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Resumo

Os virus do género Tospovirus pertencem a familia Bunyaviridae e possuem o
material genético composto por trés segmentos de RNA, denominados RNA L, RNA M
e RNA S. O Groundnut ringspot virus (GRSV) e o Tomato spotted wilt virus (TSWV)
sd0 as espécies de tospovirus mais importantes no Brasil, causando prejuizos
principalmente em cultivos de tomateiro e pimenteiras. Tomato chlorotic spot virus
(TCSV) eventualmente é encontrado em ciclo de hospedeiras similar ao de GRSV e
TSWV e tem ocorréncia restrita a alguns estados no Brasil, onde foi descrito pela
primeira vez. Virus compostos por genoma segmentado podem sofrer frequentes
recombinacfes ou rearranjos. Com a finalidade de buscar rearranjos naturais entre
espécies de tospovirus, foi verificada a ocorréncia de GRSV, TCSV e TSWV em
amostras com sintomas de virus coletadas no Brasil e na Republica Dominicana. Neste
levantamento ndo foram detectados rearranjos genéticos e a incidéncia de infecgdo
mista foi de apenas 7%. Contudo, mais de 50% das amostras coletadas estavam
infectadas com tospovirus, reforcando a importancia econémica desses virus. No Brasil
houve a prevaléncia de GRSV, mantendo o cenario observado no Gltimo estudo de
deteccdo de tospovirus em amostras de campo, no qual também se verificou a
prevaléncia de GRSV em regides produtoras no Nordeste e no Distrito federal.
Comparando-se os dados do levantamento anterior com aquele realizado nesse estudo,
pode-se perceber que TSWV esta perdendo espaco no campo, deixando de ser a espécie
de maior relevancia econdmica. Na Republica Dominicana, regido onde 0s tospovirus
foram introduzidos recentemente, observou-se que o TCSV tem se disseminado de
forma rapida e severa em importantes culturas como tomateiro, pimenteiras, fumo e
feijoeiro, em contraste com 0 GRSV que ainda ndo foi detectado no pais e 0 TSWV que
foi encontrado em uma propor¢do maior do que a observada no Brasil. A crescente
disseminacdo de TCSV néo esté restrita @ Republica Dominicana e pode ser justificada
pelo ‘fitness’ mais eficiente desta espécie. Relatos recentes tém ocorrido em outros
paises do Caribe e nos Estados Unidos, onde foi caracterizado o primeiro isolado
proveniente de rearranjo intraespecifico de tospovirus composto por segmentos
gendmicos ndo cognatos. Este isolado heterogéneo possui os RNAs S e L de GRSV e o
RNA M de TCSV (ScrsvMrcsvLarsy). Pela diversidade bioldgica e devido aos critérios
taxondmicos estabelecidos, foi pressuposto que a deteccdo de rearranjos nas condigOes
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brasileiras havia sido negligenciada ao longo dos anos. Contudo, apos a analise de mais
de cento e sessenta amostras, coletadas em dois paises com histéricos de infec¢Ges de
tospovirus bem distintos (Brasil e Republica Dominicana), ndo foi possivel detectar
rearranjos genéticos. Neste trabalho foram sequenciados e comparados isolados de
TCSV e de GRSV coletados no final dos anos 80, com isolados sequenciados
recentemente e/ou armazenados em bancos de dados gendmicos. As analises de
filogenia do RNA M de TCSV e GRSV permitiram concluir que, provavelmente, essas
duas espécies compartilham o mesmo segmento M, ou seja, caso tenha ocorrido algum
evento definitivo de rearranjo entre as espécies de GRSV e TCSV, este foi em um
passado distante, ndo sendo possivel detectar o segmento parental por falta de dados
suficientes para as analises. Neste trabalho, a distribuicdo mundial de TCSV, TSWV e
de Iris yellow spot virus (I'YSV) também foi verificada por meio de estudos de
filogeografia, com a finalidade de compreender a dispersao de espécies de tospovirus e
possibilitar a agregacdo de dados para implementacdo de medidas quarentenérias e o
aperfeicoamento de programas de melhoramento, para a obtengdo de resisténcia
genética a espécies de tospovirus. Nestas andlises foi possivel verificar que a
distribuicdo dos isolados € local e ndo global e que a disseminacdo mundial dos
tospovirus parece estar relacionada com as atividades econémicas e intercambios

comerciais realizadas pelos paises.



Abstract

The viruses on the genus Tospovirus belong to the family Bunyaviridae and have
their genome comprised by trisegmented RNA, named L RNA, M RNA and S RNAS.
The Groundnut ringspot virus (GRSV) and Tomato spotted wilt virus (TSWV) are the
most important tospovirus in Brazil, causing severe losses mainly in tomato and pepper
crops. Tomato chlorotic spot virus (TCSV) is often found infecting similar hosts range
as GRSV and TSWV. TCSV occurrence is restricted to some states in Brazil, where it
was described for the first time. Viruses having segmented genomes can undertake
frequent recombinations and/or reassortants. With the aim to seek for natural
reassortants among GRSV, TCSV and TSWV an extensive survey was carried out in
Brazil and Dominican Republic. In this survey, any genetic reassortant was detected and
the incidence of mixed infection was significantly low. However, more than 50% of the
samples collected were infected with tospoviruses, reinforcing the economic importance
of these viruses. In Brazil there was a prevalence of GRSV, the same scenario observed
in the last tospoviruses survey in the field, which has also verified the prevalence of the
GRSV in horticultural producing areas located in the Northeast and in the Federal
District. As we bring together the old and the new database, we can notice that the
importance of TSWV is decreasing in agriculture, since this specie is not the most
economically relevance. In Dominican Republic, the TCSV has been recently reported
and have been spreading over important cultivated crops, such as tomato crops, pepper
crops, tobacco and bean crops. The survey in Dominican Republic showed that GRSV
was not detected yet in the country and TSWV has been found in higher percentages
compared to those found in Brazil. The remarkably dissemination of the TCSV is not
restricted to the Dominican Republic and may be due to an efficient fitness of this
species. Recent reports showed occurrence of TCSV in others Caribbean countries and
in the south of USA, where it was reported the first interspecific reassortant isolate
among tospoviruses. This reassortant isolate has the S and L RNA genomic segments of
the GRSV and the M RNA of the TCSV (denoted as SersvMrcsvLcrsv). Up to now,
due to the biologic diversity, associate with the taxonomic criteria established, we
assumed that the reassortant detection in the Brazilian conditions was neglected.
However, after the analysis of more than one hundred and sixty samples, collected in
two countries (Brazil and Dominican Republic), which have different tospoviruses

history, genetic rearrangements were not detected. To understand the nature of the
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natural reassortant ScrsvMrcsvLcrsv between GRSV and TCSV, recently reported in
USA, in this work, we sequenced and compared the first GRSV and TCSV isolates
reported in the world, which were isolated in the 1980’s, with all GRSV and TCSV
available in GenBank and/or sequenced in our Lab. After a stringent analysis of the M
RNA of the TCSV and GRSV phylogeny, we were able to conclude that, probably,
these two species share the same M segment. In this case, we hyptothesize that the
reassortant event between GRSV and TCSV occurred in a distant past (at least 30 years
ago), and not recently, as reported in USA. However, it is not possible to detect the
parental segment due to the lack of sequence information in the database. The world
distribution of TCSV, TSWV and Iris yellow spot virus (I'YSV) were also studied in this
work verified by phylogeography analysis. The results aimed to gather information in
order to improve the effiency of breeding programs searching for resistant or tolerant
genotypes to tospovirus infection and to implement quarantine procedures. In this
analysis, we could verify that the distribution of the isolates seems to be local and not
global and the world dissemination of the topoviruses was related to economic activities

among the countries.
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1.Introducao

1.1 Histdrico global das tospoviroses: da doenga ao agente etioldgico

Na primeira metade do século XX foram frequentes os relatos de sintomas virais
semelhantes, relacionados a diferentes doencgas em plantas de fumo, tomateiro, batateira,
abacaxizeiro, pimenteiras, alface e plantas ornamentais. Doencas conhecidas como
‘vira-cabeg¢a’ no Brasil, ‘spotted wilt’ na Inglaterra, Australia, Nova Zelandia e Estados
Unidos, ‘corcova’ na Argentina, ‘kromneck’ na Africa do Sul e ‘a mancha amarela do
abacaxi’ também nos Estados Unidos foram, por fim, associadas a um unico agente
etioldgico, o virus causador da doenga ‘spotted wilt” (Costa et al., 1941). Os sintomas
descritos foram manchas anelares concéntricas, amarelas e palidas nas folhas de
tomateiro, abacaxizeiro e batateira; crestamento e enrolamento dos ponteiros; pontos
necrdticos nas folhas de fumo, batateira e tomateiro e manchas necréticas longitudinais

no caule das mesmas plantas (Costa et al., 1941) (Figura 1, Figura 2).

(@) (b)

Figura 1. Tomateiro (a) e batateira (b) com crestamento do ponteiro e enrolamento foliar, causados pelo

virus ‘spotted wilt’. Fonte: Costa et al., 1941.



(a)

(b)

Figura 2. Folhas de pimenteira com manchas palidas e anéis concéntricos (a) e folhas de tomateiro com
anéis necrdticos, fumo com manchas péalidas anelares e concéntricas e batateira com manchas péalidas

(sentindo horario) (b) sintomas tipicos de ‘spotted wilt’. Fonte: Costa et al., 1941.

A doenga ‘spotted wilt’ do tomateiro foi primeiramente descrita na Australia em
1915 e o agente etioldgico foi estabelecido posteriormente devido a transmissdo da
doenca para plantas sadias utilizando o suco de plantas sintomaticas e por meio de
insetos associados as culturas infectadas (Brittlebank, 1919; Pittman, 1927; Samuel et
al., 1930). Insetos conhecidos como tripes foram relacionados a todas as epidemias
ocorridas em distintas regides da Australia, tanto em cultivos protegidos quanto em
cultivos em campo. As espécies de tripes Thrips tabaci (tripes da cebola) e

Frankliniella insularis foram capazes de transmitir a doenga ‘spotted wilt” a plantas
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sadias, depois de se alimentarem de plantas doentes e continuarem infectando, mesmo
apos um longo periodo de alimentagdo apenas em plantas saudaveis. Assim, o causador
da moléstia ‘spotted wilt’ foi reconhecido como de etiologia viral e denominado Tomato
spotted wilt virus (TSWV), tendo os tripes (ordem: Thysanoptera) como insetos vetores
(Pittman, 1927; Samuel et al., 1930).

A ocorréncia da doenca declinou na Europa Ocidental apds a segunda guerra
mundial, enquanto sua incidéncia crescia na Europa Oriental e no Brasil. Durante 0s
anos de 1930 e 1940, T. tabaci foi considerado o principal vetor de TSWV, contudo,
estudos posteriores demonstraram que a eficiéncia de transmissdao de TSWV por T.
tabaci esta diretamente relacionada ao hospedeiro que foi isolada a populacéo,
temperatura ambiental, ao sexo do inseto e ao isolado de TSWV, fatores esses que
limitam a capacidade de transmitir o virus e questionam a eficiéncia do vetor (Paliwal,
1974; Goldbach et al., 1994; Chatzivassiliou et al., 2002; Westmore et al., 2013). As
populagdes de T. tabaci séo separadas de acordo com o tipo de reproducédo: populactes
arrhenotokus (reproducéo sexuada) e populacgdes thelyotokus (reproducdo assexuada, ou
partenogénese). Populacdes arrhenotokus sdo mais eficientes na transmissdo de TSWV
e foram as responsaveis pela disseminagdo do virus pelos paises do leste europeu na
primeira metade do século XX, ao contrario dos paises do oeste europeu e dos Estados
Unidos, onde a populacgdo prevalente ¢ a thelyotokus, a qual ndo demostra eficiéncia em
transmitir o virus. Esta perspectiva pode justificar o declinio da incidéncia de TSWV a
partir dos anos de 1940 até 1980 (Goldbach et al., 1994; Chatzivassiliou et al., 2002;
Kirk et al., 2003; Westmore et al., 2013).

A partir da década de 1980 a incidéncia de TSWV aumentou nos Estados
Unidos, na Europa Ocidental e na Australia, fato intimamente relacionado ao
espalhamento do tripes Frankiniella occidentalis e sua eficiéncia como vetor de
tospovirus. (Allen et al., 1986; Kirk et al., 2003; Ditzgen et al., 2005). Até 1960, F.
occidentalis era amplamente encontrado apenas no lado oeste dos Estados Unidos e no
México, ocorrendo uma Unica exce¢do na Nova Zelandia, onde uma populagdo distinta
(‘lupin strain’) foi relatada anteriormente as encontradas na América. Contudo, a
populacdo ‘lupin strain’ ndo foi associada a danos as grandes culturas, apesar de
amplamente distribuida por todo pais, sendo abundantemente encontrada na planta
invasora Lupinus arboreus (Moud, 1983; Kirk et al., 2003). Populac6es distintas de F.
occidentalis foram observadas nos Estados Unidos, sendo possivel diferenciar as
estirpes encontradas no campo e em casas de vegetacdo. Como meio de controle do
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tripes, o uso abusivo de inseticidas pode ter selecionado estirpes mais resistentes, que,
juntamente com o aumento do transito de ‘comodities’ de origem vegetal no mundo a
partir de 1960, contribuiu para disseminagdo de F. occidentalis para o restante do
continente americano e os demais, favorecendo a dispersédo de TSWV no mundo (Allen
et al., 1986; Goldbach et al., 1994; Kiritani, 2001; Kirk et al., 2003).

Os constantes relatos de doengas causadas pelo virus do ‘spotted wilt’ e a
iminéncia de uma epidemia de TSWV, intensificaram as investigacdes sobre as
caracteristicas biologicas e moleculares do virus. A composicdo estrutural de TSWV
comegou a ser desvendada a partir da segunda metade do século XX quando estudos em
microscopia eletrébnica mostraram que as particulas do virus sdo encontradas no
citoplasma da célula vegetal em agrupamentos rodeados por membranas com as
mesmas caracteristicas das citomembranas de células eucaridticas, sendo observados
possiveis granulos nessas vesiculas similares aos ribossomos, sugerindo localizagdo no
limen do reticulo endoplasmatico. Além disso, pdde-se constatar que as particulas
individuais eram circulares com didmetro de 80-120nm e circundadas por uma camada
externa (Kitajima, 1965; Kammen et al., 1966) (Figura 3).

