 Inicio dos sintomas 3 Sintomas 4Dot-ELISA
(dpi) (28 dpi) (+/ n° total plantas)

L Solanaceae

I . 10
Nicotiana benthamiana Ss: df 4/4
Nicandra physalodes 10 Ss: ac; df; ne; cl 6/10
Physalis florida 14 pnl 3/10
Capsicum baccatum -
var. Dedo — de — mocga ns 0/10
Capsicum annuum 10
var. Sweet pepper yolo wonder Ss:ci; rt 4/10
Solanum lycopersicum 18
var. Santa Clara Ss: mne 4/04
Solanum lycopersicum 14
var. Santa Cruz Ss: rt, df; mb. 3/10
Cucurbitaceae
Citrullus lanatus
var. Charleston gray 21 Ss: ne 4/10
Citrullus lanatus
var. Congo 21 Ss: ne 2/10
Citrullus lanatus
var. Crimson sweet 21 Ss: cf; rt 2/10
Cucumis anguria -
var. Maxixe Caipira do Norte ns 0/10
Cucumis sativus -
var. Cucumber caipira ns 0/10

Sintomas sistémicos (Ss); anéis cloréticos (ac); deformacéo foliar (df); necrose (ne); clorose
(c); pontuagdes necroticas locais (pnl); nenhum sintoma (ns); clorose internerval (ci); reducéo
de tamanho (rt); Manchas necroéticas (caules, peciolos, folha) (mne); manchas de bronze (mb);
curvatura da folha (cf); ndo testado (ut). Namero (n°); dias pos-inoculacdo (dpi); variedade
(var.).

1 Espécies e respectivas variedades utilizadas no estudo

2 Inicio dos sintomas para cada espécie
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3 Sintomas expressos Resultado Dot-ELISA
4 Resultado Dot-ELISA

Conforme analise soroldgica, nove especies/variedades de um total de doze testadas
foram positivas para a presenca de GRSV, sendo elas: Nicotiana benthamiana (4 plantas
positivas/4 plantas total e 1 foi confirmada positiva/RT-PCR); Nicandra physalodes (6 plantas
positivas/10 plantas total e 1 foi confirmada positiva/RT-PCR); Capsicum annuum var. Sweet
pepper yolo wonder (4/10); Citrullus lanatus var. Charleston Gray (4/10); Solanum
lycopersicum var. Santa Clara (4/04); Solanum lycopersicum var. Santa Cruz (3/10); Physalis
florida (2/10); Citrullus lanatus var. Congo (2/10); Citrullus lanatus var. Crimson sweet (2/10).
A espécie N. physalodes foi a que expressou 0s sintomas mais acentuados e 0 maior nimero de
plantas positivas. A espécie N. physalodes apresentou inicialmente sintomas sistémicos de
clorose e anéis cloréticos, seguidas de necrose e deformacdo foliar. A espécie Physalis florida
apresentou sintomas locais de pontuagdes necroticas. A variedade de Capsicum annuum var.
Sweet pepper yolo wonder apresentou sintomas sistémicos de clorose internerval e redugao de
crescimento. A espécie Solanum lycopersicum var. Santa Clara inicialmente mostrou um
sintoma severo de necrose de modo sistémico, com posterior remissao dos sintomas em folhas
nascentes, no entanto, as plantas de Solanum lycopersicum var. Santa Cruz apresentaram
sintomas de deformacdo foliar (forte enrolamento das folhas apicais) de maneira sistémica e
bronzeamento das folhas de forma local, além de terem seu crescimento reduzido. A espécie
Citrullus lanatus var. Charleston gray e Citrullus lanatus var. Congo apresentaram sintomas
sisttmicos de necrose foliar, entretanto, o sintoma foi mais severo na variedade Charleston gray.
Portanto, entre as melancias analisadas a variedade Charleston gray foi a que se mostrou mais
susceptivel ao virus. A espécie Citrullus lanatus var. Crimson Sweet apresentou sintomas de

curvatura foliar e reducdo de crescimento como mostra a figura 9.
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Figura 9 - Gama de hospedeiras.

A, B - Nicandra physaloides; C - Physalis florida; D - Capsicum baccatum variedade Dedo — de — moga; E - Capsicum annuum var. Sweet pepper yolo wonder; F - Solanum
lycopersicum var. Santa Clara; G - Solanum lycopersicum var. Santa Cruz; H - Citrullus lanatus var. Charleston gray; I - Citrullus lanatus var. Congo; J - Citrullus lanatus var.
Crimson sweet; K - Cucumis sativus var. Cucumber caipira; L - Cucumis sativus var. Cucumber caipira.
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DISCUSSAO