O tipo de &cido nucleico que compde o virus foi determinado a partir de reac6es
com 0s componentes quimicos orcinol e difenilanima capazes de discriminar RNA e
DNA, respectivamente. Dessa forma, o contetdo interno da particula reagiu na presenca
de orcinol e ndo reagiu quando em contanto com difenilamina, sinalizando a presenca
de RNA como o componente nucleico do core da particula (Kammen et al., 1966). A
composicdo proteica da particula comecou a ser definida em decorréncia de uma série
de experimentos com géis desnaturantes e o posterior tratamento das fragdes com
marcadores quimicos especificos e proteases. Ao menos sete proteinas foram isoladas,
sendo quatro estruturais pré-estabelecidas. Polipeptideos associados a glicolipideos e ao
acido nucleico de particulas purificas de TSWV foram obtidos e apds digestdes
proteoliticas das particulas intactas, ndo foi possivel a deteccdo de trés das quatro
proteinas estruturais, indicando que essas compunham a membrana externa observada
ao microscépio e que a Unica proteina ainda detectavel estava provavelmente localizada
no interior da particula (Mohamed et al., 1973; Tas et al., 1977b).



(@) (b)

Figura 3. (a) Secdo ultrafina de células do parénquima esponjoso de folhas de tabaco repletas de vesiculas
contendo particulas virais (setas pretas). n = nicleo; m = mitoc6ndria; ne = envelope nuclear; v =
vaclolo; ds = fitas estrondensas. (b) Microscopia eletrdnica das particulas individuais de TSWV
purificadas de folhas de Nicotiana rustica. A membrana externa pode ser claramente observavel. Fonte:
Kitajima, 1965; Kammen et al., 1966.

Por meio de eletroforese com géis desnaturantes com variadas concentragdes de
agarose dos acidos nucleicos extraidos de particulas purificadas de TSWV, quatro perfis
de migragéo foram observados. Os materiais componentes dessas bandas foram tratados
com RNAse e DNAse e submetidos a temperatura (100°C), além de terem sido
precipitados com LiCL (2M). Os componentes nucleicos que compunham trés das
quatro bandas encontradas ficaram intactos apenas na presenca de DNAse, concluindo-
se que a composi¢do nucleotidica do core da particula era de RNA fita simples (Hurck
et al., 1977). O peso molecular das quatro bandas de RNA foi determinado, assim como
0 nimero de moléculas contidas nas bandas 1, 3 e 4. Uma vez que, a banda 2 ndo pode
ser recuperada, foi sugerido que o core da particula é composto por RNA segmentado.
O peso molecular dessas moléculas de RNA foi de 1.1 x 10°, 1.7 x 10°% e 2.7 x 109,
respectivamente (Hurck et al., 1977; Verkleij et al., 1982). Uma variacdo proporcional
entre 0 RNA 1, RNA 3 e RNA 4 foi observada, ou seja, enquanto que em uma infecgéo

inicial detecta-se mais RNA 3 para iguais propor¢des dos RNAs 1 e RNA 4, com a
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evolugdo da infeccdo pode-se perceber o acumulo dos RNAs 1 e 4 e a queda no
acumulo do RNA 3, demonstrando que ha uma dindmica na demanda desses RNAs
(Hurck et al., 1977). Além disso, a infectividade de diferentes fracGes proteicas obtidas
das particulas de TWSV foi analisada. Assim, um componente infeccioso composto
pela proteina encontrada no interior da particula associada ao material genético foi
isolado, sugerindo que tal proteina forma um complexo junto ao &cido nucleico
(Mohamed et al., 1973; Tas et al., 1977b). A infectividade de TSWV nédo pbde ser
associada as particulas intactas e tdo pouco somente ao &cido nucleico, sugerindo que a
proteina estrutural interna a particula se trata de uma ribonucleoproteina (Mohamed et
al., 1973; Hurck et al., 1977; Tas et al., 1977b).

As constantes falhas na deteccdo de infectividade nas preparacdes de RNA de
TSWV levaram a conclusdo de que os RNAs sozinhos ndo atuavam como mRNAS e,
por isso, algum componente extra a transcrigdo era necessario ou alguma atividade de
polimerase. Estas observacdes levantaram a hipdtese sobre a possivel orientagdo das
moléculas de RNA associadas as particulas de TSWV, sugerindo que possuissem
orientacdo negativa (Mohamed et al., 1973; Hurck et al., 1977; Tas et al., 1977b).
Observacdes posteriores questionaram essa hipdtese, quando evidéncias mostraram que
ndo ha atividade transcriptase reversa associada as particulas purificadas de TSWV,
muito menos as ribonucleoproteinas. Muitas proteinas foram diretamente transcritas in
vitro, inclusive a nucleoproteina. Tais observacdes reforcaram a ideia de que os RNAs
eram senso positivo, contudo a polaridade das moléculas ainda era incerta (Verkleij et
al., 1982). Estudos de traducdo in vitro demonstraram que a maioria dos polipeptideos
sintetizados a partir das fragdes recolhidas num gradiente de sacarose estavam sob
orientacdo do RNA 3, o maior fragmento de RNA encontrado no interior da particula,
sinalizando que essa molécula é o principal fator de ativacdo da transcricdo (Verkleij et
al., 1982).

Apesar do desconhecimento da estrutura ribonucleoproteica de TSWV, as
evidéncias de que o interior da particula era composto por RNA trisegmentado
associado a proteina estrutural de menor peso molecular encontrada no interior da
particula eram recorrentes (Mohamed et al., 1973; Hurck et al., 1977; Tas et al., 1977b;
Mohamed, 1981; Verkleij et al., 1982). Trés componentes distintos contendo a chamada
proteina 1 com diferentes composicdes de RNA foram isolados da fracdo infecciosa,

sendo altamente infectivos quando misturados (Mohamed, 1981).



O entendimento da composicdo dos virions de TSWV avancou. Entdo foi
determinado que espécimes de TSWV eram compostas por particulas esféricas com
didmetro 80-120nm e uma membrana externa de glicoproteinas. O interior da particula
formado for trés segmentos de RNA de fita simples com tamanhos diferentes: RNA S
(‘small’), RNA M (‘medium’) e RNA L (‘large’), com aproximadamente 3400, 5200 e
8800 nucleotideos, respectivamente. Inicialmente foi estabelecido que os virions
continham trés proteinas estruturais distintas: uma interna (N) de 29kDa e duas
glicoproteinas de membrana de 78kDa (G1) e 58kDa (G2). Além dessas, uma quarta
proteina de 110-220kDa era constantemente detectada no interior da particula, porém
em menor quantidade, sendo chamada de proteina L, ou ‘large’, por ser a de maior peso
molecular (Mohamed et al., 1973; Tas et al., 1977b; Mohamed, 1981; Verkleij et al.,
1983). A localizacéo das regides codantes das proteinas nos RNAs de TSWV comecou
a ser elucidada com a observacdo de virus defectivos incapazes de formar particulas
completas na célula hospedeira. Esse fenbmeno p6de ser observado a partir de
consecutivas passagens do virus por meio de material infectado as plantas sadias. Ap6s
um determinado ndmero de inoculagbes do suco foliar in planta, o virus perdeu a
capacidade de formar particulas completas, diminuindo gradativamente sua propriedade
infectiva. O RNA de tamanho médio estava ausente nessa populacdo viral defectiva,
fato que relacionou esta a observacdo a codificacdo das proteinas de membrana
componentes da particula a0 RNA M (Verkleij et al., 1983). Contudo, o conhecimento
completo da organizagdo gendmica de TSWYV foi finalizado no inicio dos anos de 1990
com a caracterizacdo do RNA M (Kormelink et al., 1992b).

A polaridade das moléculas de RNA foi questionada até a demonstracdo que
tanto o RNA S, quanto o RNA M, possuem duas sequencias abertas de leitura, ou ‘Open
Reading Frames’ (ORFs), e que em ambos 0S casos, 0S genes sdo transcritos em
orientagdes diferentes, ou seja, 0s RNAs S e M codificam proteinas no sentido viral e no
viral complementar; e, que no RNA L ha apenas uma ORF no sentido viral
complementar (de Haan et al., 1990; de Haan et al., 1991; Kormelink et al., 1992b;
Poelwijk et al., 1993).

A demonstracdo de que as sequencias terminais dos RNAs S e M séo
complementares e juntamente com o fato de TSWV ser composto por RNA
trisegmentado fez surgir a primeira evidéncia de que o virus do ‘spotted wilt’ nao
poderia ser membro solitario de um grupo de virus e sim componente de uma grande

familia de virus transmitidos por insetos, a familia Bunyaviridae (Bishop et al., 1980; de
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Haan et al., 1989). A complementariedade terminal das moléculas de RNA possibilita a
formacao de estrutura do tipo ‘panhadle’ e moléculas pseudocirculares, que estdo
fortemente associadas a proteina do nucleocapsideo (N) (de Haan et al., 1989;
Kormelink et al.,, 1992c; Richmond et al., 1998; Uhrig et al, 1999). A
complementariedade dos segmentos de TSWV foi comprovada para as trés moléculas
de RNA. Além disso, observou-se que os sete primeiros nucleotideos de cada molécula
(5 AGAGCAA 3") eram idénticos e que no meio da sequéncia nucleotidica dos RNAs S
e M ha uma regido rica em uracila e adenina capaz de se complementar e dobrar a
molécula de RNA em uma estrutura de grampo (‘hairpin’) (de Haan et al., 1989; de

Haan et al, 1990; de Haan et al, 1991; Kormelink et al., 1992b) (Figura 4).

10



RNAS RNAM RNAL
3 5 % 3 s
2930 s ! 1pay 4821 3 8897 weapl
A «C =Y
<% Al =
82 g4 &
= a8
~w " O-A
= e
& ot &8
©-.
= E s
2900 am RS &
av Vs’ 8877 & -
o € -
‘:‘_; 20 E.E § 2
» i
S o 0 K, ]
& o o 55 2
= H o c v
e . 9 4800 03_:»\
& i
‘(-C‘ 33 3.i
“oat e A-O
A A R
= :d : b
s .« ¥ s
“ee A A o3
G-C
# i e
=
Sis | 8 o=,
5 " =,
& &g 2z
LI U4 U:A
3] B &
A
I g% 3§
.-A v . U‘_u’l
aw Ay U-A
2860 $% RN &t
e s A o)
g Ay 34
b e o't
= ua IIM“
T ] AT
< 8 6 R 8837 2
: e 5§ DIC
a A 6 :’-_:
&= t' ~ A& 60
& ’ 2
e 2 : o
.-: % v u
-“‘: i"‘ L] v
64 WA 4760
RNA S RNAM
o
A
%
&5
F ol
as
&
o § 4
1700 R
3 170
> 1160
l"
g2
i -
s ¥ z
<] ¥ !
i : 4
i 5 g
o 6 8
¥ - $
- 4y
: : i
:‘ % e
o : 4
¥ 8
s ’ 1800 ‘H‘
= : &
¢ -y 3
i v g
1Y o1ms0 3 mo &
H :
3 : i
- . &
% : ]
- : i:
% 1600 A e
X ot -~
: Aot oA
¥ e i3
ot 3
e
i A
# S o i3 1240
= KLk m " 24

Figura 4. Estruturas secundarias formadas nos RNAs de TSWV. (a) ‘Panhandle’ formado pela
complementariedade das sequéncias terminais dos segmentos S, M e L; a barra preta sinaliza os sete
nucleotideos idénticos nos trés segmentos. (b) ‘Hairpin’ formado pelo dobramento das da regido intergéncia
ricaem A e U dos RNAs S e M. Fonte: de Haan et al, 1990; de Haan et al, 1991; Kormelink et al., 1992b.
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O RNA S com estratéegia de expressdo génica denominada ambisenso e
aproximadamente 3100 nucleotideos codifica a ribonucleoproteina (29kDa) estrutural
no sentido viral complementar (vc) e uma segunda proteina ndo estrutural no sentido
viral (v) que foi chamada de NSs (52kDa) (‘nonstructural protein of S RNA’) que ¢
responsavel pela supressdo do silenciamento génico na planta infectada, favorecendo a
infeccdo viral e ndo apresenta nenhuma homologia com outras proteinas ndo estruturais
do RNA S de outros membros da familia Bunyaviridae (de Haan et al., 1990; Bucher et
al.,, 2003). O RNA M com aproximadamente 5400 bases também codifica duas
proteinas em ambos sentidos: no sentindo viral complementar (vc), a proteina estrutural
precursora das glicoproteinas G1 (46kDa) e G2 (75kDa) componentes da particula e
também responsével pela interagdo virus-vetor e, no sentido viral (v), uma proteina ndo
estrutural responsavel pelo movimento célula-a-célula e, consequentemente, a infeccao
sistémica, denominada NSm (34kDa) (‘nonstructural protein of M RNA”’) (Koermelink
etal., 1992b; Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995; Bandla et al., 1998). O RNA L
é a maior molécula com quase 8800 nucleotideos e apenas uma ORF no sentido viral
complementar codificadora da polimerase viral (332kDa) (Figura 5). Apesar de 0 RNA
L ndo possuir aparentes singularidades como seus cognatos S e M, uma caracteristica
muito importante foi observada nessa molécula: a capacidade natural de formar
moléculas mutantes em condicdes artificiais, conhecidas como defectivos interferentes
(DIs) de funcéo ainda desconhecida (de Haan et al., 1991; Resende et al., 1991b;
Poelwijk et al., 1993; Inoue-Nagata et al., 1998).
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Figura 5. Esquema organizagdo genbmica de TSWV. () RNA S com aproximadamente 3100
nucleotideos codifica a ribonucleoproteina N (29kDa) na fita viral complementar (vcRNA) e a NSs
(52kDa) na fita viral (vVRNA). (b) RNA M com aproximadamente 5400 bases codifica a proteina
precursora das glicocoproteinas G1 (46kDa) e G2 (75kDa) na fita viral complementar (vcRNA) e a
proteina ndo estrutural NSm (34kDa) na fita viral (vRNA). (c) RNA L com aproximadamente 8800

nucleotideos possui apenas a ORF da polimerase (332kDa) na fita viral (VRNA).
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A caracterizacdo do genoma e estrutura de TSWV foi finalizada e com ela
soube-se mais sobre a posicdo taxondmica do virus. Similaridades estruturais da
particula, organizagdo gendmica do tipo RNA trisegmentando linear de fita simples,
associado a nucleoproteina, com polaridade senso negativa e positiva (ambisenso) e
homologia significante da glicoproteina G1 de TSWV com membros do género
Bunyavirus (familia Bunyaviridae) foram evidenciadas (Figura 6). Estes fatores,
associados as diferencas, tanto nas sequéncias de aminoécidos, quanto de nucleotideos
com os demais membros da familia, justificaram a proposta de inclusdo de Tomato
spotted wilt virus (TSWV) em um novo género da familia Bunyaviridae (de Haan et al.,
1989; de Haan et al, 1990; de Haan et al, 1991; Kormelink et al., 1992b). Dessa forma,
em 1990, o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) incluiu Tomato spotted
wilt virus (TSWV) como membro Unico e espécie tipo do recém-criado género
Tospovirus na familia Bunyaviridae, sendo o Unico género do grupo composto por virus
que infectam plantas (Francki et al., 1991; Kormelink et al., 1992b). Assim, o género
Tospovirus passou a integrar a familia Bunyaviridae juntamente com outros quatro
géneros de virus que infectam animais: Orthobunyavirus, Phlebovirus, Hantavirus e
Nairovirus (King et al., 2012).

Glicoproteinas

RNA S RNAL

RNA M

80-120 nm

Figura 6. Representacdo esquematica da particula dos integrantes da familia Bunyaviridae. As trés
moléculas de RNA (S RNA, M RNA e L RNA) associadas a nucleoproteina sdo arranjadas dentro de

uma particula esférica (80-120 nm) envelopada, que possui uma camada externa de glicoproteinas.
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Com os avancos nos estudos moleculares de TSWV, foi possivel ampliar o
conhecimento epidemioldgico do virus, com um maior entendimento sobre a
disseminacéo dos isolados de tospovirus coletados em diversas parte do mundo, sendo
produzidos anticorpos monoclonais e policlonais e diversos tipos de anti-soros para tal
finalidade (Tas et al., 1977a; Law et al., 1990; de Avila et al., 1990; Wang et al., 1990;
Adam et al., 1991; Resende et al., 1991a; de Avila et al., 1993b). Isolados de diferentes
regides geogréaficas foram analisados, ficando evidente que poderiam ser agrupados em
diferentes sorogrupos e, consequentemente, diferentes sorotipos (Tabela 1). Dessa
forma, trés sorogrupos e dois sorotipos foram determinados (de Avila et al., 1990;
Elliot, 1990; de Avila et al., 1992; de Avila et al., 1993b). Entende-se por serogrupo
isolados que reagem de forma semelhante a antissoros policlonais, e serotipos sdo
separados por diferencas antigéncias, via anticorpos monoclonais, entre as proteinas N
de isolados de um mesmo serogrupo, por ser essa proteina menos conservada do que as
outras encontradas em TSWYV (de Avila et al., 1990; Law et al., 1991; de Avila et al.,
1993b).

Tabela 1. Regido geografica (pais) e plantas hospedeiras dos isolados de Tomato spotted wilt virus
(TSWV) analisados por serologia com anticorpos policlonais

Isolado Pais Cultura
Ale Alemanha Ranunculus
Ads Africa do Sul Ervilha
AT lugoslavia Tabaco
Ble Brasil Ervilha
B2e Brasil Tomate
B5e Brasil Tomate
B13e Brasil Tomate
B15e Brasil Tomate
B16e Brasil Tomate

CNPH;e Brasil Tomate

Fie Finlandia Tomate
Hle Paises Baixos Impatiens spp.
H2e Paises Baixos Tomate
H3e Paises Baixos Tomate
H4e Paises Baixos Crisantemo
Sl. Espanha Batata doce
B3ee Brasil Tomate
BGee Brasil Tomate
ABee Africa do Sul Amendoim
ABee Brasil Tomate
H7eee Paises Baixos Impatiens spp.

Fonte: de Avila et al., 1990; de Avila et al., 1992.
* Isolados do sorogrupo |

*+ [solados do sorogrupo |1

++« [solados do sorogrupo |11

Sete isolados representantes dos trés serogrupos pré-determinados foram
analisados mais profundamente (Tabela 2). Todos os isolados testados se diferenciaram

no tempo de incubacdo e severidade de sintomas. Os sintomas observados na época
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foram os tipicos causados pelo virus do ‘spotted wilt’: anéis clordticos e necréticos,
seguido por necrose das nervuras, mosqueado nas folhas, deformacdo e necrose dos
ponteiros. Todos os isolados estudados exibiram efeitos citopatoldgicos similares (de
Avila et al., 1993b). Particulas de todos os isolados foram encontradas em cavidades
circundadas por membranas do reticulo endoplasmatico, e particulas maduras foram
observadas em aglomerados (‘clusters’). Apenas o isolado BR-08 pdde ser encontrado a
maior parte das vezes separadamente dentro das vesiculas. O isolado NL-7 n&o infectou
sistemicamente solanéceas tipicas suscetiveis & TSWV (Datura stramonium, tomate,
Nicotiana tabacum), causando apenas lesfes locais nas folhas inoculadas, mesmo
infectando severamente Nicotiana benthamiana. Todos os isolados causaram sintomas
sistémicos em Impatiens spp., contudo o isolado NL-7 foi mais agressivo (de Avila et
al., 1990; de Avila et al., 1992).

Tabela 2. Classificagdo sorolégica (via anticorpos monoclonais), notacdo e origem de sete isolados de
Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Notagdo Origem
Serogrupo
Antiga Nova Pais Cultura
CNPH; BR-01 Brasil Tomate
|
S1 E-01 Espanha Pimenta
B3 BR-03 Brasil Tomate
Il Serotipo |
B6 BR-06 Brasil Tomate
A5 SA-05 Africa do Sul Amendoim
Serotipo |1
B8 BR-08 Brasil Tomate
i . .
H7 NL-07 Paises Baixos Impatiens spp.

Fonte: de Avila et al., 1990; de Avila et al., 1992; de Avial et al., 1993b.

Os membros do serogrupo 111 eram totalmente distintos dos outros presentes nos
serogrupos | e 11, ndo apresentando nenhum tipo de reacdo cruzada com o0s anticorpos
capazes de detectar os isolados dos outros dois grupos e com sintomatologia totalmente
distinta. Tais observacdes reforcaram a ideia de que os isolados do serogrupo I e Il
eram espécies diferentes no género Tospovirus, sendo denominadas Tomato spotted wilt
virus (TSWV) e Impatiens necrotic spot virus (INSV), respectivamente (de Avila et al.,
1992; Law et al., 1991; de Avila et al., 1993b). Ainda por meio dos estudos com

antissoros policlonais e anticorpos especificos, pdde-se perceber que os membros dos
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serogrupos | e Il eram menos divergentes, além disso, os componentes do grupo Il ndo
apresentavam identidade nucleotidica da proteina N de quase 100% entre si, como
observado para os isolados dos outros grupos, ficando claro que havia dois subgrupos
(serotipos) e que eram distintos de TSWV (serogrupo 1) e INSV (serogrupo IlI),
podendo representar duas novas espécies. Assim, outro fator de classificagdo surgiu na
determinacéo de espécies no género Tospovirus, a identidade das sequéncias da proteina
N (de Avila et al., 1990; de Avila et al., 1993b).

Os estudos soroldgicos e moleculares dos isolados demonstraram que
caracteristicas fenotipicas (citopatologia, sintomatologia, composicdo da particula,
tamanho dos RNAs) ndo poderiam ser utilizadas na descriminacdo de espécies, apenas
na definicdo do género Tospovirus (de Avila et al., 1990; Law et al., 1991; de Avila et
al., 1993b). Dessa forma, as propriedades antigénicas da proteina N passaram a ser um
importante critério de determinacdo de espécies no género Tospovirus, como ja ocorria
com os outros integrantes da familia Bunyaviridae (de Avila et al., 1993a; de Avila et
al., 1993b; Elliot, 1990). As sequéncias nucleotidica e de aminoacido da proteina N de
isolados de tospovirus foram comparadas e utilizadas na separacdo de espécies, por
serem suficientemente divergentes entre si (Tabela 3). Os isolados do serogrupo I e 1lI
foram bastante divergentes (55% identidade nucleotidica) como ja havia sido observado
nos estudos soroldgicos. Isolados do serogrupo Il tiveram uma variacdo intermediaria
(57-75% identidade nucleotidica) quando comparados com os isolados dos grupos | e
I11, mas apresentaram uma diferenca significativa entre os isolados do grupo. Enquanto
que isolados dos grupos | e Ill tiveram 100% de identidade entre si, os isolados do
grupo Il apresentaram 82% de identidade. Estes dados levaram a proposta de duas novas
espécies: Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV),
ambas pertencentes ao serogrupo I, ja que ja havia sido reconhecido que os isolados do
serogrupo | pertenciam a espécie TSWV e os isolados do serogrupo I11 a INSV (de
Avila et al., 1992; de Avila et al., 1993a; de Avila et al., 1993b) (Tabela 4). Assim, as
relacbes soroldgicas da proteina N e o grau de identidade de sua sequéncia de
aminoacidos tornaram-se importantes fatores na demarcacdo de espécies do género
Tospovirus (de Avila et al., 1993a; King et al., 2012).
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Tabela 3. Identidade (%) das sequencias nucleotidicas e proteicas de quatro isolados
de Tomato spotted wilt virus TSWV (serogrupo 1) comparados com isolados de outros

Sserogrupos
BR-03 SA-05 NL-07
Isolado
(Serogrupo I1) (Serogrupo I1) (Serogrupo 111)
74.2 (nt) 75.9 (nt) 55.9 (nt)
BR-01
(serogrupo 1) 76.4 (aa) 78.2 (aa) 55.4 (aa)
BR-03 82.1 (nt) 57.6 (nt)
I
(Serogrupo 1) 81.0 (aa) 56.0 (aa)
SA-05 57.3 (nt)
S I
(Serogrupo I1) 54.0 (aa)

Fonte: de Avila et al., 1993a.

Tabela 4. Classificagdo por espécie de isolados do género Tospovirus baseada em
testes soroldgicos e nas identidades de sequéncias de nucleotideos e aminoécidos da
proteina do nucleocapsideo (N)

Isolado Espécies de Tospovirus

BR-01

Tomato spotted wilt virus (TSWV)
(serogrupo 1)

(Serligrfp?o I Tomato chloratic spot virus (TCSV)
(Ser?)g\r_L?:o 1) Groundnut ringspot virus (GRSV)
NL-07

(Serogrupo 1) Impatiens necrotic spot virus (INSV)

Fonte: de Avila et al., 1992; de Avila et al., 1993a; de Avila et al., 1993b.

1.2 Genoma e biologia de tospovirus

Ap0s o sequenciamento completo do genoma de TSWV, foi possivel determinar
a organizacao genémica dos membros do género. Os tospovirus séo virus de RNA tri-
segmentado de fita simples, organizados em particulas esféricas de 80 — 120 nm de
didmetro, as quais sao envelopadas por uma membrana de glicoproteinas. Os trés RNAS
possuem tamanhos variados e por isso foram denominados RNA L (‘large’), RNA M
(‘medium’) e RNA S (‘small’). As sequéncias 5" e 3" terminais de todos os RNAs sdo
conservadas, e juntos os trés RNAs codificam cinco ORFs (‘open reading frames’). As
extremidades conservadas sdo complementares, possibilitando a formacao de moléculas
pseudocirculares (de Haan et al, 1990; de Haan et al, 1991; Kormelink et al., 1992b). O

interior da particula é composto por diferentes concentracdes das fitas virais e virais
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complementares dos trés RNAs que estdo fortemente associados a uma nucleoproteina e
também a unidades prontas da polimerase (Mohamed et al., 1973; Tas et al., 1977; de
Haan et al., 1989; Kormelink et al., 1992c) (Figura 6).

O RNA L possui em torno de 9kb é senso negativo e codifica apenas uma ORF
que apresenta motivos de polimerases dependentes de RNA, contudo, provavelmente se
trata de uma proteina multifuncional de aproximadamente 332kDa, que além da
atividade polimerase, pode atuar como endonuclease, transcriptase e helicase (de Haan
et al., 1991; Poelwick et al., 1993; Adkins et al., 1995; Duijsings et al., 2001; Chapman
et al., 2002; Knippenberg et al., 2005). O RNA M com aproximadamente 5.5kb é
ambisenso e possui duas ORFs, uma na fita viral que codifica a proteina nao estrutural
NSm (34kDa) responsavel pelo movimento célula-célula e a outra na fita viral
complementar que codifica o precursor das glicoproteinas G1 (46kDa) e G2 (75kDa) da
membrana que engloba a particula e sdo responsaveis pela interagdo com o vetor
(Kormelink 1992b; Kormelink et al., 1994; Badla et al., 1998). O RNA S tem pouco
mais de 2.9kb é ambisenso e possui duas ORFs: uma no sentido viral complementar que
codifica a proteina estrutural N do nucleocapsideo e outra no sentido viral que codifica a
proteina ndo estrutural NSs, responsavel pela supressdo do silenciamento génico na
planta (de Haan et al., 1990; Kormelink et al., 1991; Bucher et al., 2003; Margaria et al.,
2007).