No Brasil a cultura da melancia, até a descricdo do momento, esta suscetivel a
doencas virais causadas principalmente por nove espécies virais: CMV, WMV, SgMV,
PRSV-W, ZYMV, ZLCV, GRSV como descrito por Kitajima et al. (2020) e WCLaV 1 e
2 (Maeda et al. 2021). As mesmas podem ser encontradas em associacdo mista como
relatado por Yuki et al. (2000) e Aguiar et al. (2015), em que a exclusiva analise
morfolégica dos sintomas expressos ndo é capaz de afirmar se existe ou ndo uma ou mais
espeécies virais correlacionadas a expressdao do sintoma. Portanto, ha a necessidade de
analises sorologicas e moleculares para diagnosticar e caracterizar corretamente as
espécies virais associadas a doencas na cultura da melancia. Os sintomas de anéis
necréticos observados em plantas de melancia nas regies produtoras do Rio Grande do
Norte e Ceara ja foram relatados por Ledo et al. (2015) em campos produtivos de melancia
em Sdo Paulo entre os anos de 2012 e 2013, e, recentemente por Pozzi et al. (2021) na
Argentina em cultivos de melancia, sintomas que foram associados ao GRSV. Ressalta-
se que ambos trabalhos observaram a presenca de espécies de tripes em campo associados
a plantas sintomaticas. Ledo et al. (2015) identificou a espécie presente em Sdo Paulo
como Frankliniella schultzei e Pozzi et al. (2021) apenas fez a observacdo da presenca de
vetores em campo. Trabalhos como o desenvolvido por Webster et al. (2015) comprovam
que espécies como Frankliniella schultzei e Franklinella occidentalis sdo transmissoras
de GRSV. Com base nestas informacdes, e em trabalhos que relatam os tripes como
transmissores de orthotospovirus (Nagata et al. 2004; Rotenberg e Whitfield 2018), a
populacdo de tripes encontrada nos campos (plantas sintomaticas) de melancia foi
identificada como sendo do género Frankliniella sp. (comunicagéo pessoal com Prof. Dr.
Adriano Cavalleri, UFRG) e considerada como possivel transmissora do virus do GRSV
em campo. No entanto, outros possiveis vetores, como por exemplo, Aphis gossypii,
podem estar transmitindo outras espécies virais que contribuem para a sintomatologia

encontrada em melancia em campo.

Mediante a sintomatologia, observada de maneira acentuada em campo,
empregou-se a tecnologia do sequenciamento de nova geracdo para caracterizagdo
molecular viral do agente causador da doenca, como ja realizado em outros trabalhos
(Chou et al. 2017; lbaba e Gubba 2020; Luria et al. 2019; Xin et al. 2017). Essas
tecnologias tornaram-se principais e essenciais para o descobrimento de sequéncias

virais, e permitem a montagem de genomas novos ou genomas que ja tenham sido
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identificados (Churko et al. 2013; Jones et al. 2017). A utilizacdo do HTS neste trabalho
possibilitou a busca de todos 0s genomas presentes na amostra sequenciada, além de
servir como uma importante fonte de dados para futuras analises de bioinformética
(Olmos et al. 2018). Portanto, um dos objetivos deste trabalho visou a montagem de
genomas virais de acordo com o pipeline estabelecido por Blawid et al. (2017). Duas
estratégias de montagem podem ser utilizadas para a montagem de genomas virais, uma
através de genomas de referéncia ou através da estratégia de novo (Moyer 1999).
Contudo, neste trabalho, optamos por utilizar a estratégia de novo para a montagem da
sequéncia genémica com o intuito de observar as possiveis variacbes no genoma
montado, conforme demonstrado por Young et al. (2010). Ap6s a montagem de cada
segmento (S, M e L), as sequéncias foram comparadas por BLASTn/BLASTp. A
sequéncia do segmento L de GRSV-RN montado compartilha 98,86% de identidade com
a sequéncia do segmento L de GRSV de melancia do Piaui (nimero de acesso:
MK503849) disposto no NCBI. A sequéncia do segmento M montado se assemelha em
98,45% com a sequéncia M de GRSV de melancia do Piaui (MK503850) e a sequéncia
do segmento S montado mostrou ser 98,94% idéntica a sequéncia do gene N montado do

isolado de GRSV de melancia advindas do Piaui (nimero de acesso: MK503848).