A transcricdo primaria das proteinas dos tospovirus inicia-se com a sintese dos
mRNAs subgendmicos das fitas virais e virais complementares dos RNAs S e M e do
mRNA do segmento L pela polimerase viral em um sistema de ‘cap-snatching’. Neste
sistema, “primers” sdo formados a partir de mRNAs do hospedeiro para iniciar a
transcricdo (Knippenberg et al., 2005) (Figura 7). Regides nao especificas da porgdo 5’
desses MRNAs ligam-se as extremidades 3’ dos virus e por meio da acdo de
endonucleases virais os mRNAs dos doadores dos primers (doadores ‘cap’) s@o clivados
logo no inicio da sequéncia 5’ (nucleotideos 1 ou 2) onde comeca a elongagdo do
mRNA viral (Kormelink et al., 1992a; Poelwijk et al., 1996; Kormelink et al., 1992c;
Duijsings et al., 1999; Duijsings et al., 2001; Knippenberg et al., 2005). Os mRNAs
virais possuem sequencias heterdlogas do hospedeiro na extremidade 5°, formando uma
estrutura do tipo ‘cap’ que pode ser um sitio de ligacdo da proteina N, protegendo essas
moléculas e evitando que atuem como doadores de primers na transcricao
(‘resnatching”) (Kormelink et al., 1992a; Poelwijk et al., 1996; Knippenberg et al.,
2005; Geerts-Dimitriadou et al, 2012) (Figura 7). As estruturas secundarias presentes
nas regides intergénicas dos RNAs S e M ainda sdo de fungdo desconhecida, contudo,

19



atuam como cofatores da transcri¢do, pois a delecdo de tais regifes impossibilita a
transcricdo dos MRNAs (Geerts-Dimitriadou et al, 2012; Clabbers et al., 2014). Motivos
conservados nas estruturas das regides intergénicas de tospovirus e outros virus
sinalizam que h& selecdo positiva dessas estruturas em diversos grupos virais (Clabbers
etal., 2014).

L N L N
cap, UCUCGUUA...... VRNA g UCUCGUUA... VRNA
PNy, oMoy,
o, L Ny,
Py ! /705-,.,""--‘.
o_,-,,"m\;‘ x Q"V,q
L N
cap. l.:JC\UCGUUA.........‘. vRNA
A e
©
o®
’ L N
3UCU
CGU
v,
AGCACAGUUAAAACACAA......... vRNA

ARPS AGAGCMUCGUGUCAAUU .)
cap s Jiral MRNA \)
host lec o%°

Figura 7. Modelo da transcrigdo por ‘cap-snatching’ de tospovirus. Apds o alinhamento do mRNA do
hospedeiro (doador ‘cap’) ao template viral, uma endonuclease cliva a porg¢do 5’ do doador ‘cap’ na
primeira ou segunda base pareada, seguindo com a elongacdo do mRNA viral. L: polimerase; N:
nucleoproteina; ‘host mRNA’: RNA mensageiro do hospedeiro; ‘viral mRNA’: RNA mensageiro viral;
‘host leader’: sequéncia do hospedeiro destinada ao processo de ‘cap-snatching’. Fonte: Knippenberg et
al., 2005.

As proteinas N, G1, G2 e NSs sdo compartimentalizadas em distintas inclusdes
no citoplasma. Andlises de cortes ultrafinos de células infectadas com TSWV por
imunohistoquimica demonstraram que a proteina N € acumulada no viroplasma (regido
de massa densa devido ao acumulo dos RNAs virais), local onde, provavelmente, ocorre
a associacdlo do RNA com a proteina do nucleocapsideo, pois agregados de
nucleocapsideos sdo encontradas na periferia dos viroplasmas (Ullman et al., 1995;
Kikkert el al., 1999). Em membranas paralelas formadas a partir da separacdo de
cisternas no complexo de Golgi sdo encontradas predominantemente as proteinas da

camada glicoproteica. Essas membranas apresentam juncdes com o reticulo
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endoplasmatico e também séo localizadas adjacentes ao viroplasma, embebidos em uma
Unica massa densa, 0 que sugere regibes diferentes de uma mesma
compartimentalizagdo celular (Ullman et al., 1995; Kikkert el al., 1999). As proteinas da
NSs sdo acumuladas em inclusdes fibrosas no citoplasma (Kormemlink et al., 1991,
Ullman et al., 1995).

A morfogénese da particula inicia-se com o dobramento das membranas
paralelas do Golgi fundidas ao reticulo endoplasmaético e dispersas no citoplasma ao
redor dos agregados de nucleocapsideos adjacentes, formando particulas com duplo
envelope. Essas particulas fundem-se umas as outras gerando aglomerados de particulas
com apenas um envelope (‘clusters’). As particulas com envelope dupla também podem
se fundir com o reticulo endoplasmatico, criando sacos cheios de particulas maturadas
de tospovirus (Kikkert el al., 1999) (Figura 8). A formacdo das membranas paralelas
derivadas do complexo de Golgi e de membranas do reticulo endoplasmatico é induzida
pelas glicoproteinas dos tospovirus, pois a proteina G1 apresenta dominio
transmembranico e é responsavel pelo recrutamento da proteina G2 no processo de
formagdo da particula (Snippe et al., 2007; Ribeiro et al., 2008). Quando expressadas
separadamente, G1 é encontrada no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi,
enguanto que, G2 é encontrada apenas no reticulo endoplasmatico. Porém, quando sédo
coexpressadas ambas sdo localizadas em regides de exportacdo do reticulo
endoplasmatico e depois no complexo de Golgi. As glicoproteinas também possuem a
capacidade de induzir deformacbes de membranas, o que justifica a formacéo esférica

envelopada das particulas virais (Ribeiro et al., 2008).
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Figura 8. Modelo da morfogénese das particulas de Tomato spotted wilt virus (TSWV). ER = reticulo
endoplasmatico; SEV = particulas envelopadas; DEV = particulas duplamente envelopadas; N =

nucleoproteinas. Fonte: Kikkert et al., 1999.

A nucleoproteina tem afinidade por ssRNA e, apesar de ndo possuir uma
sequéncia especifica de ligacdo, diversos motivos para tal associacdo foram
caracterizados (Richmond et al., 1998). A falta de uma sequéncia especifica de ligacéo
aos RNAs sugere que essa proteina pode desempenhar diversas funcbes durante a
infeccdo viral, principalmente na interacdo com outras proteinas codificadas pelo virus,
como a proteina de movimento NSm, a polimerase e as glicoproteinas, atuando na
regulacdo da replicacdo e montagem da particula (Storms et al., 1995; Richmond et al,
1998; Uhrig et al., 1999; Kikkert el al., 1999). No empacotamento da molécula de RNA
as nucleoproteinas associam-se umas as outras, formando estruturas multiméricas por
meio de dominios de interagdo N- e C-terminais. Este tipo de interagdo entre as
proteinas do nucleocapsideo empacota 0 RNA e confere protecdo ao acido nucleico
(Uhrig et al., 1999).

A proteina ndo estrutural NSs é a supressora do silénciamento viral atuando nas
infeccbes local e sistémica, sendo esta, uma caracteristica genérica, de todas as
proteinas NSs expressas pelos membros do género Tospovirus (Kormelink et al., 1991;
Takeda et al., 2002; Bucher et al., 2003; Margaria et al., 2007; Hedil et al., 2015).
Analises bioguimicas demonstraram que a NSs dos tospovirus tem capacidade de se
associar aos micro RNAs (miRNAs), sequestrando essas moléculas e impedindo a

entrada no complexo RISC da planta e por consequéncia inibe o sistema de defesa do
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hospedeiro. Assim, a supressdo do silenciamento génico da planta pela NSs é
transcricional (Margaria et al., 2007; Schnettler et al., 2010; Hedil et al., 2015). Além
disso, as NSs(s) codificadas pelos tospovirus apresentam distintos dominios de ligacéo a
proteinas elementares ao sistema de defesa da planta, sugerindo a inviabilizacdo da
funcdo de defesa dessas proteinas e justificando as diferentes respostas das espécies de
tospovirus ao ataque anti-viral (Hedil et al., 2015).

A NSm ¢ a proteina de movimento célula-a-célula que se associa a membranas
celulares em ambas porgdes N- e C-terminal com orientagdo voltada para o citosol
(Kormelink et al., 1994; Leastro et al., 2015). Esta caracteristica garante a ligacdo da
NSm com a membrana do reticulo endoplasmatico, possibilitando o trafego pela meio
celular e passagem para a celula adjacente, pois o reticulo endoplasméatico compde uma
rede de membranas espalhadas por todo o citoplasma e atravessa o plasmodesma,
criando vias de mobilizacdo de grandes moléculas (Leastro et al., 2015; Feng et al.,
2016). A NSm tem capacidade de se associar a ela mesma e a proteina N (Kormelink et
al., 1994; Leastro et al., 2015). A co-ligacdo de NSm(s) permite a formac&o de tubulos
(40-45 nm) que auxiliam no transporte do nucleocapsideo célula-a-célula e ndo da
particula completa (80-120 nm), pois o limite de exclusdo do plasmodesma (5 nm) nao
permitiria a passagem da particula completa (80-120 nm), mesmo quando admite-se
extensdes do limite de exclusdo (por exemplo a passagem de particulas de Cowpea
Mosaic virus de 28 nm) (Storms et al., 1995). Contudo, isolados com muta¢des no RNA
M que impossibilitam a formacdo de particulas completas, ainda sdo capazes de se
translocar e garantir infeccdo sistémica na planta hospedeira (Resende et al., 1991;
Kormelink et al., 1992b). Tudo indica que a associacdo da NSm com a proteina N nao é
especifica, isso possibilita a interacdo direta de diferentes espécies de tospovirus em
uma infeccdo mista (Leastro et al., 2015).

As glicoproteinas (GPs) compdem o envelope da particula e sdo responsaveis
pela associacdo com o vetor. As GPs interagem com um ou mais receptores celulares no
intestino do inseto (Bandla et al., 1998). A abundéncia desses receptores & menor nos
adultos do que nas larvas, diminuindo drasticamente com seu desenvolvimento e
justificando o fato de a aquisi¢do do virus ocorrer no estagio larval e a transmissédo na
fase adulta (Paliwal, 1973; Bandla et al., 1998).

1.3 Taxonomia, filogenia e diversidade de Tospovirus
O género Tospovirus pertence a familia Bunyaviridae, a qual é composta por
patdgenos que infectam plantas, humanos e animais. Os membros da familia séo
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caracterizados em género e espécie de acordo com a combinacdo de algumas
caracteristicas, como: o tipo de hospedeiro, podendo ser vertebrado, insetos e plantas;
organizacdo genémica; interacbes sorologicas e moleculares da proteina N com outros
membros da familia; tipo de vetor; e identidade da sequéncia de aminodcidos da
proteina N do nucleocapsideo (King et al., 2012). Atualmente sdo reconhecidas pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) 100 especies de virus na familia
Bunyaviridae, contudo mais de 300 espécies ja foram relatadas em diversas partes do
mundo (Briese et al., 2013; ICTV, 2015). As espécies estdo divididas em cinco géneros:
Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus. Desse total de
espécies, apenas uma pequena porc¢do infecta plantas, compondo o género Tospovirus
(de Haan et al., 1989; Francki et al., 1991; Kormelink et al., 1992b; King et al., 2012).

Os critérios taxondmicos definidos pelo ICTV determinam que individuos de
uma mesma espécie tem que possuir mais do que 90% de identidade na sequéncia de
aminoéacidos da proteina N do nucleocapsidio e apresentar relacdo soroldgica na mesma
proteina, além disso, devem compartilhar o ciclo de hospedeiras e serem transmitidos
pelos mesmos insetos vetores (King et al., 2012). Assim, hoje sdo conhecidas onze
espécies definitivas de tospovirus e mais dezoito aguardam estudos complementares
para serem classificadas, sendo consideradas espécies tentativas (de Avila et al., 1992;
de Avila et al., 1993a; Satynarayana et al., 1996; Nagata et al., 1998; Qiu et al., 1998;
Satynarayana et al., 1998; Bezerra et al., 1999; Kato el al., 2000; Chu et al., 2001;
McMuichael et al., 2002; Chen et al., 2005; Hassani-Mehraban et al., 2005; Dong et al.,
2008; Ciuffo et al., 2009 Hassani et al., 2010; Li et al., 2011; Seepiban et al., 2011;
Zhou et al., 2011; Oliveira et al., 2012; Torres et al., 2012; Dong et al., 2013; Meng et
al., 2013; Smith et al., 2013; Cheng et al., 2014; ICTV, 2015; Margaria et al., 2014;
Shimomoto et al., 2014; Yin et al., 2014) (Tabela 5).

Alguns trabalhos de comparagdo da diversidade de tospovirus indicam que
novos parametros podem ser usados na taxonomia de tospovirus, incluindo a anélise
conjunta de outras proteinas virais. Por meio de anélises filogenéticas baseadas nas
sequéncias de aminoacidos das proteinas N e NSm as espécies de tospovirus foram
agrupadas em dois clados, os quais foram classificados como americano e euroasiatico

devido a distribuicdo geografica das espécies (Figura 9) (Silva et al., 2001).
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Figura 9. Filogenia de Tospovirus baseada nas sequencias de aminoacidos das proteinas N e NSm. As
arvores mais parcimoniosas foram construidas com o programa PAUP 3.1 com suporte dos nds
determinado por ‘bootstrap’ de 100 replicagdes. Dois grupos de tospovirus sdo indicados nas avores:
americano e euroasiatico. TSWV (Tomato spotted wilt virus), WSMV (Watermelon silver mottle virus),
GBNV (Groundnut bud necrosis virus), INSV (Impatiens necrotic spot virus), GRSV (Groundnut
ringspotring spot virus), TCSV (Tomato chlorotic spot virus), CSNV (Chrysanthemum stem necrosis
virus), ZLCV (Zucchini lethal chlorosis virus), 1'YSV (Iris yellow spot virus), WBNV (Watermelon bud

necrosis virus), PYSV (Peanut yellow spot virus). Fonte: Silva et al., 2001.
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Tabela 5. Relacdo das espécies de tospovirus definitivas (italico) e tentativas

Acrdnimo Nome do virus Pais N° acesso Genebank®
ANSV Alstromeria necrotic streak virus Colémbia GQ478668.1
BeNMV Bean necrotic mosaic virus Brasil JN587268.1
CacV Capsicum chlorosis virus Austrélia NC_008301.1
cesv Calla lily chlorotic spot virus Taiwan AY867502.1
CSNV Chrysanthemum stem necrosis virus Brasil KM114548
GBNV Groundnut bud necrosis virus india AY871098.2
GRSV Groundnut ringspot virus Brasil AF487516.1
GYSV Groundnut yellow spot virus india AF013994.1
HCRV Hippeastrum chlorotic ringspot virus China JX833564
INSV Impatiens necrotic spot virus EUA X66972.1
IYSV Iris yellow spot virus EUA AF001387.1
LNRV Lisianthus necrotic ringspot virus Japédo AB852525
MSMV Melon severe mosaic virus Mexico EU275149.1
MVBaV Mulberry vein banding associated virus China KM819701.1
MYSV Melon yellow spot virus Japdo AB038343.1
PCESV Peanut chlorotic fan- spot virus Taiwan AF080526.1
PCSV Pepper chlorotic spot virus Taiwan KF383956
PNSV Pepper necrotic spot virus Peru HE584762.1
POIRSY Polygonum ringspot virus Italy KJ541744
SVNaVv Soybean vein necrosis associated virus EUA HQ728387.1
Tesy Tomato chlorotic spot virus Brasil AF282982.1
TNRV Tomato necrotic ringspot virus Thailand FJ489600.2
TNSaV Tomato necrotic spot-associated virus China KM355773.1
TSWV Tomato spotted wilt virus Australia AF020660.1
TYRV Tomato yellow ring virus Ird AY686718.1
TZ5V Tomato zonate spot virus China EF552433.1
WBNV Watermelon bud necrosis virus india GU584184.1
WSMoV Watermelon silver mottle virus Taiwan AB042650.1
ZLCV Zucchini lethal chlorosis virus Brasil AF067069.1

Fonte: de Avila et al., 1992; de Avila et al., 1993a; Satynarayana et al., 1996; Nagata et al., 1998; Qiu et
al., 1998; Satynarayana et al., 1998; Bezerra et al., 1999; Kato el al., 2000; Chu et al., 2001; McMichael
et al., 2002; Chen et al., 2005; Hassani-Mehraban et al., 2005; Dong et al., 2008; Ciuffo et al., 2009
Hassani et al., 2010; Li et al., 2011; Seepiban et al., 2011; Zhou et al., 2011; Oliveira et al., 2012; Torres
et al., 2012; Dong et al., 2013; Meng et al., 2013; Smith et al., 2013; Cheng et al., 2014; ICTV, 2015;
Margaria et al., 2014; Shimomoto et al., 2014; Yin et al., 2014; Zheng et al., 2016.
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Novas tecnologias como o Sequenciamento de Nova Geracdo, ou ‘New
Generation Sequencing’ (NGS), tem permitido a descoberta de novas espécies de
tospovirus, bem como, o monitoramento de diferentes espécies de tospovirus em varias
regides geograficas do mundo.

A caracterizacdo recente de duas novas espécies no continente americano Bean
necrotic mosaic virus (BeNMV) e Soybean vein necrosis associated virus (SVNaV),
introduziu um novo clado na filogenia do género Tospovirus quase equidistante dos
grupos americano e euriasiatico, sugerindo que esse novo clado representa uma nova
linhagem no género Tospovirus (Oliveira et al., 2012; Zhou et al., 2011) (Figura 10).
Algumas dessas espécies vém sendo alvo de estudos mais aprofundados sobre suas
caracteristicas moleculares e epidemiologias (Leastro et al., 2015, Zhou and Tzanetakis,
2013, Groves et al., 2016).

Baseado em analises filogenéticas, o género Tospovirus é comumente separado
em dois clados: americano e euroasiatico, representando dois centros de diversificacdo
de espécies a partir de um ancestral comum. No clado americano estdo espécies que sdo
mais similares a TSWV, enquanto espécies mais proximas a Watermelon silver mottle
virus estdo no clado euroasiatico. No entanto, Iris yellow spot virus (I'YSV) representa
um caso curioso: como doenga “tipo-tospovirus” foi descrita pela primeira vez no inicio
da década de 1980 em cebolas no Brasil, mas de acordo com sua filogenia é uma
espécie classificada no clado euroasiatico, préxima a espécies como Polygonum
ringspot virus (PolRSV), Tomato yellow ring virus (TYRV) e Hippeastrum chlorotic
ringspot virus (HCRV) (Figura 10) (de Avila et al, 1981; Bag et al., 2015). N&o
obstante, I'YSV caracterizado como nova espécie por Cortés e colaboradores na Holanda
em 1998, possui grande relevancia nos Estados Unidos da América, onde causa danos
severos de rendimento a plantacdes de cebola (Nischwitz et al., 2007). Iris yellow spot
virus (I'YSV) também foi encontrado em Israel, Ird e Holanda, indicando que a divisdo
filogenética de cunho geogréafico pode ndo ser bem correlacionada a histéria do virus. O
exemplo da espécie 1'YSV demonstra claramente a introdugdo de virus pertencentes a
um clado em outra regido geografica, provavelmente devido ao fluxo de material

vegetal contaminado.
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Figura 10. Filogenia de Tospovirus baseada nas sequéncias de aminoacidos da proteina do
nucleocapsideo (NP). As arvores mais parcimoniosas foram construidas com o programa Geneious. Os
valores de probabilidade posterior e suporte dos ramos estéo sinalizados nos bragos da arvore. Os ramos
em azul sinalizam o grupo americano composto por ZLCV (Zucchini lethal chlorosis virus), CSNV
(Chrysanthemum stem necrosis virus), TSWV (Tomato spotted wilt virus), GRSV (Groundnut
ringspotring spot virus), TCSV (Tomato chlorotic spot virus), ANSV (Alstromeria necrotic streak virus),
PNSV (Pepper necrotic spot virus), INSV (Impatiens necrotic spot virus), MSMV (Melon severe mosaic
virus), SVNaV (Soybean vein necrotic associated virus) e BeNMV (Bean necrotic mosaic virus). Os
ramos em verde representam 0 grupo euroasiatico composto por 1YSV (lris yellow spot virus), TYRV
(Tomato yellow ring virus), HCRV (Hippeastrum chlorotic ringspot virus), PoIRV (Polygonum ringspot
virus), WSMoV (Watermelon silver mottle virus), MYSV (Melon yellow spot virus), TNRV (Tomato
necrotic ringspot virus), PCSV (Pepper chlorotic spot virus), TNSV (Tomato necrotic spot virus), CCSV
(Calla lily chlorotic spot virus), TZSV (Tomato zonate spot virus), MVBaV (Mulberry vein banding
associated virus), WBNV (Watermelon bud necrosis virus), GBNV (Groundnut bud necrosis virus) e
CaCV (Capsicum chlorosis virus). O ramo marrom representa o clado de LNRV (Lisianthus necrotic
ringspot virus), composto por apenas esta espécie. O ramo roxo compde o clado de GYSV (Groundnut
yellow spot virus) e PCFSV (Peanut chlorotic fan-spot virus). Fonte: Lima et al., 2016.

1.4 Vetores de tospovirus
Com excecdo das hantaviroses, para as quais nao se sabe se possuem insetos

como vetor, todos os outros virus da familia Bunyaviridae séo transmitidos por uma ou
varias espécies de artropode (King et al., 2012). Os tospovirus sdo transmitidos por
diversas espécies de tripes (ordem Thysanoptera) de maneira circulativa-propagativa,
adquirindo o virus no estadio larval e o transmitindo com mais eficiéncia no estadio
adulto (Ullman et al., 1993; Wijkamp et al., 1995; Wetering et al., 1996).

Atualmente sdo conhecidas mais de 2000 espécies de tripes, contudo apenas 14

foram relatadas como transmissoras de tospovirus (Pappu et al., 2009; Rlley et al., 2011;
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Wang et al., 2016). No Brasil, cerca de 520 espécies de tripes ordenadas em 139
géneros e seis familias foram relatadas, sendo que apenas 5 sdo transmissoras de
tospovirus: Frankliniella occidentalis, F. schultzei, F. zucchini, Thrips tabaci e T. palmi
(Nagata et al., 1999; Monteiro, 2001; Nagata et al., 2000; Nagata et al., 2004) (Tabela
6).

Tabela 6. Espécies de tripes vetoras de tospovirus

Tripes Tospovirus transmitido

Chrysanthemum stem necrosis virus
Groundnut ringspot virus
Frankliniella occidentalis Impatiens necrotic spot virus
Tomato chlorotic spot virus
Tomato spotted wilt virus

Iris yellow spot virus
Thrips tabaci Tomato spotted wilt virus
Tomato yellow ring virus

Chrysanthemum stem necrosis
Groundnut ringspot virus
Frankliniella schultzei Groundnut bud necrosis virus
Tomato chlorotic spot virus
Tomato spotted wilt virus

Tomato spotted wilt virus

Frankliniella fusca . . .
Impatiens necrotic spot virus

Calla lily chlorotic spot virus
Groundnut bud necrosis virus
Melon yellow spot virus
Watermelon silver mottle virus

Thrips palmi

Groundnut bud necrosis virus
Scirtothrips dorsalis Peanut chlorotic fan-spot virus
Groundnut yellow spot virus

Groundnut ringspot virus
Impatiens necrotic spot virus
Tomato chlorotic spot virus

Tomato spotted wilt virus

Frankliniella intonsa

Frankliniella bispinosa Tomato spotted wilt virus
Thrips setosus Tomato spotted wilt virus
Ceratothripoides claratris Capsicum chlorosis virus
Frankliniella zucchini Zucchini lethal chlorosis virus
Frankliniella gemina Tomato spotted wilt virus

Groundnut ringspot virus

Frankliniella cephalica Tomato spotted wilt virus

Dictyothrips betae Polygonum ringspot virus

Fonte: Wijkamp et al., 1995; Cortés et al., 1998; Kato et al., 2000; Nagata et al., 2000; Nagata et al.,
2004; Chen et al., 2005; Whitfield et al., 2005; Ciuffo et al., 2009; Pappu et al 2009; Rlley et al., 2011.
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O ciclo de vida dos tripes € constituido por seis fases, sendo que as
caracteristicas (temperatura, umidade, tempo de incubacao) no desenvolvimeto de cada
fase variam com a espécie de tripes. Fémeas adultas depositam os ovos nas superficies
das folhas ou em partes florais que depois eclodem, dando origem ao primeiro estagio
larval, ou primeiro instar, que se desenvolve para o segundo estagio larval, segundo
instar. Ambos os estagios larvais ndo possuem asas e se alimentam nas folhas ou nas
flores da planta hospedeira. Em seguida, hé dois estagios pulpais que ndo se alimentam
e seu desenvolvimento pode ser na planta ou no solo, dependendo da espécie de tripes.
Adultos alados sédo formados apds os estagios de pulpa e se dispersam rapidamente
(Whitfiel et al., 2005) (Figura 11).

Os tripes perfuram a epiderme da planta e sugam o conteudo celular do
mesofilo, destruindo muitas células e causando danos ao tecido (Ullman et al., 1992).
Apdbs a ingestdo das particulas virais, os virions se dispersam da parte superior do
intestino até a porcdo média, o primeiro local de entrada do virus nas células do inseto.
As microvilosidades da borda em escova do intestino medio sdo as primeiras barreiras
encontradas pelos virus. Os virus atravessam o epitélio do intestino médio, passam por
camadas de células musculares, migram até as glandulas salivares onde atravessam a
camada epitelial que reverte o 6rgdo, atingem o lidmem para serem excretados

juntamente com a saliva no momento da alimentacdo (Nagata et al., 1999).
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Figura 11. Ciclo de vida do tripes e o ciclo de transmissao de tospovirus. Fonte: Kuepper, 2004.

30



1.5 Aspectos econdmicos e epidemioldgicos
Os tospovirus estdo entre os principais agentes causadores de problemas

fitossanitarios no campo (Pappu et al., 2009). TSWV foi colocado na lista dos 10 virus
vegetais que mais causam danos em culturas, sendo responsavel pela perda de bilhdes
de ddlares (Scholthof et al., 2011). TSWV infecta mais de 1000 espécies de plantas,
entre monocotileddneas (15 familias), dicotiledéneas (69 familias) e uma familia de
pteridofitas (Parrella et al., 2003). Doencas causadas por tospovirus foram reportadas
em todos os continentes, afetando culturas de batata, alface, cebola, alho, feijao,
pimentas e pimentdes, soja, ervilha, cucurbitaceas, tomate, amora e muitas ornamentais
(Pappu et al.,, 2009). Ja foram estimadas perdas anuais de mais de $1 bilhdo,
ocasionadas, apenas, por TSWV (Prins et al., 1998). Entre os anos de 1996 e 2006 as
perdas geradas por infeccdes de TSWV s6 no estado da Georgia nos Estados Unidos
foram em média de $326 milhdes, atingindo as culturas de amendoim ($12.3 milhdes),
tabaco ($11.3 milhdes), tomate e de pimenteiras ($9 milhdes). Extrapolando esses dados
para todo o pais, podem-se considerar perdas de $1.4 bilhdes nessas culturas apenas nos
Estados Unidos (Rlley et al., 2011).

No Brasil, foram relatadas as espécies BeNMV, GRSV, CSNV, TCSV, TSWV,
IYSV e ZLCV (Costa et al., 1941; de Avila et al., 1993a; de Avila et al., 1996; Nagata
et al., 1998; Bezerra et al., 1999; Pozzer et al., 1999; Oliveira et al., 2012). Contudo, as
principais espécies encontradas no campo sdo GRSV e TSWV prevalentes em plantios
de tomateiro e pimenteiras, levando a perdas econémicas significativas quando
epidémicas (Boiteux et al., 1993; Resende et al.,1996; Lima et al., 2000).

Existem relatos de TSWV no Brasil ha varias décadas no estado de Pernambuco,
causando prejuizos na cultura de alface, pimentdo e tomateiro. Os primeiros surtos de
TSWV no Submédio do Vale do S&o Francisco ocorreram em 1995 nas culturas de
pimentdo e tomateiro quando foi estimada perda de 30% da producdo em tomateiro (de
Avila et al., 1996). No Gltimo levantamento da ocorréncia de tospovirus em tomate e
pimentdo no Brasil ocorrido no periodo de 1995 a 1997 foi constatado que a espécie
predominante era GRSV, quando esta foi detectada em 76,2% das 202 amostras de
pimentdo analisadas no periodo e em 67,0% das 630 amostras de tomate (Lima et al.,
2000). As perdas geradas por tospovirus no Brasil sdo significativamente relevantes,

principalmente tratando-se de hortalicas. Atualmente, GRSV €& a especie
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economicamente mais importante para o pais, gerando prejuizos no cultivo de culturas

essenciais para a producao agricola nacional, como tomate e piment&o.