A sequéncia de multiplos alinhamentos referentes ao gene N foi utilizada para a
construcdo da arvore filogenética, através de inferéncia bayesiana que utiliza uma analise
de multiplas arvores através de modelos estocasticos e modelos com base no teorema de
Bayes que ddo origem a probabilidades a posteriori (Dunson 2001; Robert 2007). A
arvore filogenética de espécies de orthotospovirus evidenciou a relacéo existente entre as
trés espécies analisadas (GRSV, TCSV e TSWV), em clados diferentes obedecendo um
padrdo ja observado anteriormente por Camelo-Garcia et al. (2014) e Ledo et al. (2015).
Todos os segmentos também foram trabalhados com base na similaridade de identidade
de nucleotideos e aminoacidos de seus genes. O gene N foi ressaltado nas analises, por
ser mais conservado (Avila et al., 1993) e utilizado como demarcador a nivel de espécie.
Avila et al. (1993) propds que com a analise deste gene é possivel observar que as espécies
GRSV, TCSV e TSWYV se separam em sorogrupos (TSWV pertencente ao sorogrupo | e
GRSV e TCSV do sorogrupo I1). Feldhoff et al. (1997) mostrou que o anticorpo contra a
proteina Gn/Gc de TSWV pode reagir com glicoproteinas de GRSV e TCSV. Portanto,
0s resultados positivos de ELISA utilizando o anticorpo TSWV podem ser o produto de

reacOes cruzadas com proteinas de GRSV e TCSV.
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Além de apresentarem alta identidade, as espeécies trabalhadas neste estudo s@o
segmentadas, possibilitando a ocorréncia de frequentes rearranjos e recombinagoes
(Vijaykrishna et al. 2015; Webster et al. 2011). Mediante ao conhecimento dessa
informacao, também buscou-se, com a utilizagdo das sequéncias dos genes concatenados
de TSWV, GRSV e TCSV, identificar a presenca de possiveis eventos de recombinacéo.
As andlises com 0 RDP4 ndo apontaram evento/eventos de pseudorecombinacdo na
sequéncia do GRSV_RN montado, pois o p-value calculado ndo foi considerado
significativo. Na literatura podemos encontrar trabalhos referentes a eventos de
recombinacdo entre GRSV e TCSV. O primeiro relato de pseudorecombinagédo foi
demonstrado por Webster et al. em 2011, que relacionou a sequéncia do isolado de GRSV
da Florida-EUA LgM+Sc (numero de acesso: HQ644141) como um recombinante. As
analises realizadas com o isolado LcMtSc indicaram a presenca de um evento de
recombinacdo em que o GRSV sofreu recombinacdo com o segmento M de TCSV. O
segundo relato de recombinagéo foi realizado por Silva et al. (2019), sugerindo um
resultado diferente para o segmento do isolado BR-03 (nimero de acesso: MH742960).
Silva et al. (2019) sugerem em analises de diversidade de nucleotideos do segmento M,
que TCSV incorporou o segmento M de GRSV através de provavel evento de
pseudorecombinacdo, pois 0s segmentos nucleotidicos apresentam baixa diversidade
acumulada. Os autores sugerem que o genotipo parental de TCSV foi eliminado ou ainda
deve ser descoberto. A coinfeccdo por dois ou mais virus em um Unico hospedeiro pode
favorecer eventos de recombinacéo (troca de fragmentos gendmicos) ou o rearranjo (troca
de segmentos inteiros) (Simon-Loriere e Holmes 2011; Vijaykrishna et al. 2015). Esse
tipo de evento é uma das principais forcas evolutivas em virus segmentados de RNA de
fita simples, sendo o isolado viral passivel a adaptac6es a novos hospedeiros e condigdes
ambientais (Lian et al. 2013; Sanjuan e Domingo-clap 2016). Apesar de trabalhos como
o realizado por Lian et al. (2013), que consideraram significativos valores de p de 1,0 x
10 em anélises de recombinagio com a espécie TSWV, optamos por ndo considerar
valores significativos valores de p de 10® a 10%°. Considerando que o nimero de
sequéncias completas para analise € baixo e, portanto, falsos positivos podem ocorrer
(Halsey 2019), ndo é possivel afirmar com as andlises de recombinacéo a existéncia de

eventos de pseudorecombinacdo com a sequéncia do isolado de GRSV_RN.