TCSV e GRSV classificados no sorogrupo Il, porém em sorotipos diferentes,
apresentam relacdo filogenética muito proxima (81% identidade sequéncia de
aminoacidos da proteina N) e ambos foram descritos infectando tomateiro no Brasil no
inicio da década de 90 com os isolados B3 (TCSV) e B6 (GRSV) (de Avila et al., 1990;
de Avila et al., 1993a) (Tabela 1). Inicialmente, TCSV e GRSV mantiveram nicho
restrito a poucos estados brasileiros. Contudo, GRSV venceu as barreiras de nicho e se
alastrou por diversos outros estados, tornando-se a espécie de tospovirus mais relevante
no Brasil na atualidade, enquanto que TCSV permanece restrito a alguns estados
brasileiros (Nagata et al., 1995; de Avila et al., 1996; Lima et al., 2000; Eiras et al.,
2012). No entanto, nos ultimos 4 anos, novos relatos de infec¢Bes severas causadas por
TCSV tém ocorrido em paises do Caribe (Republica Dominicana e Costa Rica) e em
estados do sul e sudeste dos Estados Unidos, onde GRSV também é relatado. (Webster
et al., 2010; Londofio et al., 2012; Webster et al., 2013; Batuman et al., 2015; Webster
et al., 2015). Além das espécies tipos, indentificadas na América do Norte, foram
relatados os primeiros isolados hibridos (proposto como rearranjo viral) entre espécies
de tospovirus, 0s quais possuem os segmentos S e L de GRSV e M de TCSV
(denominados Sersv Mtcsv Larsv), sendo a proximidade genética dessas duas espécies

o principal fator para viabilizar a troca dos componentes (Webster et al., 2011).

IYSV infecta preferencialmente plantas do género Allium spp. Dentre todas as
espécies de tospovirus conhecidas atualmente, € o Unico membro do grupo asiatico
relatado nos cinco continentes (Cortés et al., 1998; Pozzer et al., 1999; Ravi et al., 2006;
Nischwitz et al., 2007; Krauthausen et al., 2012; 2015; Fuji et al., 2015) (Figura 10). O
sucesso de dispersdo dessa espécie é relacionado a presenga do tripes Thrips tabaci, o
qual é constantemente encontrado nos bulbos e nas proximidades de campos infectados
e apresenta uma alta eficiéncia na transmisséo dispersdo de I'YSV. Alem disso, como a
principal forma de propagacdo de Allium spp. é vegetativa, 0 comércio de produtos
agricolas deve ter contribuido significativamente para a disseminacdo do virus
(Nischwitz et al., 2007; Krauthausen et al., 2012; 2015; Fuji et al., 2015).
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1.6 Tospovirus na Republica Dominicana
Na Republica Dominicana o cultivo de solanaceas como o tomateiro e

pimenteiras tem grande relevancia econdmica, pois seus produtos séo destinados ao
mercado externo, sendo exportados para os Estados Unidos, Canada e Europa.
Atualmente, essa importante atividade econémica estd ameacada, devido a crescente
presenca dos tospovirus nos campos cultivados, principalmente o virus denominado
como o bronzeado do tomateiro (TSWV) (Martinez et al., 2014).

Durante a safra de 2009, muitos produtores das regides Constanza e Jarabocoa
(importantes areas produtoras de hortalicas no pais) eliminaram seus cultivos devido a
alta incidéncia de viroses, identificando-se o TSWV, como principal agente causal das
enfermidades (Martinez et al., 2014). Durante o periodo de setembro a junho de 2013,
os plantios em cultivo protegido também nas regides de Constanza e Jarabacoa foram
eliminadas devido a alta incidéncia de plantas com sintomas de TSWV, atingindo até
100% (Comunicacéo pessoal R.T. Martinez). O TSWV ¢ conhecido por possuir uma
vasta gama de hospedeiros, principalmente nas familias Solanaceae e Fabaceae, com
um incontavel nimero de espécies cultivadas e ndo cultivadas suscetiveis a esta espécie
viral. Na regido de Constanza, a incidéncia de TSWV no cultivo de batata (Solanum
tuberosum) foi de até 60%, assim como nos cultivos de feijdo-vagem (Vigna
unguiculata) e pimenta picante (Capsicum frutenscens) na localidade de Moca
(Martinez, comunicacdo pessoal). Além de causar perdas em pimentas e tomate de
cultivo protegido, TSWV foi detectado em tomate industria no Noroeste do pais com
alta incidéncia e severidade de sintomas (R. Gilbertson, comunicacéo pessoal). Ndo ha
duvidas que o virus esta se expandindo de cultivos protegidos para campos abertos. O
TSWV é transmitido principalmente pelos tripes Frankliniella occidentalis e Thrips
tabaci, os quais foram encontrados em varias regides do pais (Valdez et al., 2016). O
virus e seus vetores tém uma ampla gama de hospedeiras cultivadas e hospedeiras
alternativas (ervas-daninhas), dificultando o manejo da doenca.

A luta contra as doengas virais € muito complexa, pois 0s sintomas ocasionados
podem ser alterados por diversos quesitos tais como a idade da planta hospedeira,
fatores nutricionais, diferengas entre as estirpes de virus que infectam a planta
(Fernandes-Carrijo et al., 2006, Pereira-Carvalho et al.,, 2015a). Devido ao
desconhecimento dos sintomas, os virus podem ser disseminados pelos produtores
mediante a utilizagdo de material vegetal contaminado, como mudas e tubérculos-

sementes (Pereira-Carvalho et al., 2015b). A identificagdo de maneira precisa e
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confiavel garante a deteccdo de focos recentes, prevenindo futuras epidemias ao utilizar
material suscetivel (Dianese et al., 2015).

O manejo dos virus deve ser de forma preventiva, diferentemente dos fungos e
bacterias, para os quais, utilizam-se métodos curativos. Os virus ndo respondem a
tratamentos quimicos uma vez que infectam seus hospedeiros. O controle viral mediante
0 uso de materiais resistentes ou tolerantes é a melhor alternativa (Bedendo, 1995). A
situacdo apresentada por TSWV, que tém sido detectada em diversos cultivos e em
diferentes regides produtoras no pais, incluindo também as localidade de San José de
Ocoa e Azua, pode ser o indicio de uma epidemia por tospovirus, como a que ocorreu
com o virus do enrolamento amarelo das folhas de tomateiro, causado pelo begomovirus
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) em 1994 (Nakhla et al., 1994). Apesar da alta
incidéncia, severidade e do abandono de varias culturas devido a infeccdo viral, ndo
existem informacdes dos niveis de danos causados em pimenteira e tomateiro. Na
maioria dos casos 0s produtores ndo dispdem de materiais resistentes ou tolerantes aos
virus.

A Republica Dominicana representa um nicho ecoldgico com introdugdes
recentes de espécies de tospovirus. Em 2012 infec¢bes por tospovirus se alastraram por
diversos cultivos causando grandes danos, quadro que se estende até a atualidade. Nesta
situacdo, foi possivel detectar as espécies TSWV e TCSV, infectando tomateiro (TCSV
e TSW), batateira (TSWV), pimenteiras (TCSV e TSWV), pimentdo (TSWYV), feijoeiro
(TCSV), fumo (TCSV) e ervas-daninhas ao redor dos cultivos, sendo os primeiros
relatos de TCSV no pais, no feijoeiro e em fumo (Batuman et al., 2015; dados coletados
neste trabalho de tese). Acompanhar o comportamento de novas espécies introduzidas
na ilha é muito valioso, para que possamos complementar estudos de evolucdo e
adaptacdo a novos nichos pelos tospovirus, comparando a regides geograficas onde a
interacdo entre diferentes espécies parece ter atingido um patamar mais estavel. Assim,
este quadro epidemioldgico de espécies de tospovirus, presente na RepuUblica
Dominicana, pode se tornar um bom modelo para o estudo de hipdteses de especiacao

no género, em contraste com regides de maior equilibrio populacional, como o Brasil.

1.7 Rearranjo no género Tospovirus
Virus compostos por genoma segmentado podem sofrer frequentes

recombinacfes e/ou rearranjos de seus componentes, sendo, essas, uma das
justificativas evolutivas para o sucesso de tais organismos (Webster et al., 2011). Estas

trocas genéticas sdo as razdes fundamentais para a existéncia de genomas virais
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segmentados, elas permitem novas combinacBes no genoma a partir de distintas
modificagdes e eliminam caracteristicas indesejaveis a carga genética. Na
recombinacdo, h4 a formacdo de quimeras dos &cidos nucleicos, resultando em uma
nova molécula com fragmentos do(s) genoma(s) parental(is). O rearranjo &
caracterizado pela troca de componentes inteiros do genoma segmentado em uma
mesma particula viral, preservando-se a sequéncia nucleotidica original (Tentchev et al.,
2011) (Figura 12). Esses dois mecanismos podem ser a chave para evolugéo e adaptagédo
das espécies a novas hospedeiras e colonizacdo de novos nichos, aumentando o espectro
de acdo do virus e burlando possiveis sistemas de defesa das plantas, como genes de
resisténcias.

Andlises recentes de 57 isolados TSWV revelaram que a ocorréncia de
recombinacdo € maior no RNA L, seguida pelo RNA M e por ultimo o RNA S é o
segmento que menos sofre recombinacdo. Seis eventos de recombinacdo foram
observados no RNA L de dezessete isolados de TSWV, quatro eventos no RNA M de
quarenta e sete isolados e apenas dois eventos no RNA S de seis isolados de TSWV.
Neste caso, a deriva genética foi o principal fator relacionado as diferencas filogenéticas

observadas nesses isolados (Lian et al., 2013).
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Figura 12. Esquema representativo de rearranjo e recombinacdo entre virus com genoma segementado,
como os tospovirus. O rearranjo é caracterizado por troca de segmentos inteiros do genoma, enquanto,

na recombinacdo, apenas partes do genoma sdo trocadas entre os diversos segmentos do genoma virais.

Apesar do rearranjo ocorrer em baixas taxas entre os membros da familia
Bunyaviridade, uma grande quantidade de isolados rearranjados de TSWV foi
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recentemente relatada em amostras da Espanha, Italia e Franca e, um novo isolado,
carregando os segmentos L e S de GRSV e o segmento M de TCSV, foi encontrado
infectando plantas de tomate na Florida, Estados Unidos. Mesmo tendo havido recentes
relatos de rearranjos intra e inter-espécies de tospovirus, este fenémeno parece nédo ser
comum entre espécies de tospovirus. Um grande namero de isolados de TSWV que nédo
sofreram rearranjo foi encontrado em pequenas areas separadas por 35 km, ou menos,
demonstrando que ha uma importante pressdo seletiva ocorrendo nessas interacoes
(Tenchev et al., 2011). Desta forma, apesar de a ocorréncia ser baixa, o rearranjo pode
ser uma importante ferramenta adaptativa dos tospovirus, aumentando a dispersdo das
espeécies (Tentchev et al., 2011; Webster et al., 2011).

O rearranjo de segmentos gendmicos inter e intra-espécies de tospovirus, pode
também ser uma ferramenta no estudo das fungdes dos genes virais, considerando-se
que as espécies do género Tospovirus sdo virus de RNA negativo e ndo ha, até o
presente, ferramentas disponiveis para a realizacdo de genética reversa (Hoffman et al.,
2001; Margaria et al, 2007). De acordo com Webster e colaboradores (2011), estudos de
rearranjo com bunyavirus provaram ser Uteis, pois eles tém permitido o mapeamento de
atributos e funcgdes especificas para os segmentos genémicos de RNA. Como o que foi
relatado por Okuda e colaboradores (2003), quando plantas co-infectadas com estirpes
de Watermelon silver mottle virus apresentaram um grande numero de isolados
rearranjados, facilitando a identificacdo de regides com funcbes especificas, como as
que sdo responsaveis pela determinacao dos sintomas.

Nas condicdes brasileiras onde varias espécies de tospovirus ja convivem por
décadas, até o presente ndo foram detectados exemplos de rearranjos intra e inter-
especificos no campo. O que pode justificar tal fato € a principal forma de deteccédo
utilizada atualmente, a qual é baseada apenas na comparacgdo das sequéncias do gene N
do segmento S, ou que, em areas onde 0s tospovirus ja estdo adaptados e estabilizados,
a ocorréncia desses eventos é limitada. Por isso, é interessante contrastar essa situacéo
com outros nichos ecologicos, onde as introducdes de espécies de tospovirus sdo
recentes, como por exemplo, na Republica Dominicana, onde as introducdes de
tospovirus parecem ter ocorrido ha apenas 5 anos. Essas comparagdes entre sistemas
epidemioldgicos significamente distintos, podem auxiliar na elucidacdo da dinamica

populacional e evolucéo de espécies e isolados de tospovirus.
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1.8 Estratégias de controle de tospovirus
Os métodos de controle mais adequados para tospovirus sdo por meio de genes

de resisténcia, pois as alternativas para controle do vetor ndo sdo eficientes,
principalmente, devido a rapida capacidade de dispersdo dos tripes, a capacidade de
adquirir resisténcia aos produtos usados em controles quimicos, a eficiéncia com que
transmitem as espécies de tospovirus e devido a completa adaptacéo virus-vetor (Cho et
al., 1989; Boiteux et al., 1993a; Boiteux et al., 1993b; Wijkamp et al., 1995; Prins et al.,
1998; Westmore et al., 2013).

O gene Tsw confere resisténcia em linhagens de Capsicum chinense a TSWV
(Boiteux et al., 1994; Boiteux, 1995). O ‘cluster’ do gene Sw-5 formado por cinco
paralogos (Sw-5a a Sw-5e) foi detectado primeiramente em tomate selvagem (Solanum
peruvianum) e em seguida em tomate comercial (S. lycopersicum) e se tornou o
principal alvo dos programas de melhoramento classico e na producdo de plantas
transgénicas. Este gene confere resisténcia ampla a diversas espécies de tospovirus
como o TSWV, CSNV, GRSV, INSV e TCSV (Stevens et al., 1992; Boiteux et al.,
1993a; Spassova et al., 2001; Dianese et al., 2011; Oliveira, 2015; Oliveira et al., 2016).
Apesar dos relatos de quebra de resisténcia pelos tospovirus, a utilizacdo de resisténcia
genética ainda é a melhor opcéo na tentativa de conter as infecgdes virais e produzir
culturas com menos controle quimico, preservando o meio-ambiente. Além disso, ha
indicios de que S. peruvianum possui outros genes candidatos a resisténcia a TSWV
(Gordillo et al., 2008). A grande diversidade de espécies de tospovirus, 0 aparecimento
de isolados capazes de quebrar a resisténcia dos genes de resisténcia conhecidos e mais
recentemente, a ocorréncia de rearranjos intra e interespecificos de tospovirus,
constituem um desafio para o controle desses patdgenos via resisténcia genética.

Os genes de aviluléncia (Avr) de tospovirus que direcionam para quebra de
resisténcia de genes R da planta conhecidos atualmente sdo os genes da N, NSs e da
NSm (Margaria et al., 2007; Lovato et al., 2008; Oliveira et al., 2016)

2. Problemética abordada na tese
O Brasil esta entre 0s paises com maior nimero de espécies de tospovirus

relatadas, juntamente com alguns paises da Asia, e possui como principal atividade na
balanca comercial nacional e internacional a producédo agricola. O combate a patdgenos
de plantas cultivadas torna-se imprescindivel para a producdo de culturas importantes
para consumo interno e/ou exportacdo, como as hortalicas tomate e pimentdo. Na

tentativa de criar estratégias de defesa contra os problemas fitossanitarios, €
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indispensavel o conhecimento do agente causal da doenca e sua variabilidade, como
também gerar, para cada patogeno, ferramentas eficientes para elucidar as
caracteristicas bioldgicas e a interacdo que esses exercem no ambiente em que estdo
inseridos.

Conforme estudos recentes, a evolucdo de tospovirus parece ser baseada
principalmente na ocorréncia de rearranjos virais intra e inter-especificos para adaptacao
a diferentes condigdes bioldgicas (Margaria et al, 2007; Tentchev et al., 2011; Webster
et al.,, 2011; Margaria et al., 2015) (Figura 11). Portanto, os estudos desses eventos
bioldgicos no género Tospovirus, sdo essenciais para 0 entendimento do processo
evolutivo e adaptativo das espécies, ja que podem ocorrer naturalmente no ambiente.

Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) tém sido as espécies mais relevantes no Brasil e possuem
ciclo de hospedeiras semelhantes (Nagata et al., 1995; de Avila et al., 1996; Pozzer et
al.,, 1996; Lima et al., 2000; Eiras et al., 2012). Dessa forma, foi investigado a
ocorréncia natural de rearranjo em isolados brasileiros de TSWV, GRSV e TCSV.
Consequentemente, um novo levantamento da ocorréncia e diversidade dessas espécies
foi conduzido em algumas regides brasileiras. Como nosso grupo de pesquisa possui um
projeto de cooperacdo com a Republica Dominica, essas analises se expandiram para a
esta regido do Caribe, devido a recente epidemia de tospovirus l& instalada e a
necessidade de monitoramento da dispersdo de espécies de tospovirus e a busca por
solucBes desse novo quadro epidemiol6gico alarmante. Além disso, a recente
introducdo de diferentes espécies de tospovirus na Republica Dominicana constitui-se
um excelente modelo para estudo de emergéncia e evolucdo de virus de plantas,
tomando como modelo os tospovirus.

Devido ao recente quadro de dispersdo de TCSV nas Ameéricas, sua proximidade
taxdnomica com GRSV e por constituirem o Unico relato de rearranjo inter-especifico
ocorrido naturalmente entre espécies de tospovirus (SersvMTcsvLlcrsy), um desenho
experimental de coinfeccdo (GRSV + TCSV) em plantas modelo de Nicotiana
benthamiana foi elaborado, afim de observar o ‘fitness’ dessas especies em um processo
de co-infecgdo (de Avila et al., 1993a; Webster et al., 2011; Londofio et al., 2012;
Batuman et al., 2015). Além disso, um estudo de ancestralidade do RNA M de TCSV e
GRSV foi realizado para o entendimento da origem desses segmentos.

Ainda, estudos de filogeografia foram realizados baseados em sequéncias da
proteina N de isolados de espécies importantes de tospovirus e disponiveis no banco de
dados (GenBank®). Estes estudos foram conduzidos para as espécies TCSV, TSWV e
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IYSV devido ao recente quadro de dispersdo de TCSV nas Américas, a relevancia de
TSWV para o género tospovirus e IYSV ser a unica espécie do clado asiatico a ser
encontrada em todos os continentes (Cortés et al., 1998; Pozzer et al., 1999; Ravi et al.,
2006; Nischwitz et al., 2007; Krauthausen et al., 2012; Lodofio et al., 2012; Batuman et
al., 2015; Fuji et al., 2015).

Dessa forma, o principal objetivo do trabalho € estudar a capacidade adaptativa e
evolutiva de tospovirus, baseado na diversidade e distribuicdo geografica, ocorréncia

natural de rearranjo e competicao entre as espécies.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Estudar a capacidade adaptativa e evolutiva de tospovirus baseado na ocorréncia

natural de rearranjo entre as espécies Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato
chlorotic spot virus (TCSV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) e na competi¢cdo entre
GRSV e TCSV. Conduzir o estudo em dois ambientes distintos, no Brasil onde os
tospovirus ja estdo estabelecidos por um periodo longo de tempo, comparado a
diversidade e dispersdao de tospovirus na Republica Dominicana, considerada uma
regido emergente na infecgdo por tospovirus. Determinar a distribuicdo geogréfica
(filogeografia) de I'YSV, TCSV e TSWV, importantes espécies de tospovirus detectados

em varias regides no mundo.

3.2 Objetivos Especificos
e Fazer o levantamento da presenca de GRSV, TCSV e TSWV em regides

produtoras de espécies horticulas no Brasil e na Republica Dominicana;

e Verificar a ocorréncia de rearranjos naturais entre GRSV, TCSV e TSWV nessas
regides geograficas distintas;

e Analisar o ‘fitness’ de GRSV e TCSV em infec¢do mista e da ancestralidade do
RNA M dessas duas especies;

e Estudar a filogeografia de TSWV, TCSV e IYSV.
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CAPITULO 1: Ocorréncia e dispersdo de Groundnut ringspot virus
(GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt
virus (TSWV) submetidos a diferentes condi¢cdes ambientais e pressao
de selecdo no Brasil e na Republica Dominicana

1. Introducéo

Tospovirus sdo bem adaptados as condi¢Bes brasileiras, pois além do clima
tropical favoravel ao desenvolvimento de microrganismos e da presenca de diversas
espécies de plantas hospedeiras do virus, no pais ja foram relatadas cinco espécies de
tripes conhecidas como vetoras de tospovirus, Frankliniella occidentalis, F. schultzei,
F. zucchini, Thrips tabaci e T. palmi (Nagata et al., 1995; Nagata et al., 1999; Monteiro,
2001). A grande capacidade de infec¢do e dispersao acarreta perdas anuais de producéo
avaliadas em milhdes de dolares na cultura do tomateiro. O Brasil é conhecido por
possuir uma grande diversidade de tospovirus, sendo relatado no pais BeNMV, CSNV,
GRSV, IYSV, TCSV, TSWV e ZLCV (de Avila et al., 1993a; Bezerra et al., 1999;
Pozzer et al., 1999; Oliveira et al., 2012). Apesar da diversidade e de condi¢cbes
ecologicas favoraveis ao estabelecimento das infecgbes virais, as espécies TSWV,
GRSV e TCSV séo as mais importantes no campo por causa das culturas que infectam,
por partilharem importantes hospedeiras, como o0 tomateiro e por serem eficientemente
transmitidas pelas espécies de tripes predominantes nas condi¢Bes brasileiras, F.
occidentalis e F. schultzei (Nagata et al., 1995).

TSWV é conhecido ha muitos anos por causar a doenca vira-cabeca do
tomateiro que é relevante também em pimenteiras e batateiras e é considerada uma das
principais doencas virais do Brasil, limitando a producdo principalmente nos periodos
mais quentes do ano, devido ao aumento da populagdo do inseto vetor (Costa et al.,
1941; de Avila et al., 1996; Salgado et al., 1980; Lima et al., 2000). A doenca pode
causar prejuizos totais, destruindo a planta ou causando desvalorizagdo dos frutos ja
formados pelos sintomas da doenca (Salgado et al., 1980) (Figura 1). GRSV e TCSV
foram relatados no pais no inicio da década de 1990 em tomateiro, sendo atualmente
disseminados pelo sul e sudeste dos Estados Unidos (GRSV e TCSV) e Caribe (TCSV)
(de Avila et al., 1993a; Boari et al., 2002; Webster et al., 2010; Webster et al., 2011;
Eiras et al., 2012; Londofio et al., 2012; Webster et al., 2013; Batuman et al., 2015;
Webster et al., 2015; Duarte et al., 2016).
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IYSV foi primeiramente descrito nos paises baixos causando doenca na planta
ornamental Iris hollandica, sendo posteriormente relatado no Brasil causando perdas de
até 100% na cultura da cebola no Vale do S&o Francisco, no norte de Minas Gerais e na
regido Nordeste (Cortés et al., 1998; Pozzer et al., 1999). CSNV foi relatado pela
primeira vez no Brasil em crisdntemo no estado de Sdo Paulo, onde o cultivo e a
producdo de plantas ornamentais englobam altos investimentos financeiros. CSNV
surgiu de forma epidémica em plantas de crisdntemo cultivadas em casas de vegetacao,
posteriormente se disseminou para o campo, infectando também tomateiro (Bezerra et
al., 1999). O relato de CSNV néo é restrito ao Brasil, sendo detectado também no Reino
Unido, no Japdo, Holanda, Slovenia a e na Bélgica, provavelmente disseminado via
intercdmbio de material vegetal infectado (Duarte et al., 1995; Verhoven et al., 1996;
Mumfort et al., 2003; Ravnikar et al., 2003; Takeshita et al., 2011; Jonghe et al., 2013;
Dullemans et al., 2015). ZLCV foi descrito no Brasil em campos experimentais de
Cucurbita pepo e € um tospovirus com distribuicdo e ciclo de hospedeiras bastante
restritos. Essa espécie foi relatada somente no Brasil e infecta exclusivamente plantas da
familia Cucurbitaceae e alguns hospedeiros experimentais, como Nicotiana
benthamiana e Gomphrena globosa (Bezerra et al., 1999). O BeNMV é um tospovirus
brasileiro isolado de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) no estado de Séo Paulo, o qual
também apresenta distribuicdo e ciclo de hospedeiras bastante limitados. BeNMV foi
relatado somente no Brasil, infectando apenas uma cultivar de Phaseolus vulgaris
(cultivar Santana) e a hospedeira experimental Datura stramonium (familia Solanaceae)
(Oliveira et al., 2012).

TCSV e TSWV foram relatados recentemente em paises da regido do Caribe. Na
Republica Dominicana, TCSV e TSWV foram reportados em tomateiro, em Porto Rico
TCSV foi encontrado infectando pimenta, D. stramonium, alface e também em
tomateiro (Batuman et al., 2015; Webster et al., 2015). A recente disseminagdo de
tospovirus pelo Caribe é acompanhada também pelos crescentes relatos de TCSV e
GRSV nas regides Sul e Sudeste dos Estados Unidos, infectando tomateiros e
pimenteiras (Capsicum spp.) (Webster et al., 2010; Londofio et al., 2011; Webster et al.,
2011; Webster et al., 2015).

A dispersdo de tospovirus pelas Américas e principalmente nos Estados Unidos,
foi proposta como fator causador do surgimento de um provavel isolado hibrido de
tospovirus, o qual é composto pelos RNAs S e L de GRSV e 0 RNA M de TCSV
(Webster et al., 2011). Este tipo de composicdo gendmica conhecida como rearranjo

ainda ndo havia sido relatada na natureza entre espécies de tospovirus, mas apenas entre
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isolados de TSWV e, portanto, de uma mesma espécie viral. O possivel isolado
americano hibrido Secrsv Mcsv Lersv esté se disseminando no sul dos Estados Unidos e
sendo tratado como um novo isolado de GRSV (Margaria et al., 2007; Tentchev et al.,
2011; Webster et al.,, 2011; Webster et al., 2015). Portanto, baseado nessa nova
combinacdo gendmica encontrada no campo, e considerando, o principal critério
taxonémico que utiliza a identidade da proteina N do RNA S para definir espécies, é
possivel que os estudos de diversidade genética de tospovirus tenham negligenciado a
capacidade de geracdo de novas combinages virais. Portanto, as taxas de surgimento de
novos rearranjos no campo, podem ser mais frequentes do que foi relatado até o
momento, devido a ndo deteccdo de potenciais rearranjos genémicos ocorridos sob
condicBes naturais de infeccdo por diferentes espécies de tospovirus (Webster et al.,
2011).