A escolha das espécies de plantas para o teste bioldgico foi baseada na gama de

hospedeiros que 0 GRSV abrange e em trabalhos ja desenvolvidos referentes a isolados
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de melancia (Ledo et al. 2015) e de outros, como por exemplo, o0 amendoim (Camelo-
Garcia et al. 2014). Os resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados por Ledo
et al. (2015) referente ao GRSV de melancia, exceto pelo resultado referente a infecgéo
das variedades de tomate. Ledo et al. (2015) realizaram a inoculagdo mecéanica do isolado
de melancia na variedade de tomate Santa Clara (essa variedade também é abordada neste
trabalho) e ndo constataram infec¢do, enquanto, os experimentos do presente trabalho
confirmaram a infeccdo de GRSV_RN por Dot-ELISA tanto na variedade de tomate
Santa Clara, quanto na variedade Santa Cruz. Portanto, divergentes quando comparado
ao obtido por Ledo et al. (2015). A infeccdo com GRSV_RN se mostrou sistémica,
entretanto, a distribuicdo dos sintomas foi atipica para a variedade Santa Clara, onde 0s
sintomas restringiam-se a parte basal e mediana da planta ndo sendo visualizados na parte
apical da planta. Interessantemente, posteriormente, observamos uma recuperacdo das
plantas. Uma hipotese que pode explicar o fenémeno foi descrita por Géngora-Castillo et
al. (2012), que relatam esse processo como “remissdo”. Gongora-Castillo et al. (2012)
observaram em teste, que plantas de pimenta infectadas com o pepper golden mosaic virus
(PepGMYV), apds a expressdo severa de sintomas nas folhas basais, teve uma dréstica
reducdo da expressao dos sintomas conforme a emergéncia das novas folhas apicais e isso
prolongou-se até a emergéncia de folhas assintométicas. Wingard (1928) também
observou 0 mesmo comportamento em erva daninha. Bengyella et al. (2015) relaciona
essa condicdo ao grau de resposta inicial da imunidade basal do hospedeiro. A variedade
Santa Cruz mostrou sintomas sistémicos, entretanto, persistentes. Analisando-se 0s
sintomas nas variedades de melancia foi possivel observar que os sintomas expressos
foram mais atenuados que os sintomas observados em campo, onde podemos levantar a
hipdtese de que a severidade da doenca em campo pode estd associada a presenca de
infeccdo mista que proporcione sinergismo ao mesmo (Bag et al. 2012). Na literatura
trabalhos como o desenvolvido por Bag et al. (2012) demonstraram em experimento de
casa vegetacdo que a coinfeccdo de IYSV e TSWV ocasionam a expressdo de graves
sintomas sistémicos em plantas de Datura stramonium. Renteria-Canett et al. (2011)
tambeém observaram que a coinfeccdo entre as geminiviroses por pepper golden mosaic
virus (PepGMV) e pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV) ocasionam maior
severidade dos sintomas em plantas de pimenta. Relatos iguais a esses embasam a
hipotese de que a infeccdo mista encontrada nas amostras de melancia esteja

correlacionada com a severidade do sintoma em campo. Trabalhos futuros precisam ser
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realizados de modo mais abrangente e profundo para elucidar a sintomatologia em campo

observada em plantas de melancia da regido produtora do Rio Grande do Norte e Ceara.

Concluindo, foi possivel montar as sequéncias do genoma viral de GRSV isolado
de melancia via andlise de bioinforméatica e molecular, indicando a presenca do GRSV
nas areas produtivas de melancia de Mossor6 e Ceard. Ao contrario de outros estudos, 0
presente trabalho mostrou que este isolado de GRSV infecta a espécie Solanum
lycopersicum variedades Santa Clara e Santa Cruz, através da determinacdo da gama de
hospedeiros. Em um contexto geral, sugere-se que mais analises sejam realizadas para
identificacdo do que possibilitou a adaptagédo do GRSV a hospedeira melancia no Brasil,
bem como um levantamento epidemioldgico da distribuicdo da doenga, no intuito de
minimizar danos produtivos e econémicos ocasionados por este novo isolado, e de

coordenar ac¢des alternativas no controle da doenca.
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Conclusoes gerais
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CONCLUSOES GERAIS

1 - A partir do sequenciamento HTS foi possivel realizar a montagem das sequéncias de
segmentos S (3039 nt), M (4857 nt) e L (8882 nt) de GRSV isolado da regido de Mossord/Ceara
(GRSV_RN). As regides génicas foram analisadas pela ferramenta SDT, que indicaram alta

identidade com sequéncias de isolados de GRSV do Piaui.

2 - As andlises filogenéticas inferidas através de analise Bayesiana revelaram a formacéo de
trés clados distintos GRSV, TCSV e TSWV, e revelaram que o GRSV_RN agrupa-se com alto
nivel de confianga no clado de GRSV, e forma um grupo irmdo com o isolado do Piaui,
MK503848 GRSV_CL_N.

3 - Conforme o resultado obtido atraves das analises soroldgicas e moleculares pode-se concluir
que o0 GRSV esta presente em campos de melancia do estado do Rio Grande do Norte, Mossord

e Ceara.

4 - Ndo foi possivel detectar a presenca de pseudorecombinacao nas sequéncias dos segmentos
de GRSV_RN analisados.

5 - Em relagdo aos resultados do estudo da gama de hospedeiros, as espécies N. physalodes; C.
annuum (var. Sweet pepper yolo wonder); S. lycopersicum (var. Santa Clara e var. Santa Cruz);
P. florida e C. lanatus (var. Crimson sweet, var. Charleston gray e var. Congo) foram
suscetiveis ao GRSV por testes de Dot - ELISA. A espécie N. benthamiana é hospedeira de
GRSV_RN. O resultado foi confirmado pela RT-PCR e via Dot-ELISA.
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