No Brasil, devido as condi¢des favoraveis, espera-se a ocorréncia de isolados
que sofreram rearranjo gendmico sob condi¢des de infeccdo maultipla. Além dos fatores
ambientais, a exemplo do quadro de dispersdao nos Estados Unidos, a competicdo entre
as espécies por um novo nicho pode favorecer o aparecimento de rearranjos (Webster et
al., 2015). Assim, a regido do Caribe onde se constatou a introducdo recente de
diferentes espécies de tospovirus pode ser um ‘hotspot’ no surgimento de novos
isolados rearranjados e até de novas espécies (Batuman et al., 2015; Webster et al.,
2015). Neste capitulo, foram avaliados isolados de GRSV, TCSV e TSWV encontrados
em plantas coletadas no Brasil e na Republica Dominicana quanto a composi¢do dos
segmentos de RNA. Assim, foi realizada uma amostragem da ocorréncia de GRSV,
TCSV e TSWV em regibes produtoras de hortalicas dos estados brasileiros de Goias,
Sao Paulo e Cearéa e do Distrito Federal e de areas agricolas das provincias de La Vega,
Monsefior Nouel e Santiago na Republica Dominicana (Figura 13). Por fim, A
plataforma de sequenciamento de alto rendimento llumina Hiseq 2000 e o método
Sanger 454, juntamente com os cléssicos procedimentos de deteccdo viral (RT-PCR e
serologia) foram utilizados na busca por possiveis genomas virais nas amostras das

provincias da Republica Dominicana.
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Arachis hypogea

Solanum gilo

| Provincia de Monseiior Nouel

Capsicum annuum

Nicotiana tabacum

Solanum tuberosum

| Provincia de San José de Ocoa |

o

Provincia de La Vega I

Capsicum firutescens

Figura 13. Regides de coleta (areas coloridas) das amostras analisadas quanto a presenga e composicdo dos tospovirus
Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV) no
Brasil (a) e na Republica Dominicana (b). Na amostragem do Brasil (a), o jilé (Solanum gilo) foi coletado no Distrito
Federal com forte clareamento de nervuras e pequenos anéis clordticos e necréticos no limbo foliar. Plantas de
amendoim (Arachis hypogea) foram encontradas no estado do Goias com forte clareamento de nervuras e anéis
cloréticos. Na Republica Dominicana (b), pimenta-doce (Capsicum annuum) foi coletada com tipicos sintomas de
tospovirus, os anéis cloréticos concéntricos. Os frutos da pimenta-picante (Capsicum frutescens) amostrada estavam
deformados e imprdprios para o comércio. As folhas da batateira (Solanum tuberosum) coletada na provincia de La
Vega apresentavam muitos anéis necréticos, comprometendo grande parte do limbo foliar. Folhas de tabaco
(Nicotiana tabacum) da provincia de Santiago expunham palidos anéis necréticos, o que prejudica a comercializacdo

do produto.
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2. Metodologia

A primeira etapa do trabalho foi identificar a presenca dos tospovirus Groundnut
ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus
(TSWV) e a composicdo gendmica (identidade dos RNA L, M e S) dos isolados. Para
tanto, foram coletadas amostras de plantas com sintomas semelhantes aos causados por
tospoviroses em regides de producdo agricola no Brasil e na Republica Dominicana
(Figura 13). No total, foram coletadas 166 amostras distribuidas nas familias
Solanaceae, Fabaceae, Asteraceae, Alliaceae e Chenopodiaceae entre os anos de 2013
e 2016. As amostras foram coletadas de forma aleatéria, principalmente em campo
aberto. Amostras provenientes de cultivo protegido foram coletadas apenas na
Republica Dominicana. Os sintomas observados para as coletas foram clareamento de
nervuras, nanismo, deformacéo da planta, enrolamento dos ponteiros, necrose no limbo
foliar e no caule, anéis necréticos e cloroticos na epiderme da folha. O principal foco
das coletas foi em plantas solanaceas, com énfase no tomateiro.

Os RNAs totais das 166 amostras coletadas foram extraidos pelo método Trizol®
(Invitrogen), seguindo as especificacbes do fabricante. A integridade dos RNAs
extraidos foi verificada por eletroforese em gel de agarose. A presenca dos RNAs
ribossomais 18S (~2kb) e 28S (~4.5kb) intactos nas amostras foi o critério de avaliacdo
da qualidade das mesmas, pois sd@o os tipos mais comuns de RNA encontrados no
citoplasma (Figura 14). A identificacido e composigéo viral nessas amostras foram feitas
por marcadores moleculares especificos. Inicialmente, todas as amostras foram testadas
com um par de primers sintetizados a partir de uma regido conservada do RNA L de
GRSV, TCSV e TSWYV, visando realizar uma selecdo primaria de amostras com
tospoviroses. Em seguida, as amostras positivas foram avaliadas com primers espécie-
especificos para detectar os RNAs S, M e L de GRSV, TCSV e TSWV, separadamente.

Algumas amostras coletadas na Republica Dominicana foram selecionadas para
0 sequenciamento de alta performance por meio da plataforma llumina Hiseq 2000 para
identificacdo ampla dos possiveis virus presentes. Apds 0 sequenciamento extensivo,
reacOes de PCR com primers especificos foram realizadas e seus produtos sequenciados

para confirmacgdo dos genomas encontrados no sequenciamento de alta performance.
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Figura 14. Perfil de um gel de agarose 1% usado para verificar integridade do RNA total de plantas
infectadas e sadias extraidos pelo método Trizol®. As multiplas bandas correspondem as diferentes
moléculas de RNA presentes nas células. As setas pretas indicam as bandas referentes aos RNAs 18S
(~2Kb) e 28S (~4.5kb), os quais sdo mais abundantes no citoplasma e utilizados como critério de

qualidade.

2.1 Desenvolvimento de marcadores moleculares para detec¢do simultéanea e
espécie-especifica das espécies Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Sequéncias de nucleotideos dos RNAs S, M e L de GRSV, TCSV e TSWV

disponiveis nos bancos de dados (GenBank®) foram alinhadas com o programa
DNAMAN v.4 Lynnon Biosoft. (Tabela 7). Primeiramente, com os alinhamentos
maltiplos entre os RNAs L e M dos trés tospovirus, foram selecionadas sequéncias
conservadas entre as trés espécies, para a sintese de primers de deteccdo simultanea de
GRSV, TCSV e TSWV.
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Tabela 7. Sequéncias de nucleotideos utilizadas para sintetizar os primers de deteccdo simultanea e
espécie-especifica de Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato
spotted wilt virus (TSWV). NUmeros de acessos das sequéncias disponibilizadas pelo banco de dados
GenBank® do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Sequéncia Tospovirus NUmero de Acesso

RNA S GRSV AF513219
TCSV AF282982
TSWV D00645

RNA M GRSV AY575055
TCSV AY574054
TSWV S48091

RNA L GRSV HQ634679
TCSV HQ700667
TSWV D10066

Primers espécie-especificos foram desenhados por meio da escolha de regides
varidveis e especificas entre as espécies. As sequéncias foram selecionadas quanto ao
tamanho e ndmero de nucleotideos idénticos (primers de deteccdo simultanea) ou
diferentes (primers espécie-especificos). As sequéncias escolhidas foram analisadas
quanto a porcentagem dos nucleotideos guanina e citosina (GC%), temperatura de
‘melting’ e a entropia necessaria para que ocorra a formacao de dimeros de primers,
visando a otimizacdo das reacdes de PCR. As andlises dos oligonucleotideos foram
realizadas com a ferramente OligoAnayzer 3.1, disponibilizada pela ‘Integrated DNA

Technologies’ (IDT) (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). A porcentagem de GC foi

admitida entre 40-65%, pois nas sequéncias dos RNAs de tospovirus as quantidades de
adenina (A) e uracila (U) sdo maiores, ¢ a temperatura de ‘melting’ entre 45-65°C. Ap0s
essas duas andlises, foi verificada a entropia (AG) das sequéncias para predizer as
chances dos oligonucleotideos se ligarem entre si. Para este critério foram aceitos
valores de entropia (AG) entre 0- (-8), pois valores menores indicam mais energia livre
para que ocorram ligacOes intermoleculares, ou seja, a formacdo de dimeros entre 0s

primers (Tabela 8, Tabela 9).
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Tabela 8. Oligonucleotideos selecionados ap6s alinhamento multiplo dos RNAs S, M e L de Groundnut

ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV) para

sintese dos primers espécie-especificos dos segmentos genémicos de GRSV, TCSV e TSWV.

Temperatura de melting (Tm[C°]) dos primers e local de anelamento no genoma séo fornecidos na tabela.

Np = nucleoproteina, Gp = glicoproteina, RdRp = polimerase e NSs = proteina ndo estrutural do RNA S

' Nome T Posigéo no
Tospovirus RNA do ori Sequéncia 5 - 3° (17-25nts) o genoma
0 primer [C°] 5.3
GRSV S GRSV-S_For CTGTCAGGAAAATCTTGACCTG 53.5 Np
nt111-132
GRSV-S_Rev ACGAGATGTTTGGAGTCAAG 52.5 Np
nt728-747
M GRSV-M_For AGCCGATTTGTCACCAC 52.9 Gp
nt2869-2885
GRSV-M_Rev GTCGATATCCCTTTGACCTCG 54.8 Gp
nt3353-3373
GRSV-M2_For GTGAGCTATTAGTTCGCCGACG 57.7 Gp
nt1324-1342
GRSV-M2_Rev AGAGGTTGAAAATACCAGGTCC 60.3 Gp
nt868-889
GRSV-M3_For TTGCCTTAACAGGTAATTAAAGC 57.5 Gp
nt1-23
GRSV-M3_Rev GTGAGCTATTAGTTCGCCGACG 64 Gp
nt1321-1342
L GRSV-L_For CCATTGAGGACTGTGTAGG 52.3 RdRp
nt90-109
GRSV-L_Rev GATGATCTACGACTGGAAG 49.3 RdRp
nt577-595
TCSV S TCSV-S_For AACTGGGAAAGCAGAAAACC 53.5 Np
nt321-340
TCSV-S_Rev TGCAATGTTCGGAGTAAGG 52.5 Np
nt729-747
M TCSV-M_For GCAAGATTCCATAGAGATTG 48.3 Gp
nt853-872
TCSV-M_Rev TTGCTTCAGAGAGTCTCC 51 Gp
nt1930-1947
TCSV-M2_For GGAAGATAAAGGCTATAAGCAG 58 Gp
nt513-534
TCSV-M2_Rev AGTCCCGAAAATGCTTTCTAC 57 Gp
nt2209-2229
L TCVS-L_For ATGTTCGGTGGGCTGGTGTC 60 RdRp
nt344-363
TCSV-L_Rev GGGAAGCATCTAGGGAAAATTATG 53.6 RdRp
nt1280-1303
TSWV S TSWV-S_For CCCTGTGAAGAAGAAGAGATTTC 53.2 Nss
nt283-305
TSWV-S_Rev GATGTGCTATAATCAGGCTTTAGGC 55.7 Nss
nt701-725
M TSWV-M_For CGATTAATGTAGGAGATAGGATC 49 Gp
nt1235-1257
TSWV-M_Rev GCTCTAAACCAGATCTAAATCTG 50 Gp
nt2052-2074
TSWV-M2_For GGCTTTGATCTCAGAATC 47.6 Gp
nt1349-1365
TSWV-M2_Rev AATCCTTGAGCATTGAC 51 Gp
Nt2368-2384
L TSWV-L_For CTGTTGTCTATTGAGGATTGTG 51.2 RdRp
nt82-103
TSWV-L_Rev GTCCTGCATTAACAAGCTCTCTG 47.8 RdRp
nt475-453
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Tabela 9. Primers degenerados sintetizados para deteccdo simultdnea de Groundnut ringspot virus
(GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV). Temperatura de
melting (Tm[C°]) dos primers e local de anelamento no genoma sdo fornecidos na tabela. Np =
nucleoproteina, Gp = glicoproteina, RdRp = polimerase e NSs = proteina ndo estrutural do RNA
S

Tospovirus ~ RNA Nome do primer Sequéncia 5’ - 3” (18-25nts) Tm[C°] Posicdo no genoma
5-3
M Tospo_For CTTCKTCTYGCTATDGTR 526 Gp
- ' nt1313-1330
Gp
GRSV Tospo_Rev DCCYAAAGARCTTCCTGT 54.9 Nt2989-3006
) Gp
ey TospouniFor AAATAAGGCTGAAAAGCCAAA 51 nt1130-1150
TospouniRev CCATCATTRTGCARAATCTGC 54.5 Gp
TSWV nt2400-2419
L RdRp
TospoF2L GGTTCTAACCACGACCTAGC 55 Nt104-123
RdRp
TospoR2L ATGATGAGTTTGAGAGGATA 47.7 Nt474-495

Observacdo: As letras K, Y, D e R nas sequéncias dos primers sdo simbolos para representar que
diferentes oligonucleotideos compdem a solucdo do primer. Nas posi¢fes dessas consoantes foram
inseridas de forma alternada as bases nitrogenadas Adenina (A), Guanina (G), Timina (T) e Citosina (C).
Assim, a solucéo do primer degenerada é composta por variadas moléculas. A letra K pode ser substituida
por Timina (T) ou Guanina (G), Y significa Citosina (C) ou Timina (T) na posic¢do, o simbolo D traduz
gue nesta posicdo parte dos oligonucleotideos possui A, outra parte possui G e uma outra porcdo T, por
fim, a letra R representa Adenina (A) e Timina (T) na posicéo.

Os RNAs totais de folhas de Nicotiana spp. e Datura stramonium infectadas
com isolados de BeNMV, CSNV, GRSV, TCSV, TSWV e ZLCV foram extraidos pelo
método Trizol® (Invitrogen) para serem usados como ‘template’ nas reacdes de RT-
PCR. Os virus foram cedidos pela Dra. Alice Nagata do Centro Nacional de Pesquisa
em Hortalicas (CNPH).

As reacdes de transcriptase reversa com a enzima M-MLV foram testadas com
temperaturas de sintese da fita complementar de DNA (cDNA) a 37°C e a 42°C. A
enzima Superscript 111® (SSII1) foi utilizada apenas para as reacdes especificas por se
tratar de uma enzima mais eficiente. As reagbes com SSIII foram testadas nas
temperaturas de 55 e 58°C. As reagOes de RT-PCR foram conduzidas em duas etapas. A
primeira etapa é de desnaturacao e foi utilizado 1pl de cada primer (‘forward’ e reverso)
[10uM], 1l solugdo de dNTPs [10mM] [2,5mM de cada dNTP], 2pul RNA molde [0.5-
2ug] e 13ul de &gua estéril para a etapa de desnaturacdo (70°C — 5 minutos; gelo - 1
minuto). Ao termino da primeira etapa, foi acrescentado a segunda reacdo para sintese
dos ¢cDNAs. Na segunda etapa foi utilizado 2ul do tampao da enzima ‘First Strand’
[5x], 1ul do agente redutor DTT (DL-Ditiotreitol) [0.1M] para estabilizar a enzima,
0.5ul de enzima (M-MLV ou Superscript 111®) [200 unids./ul], completando o volume

48



final de 7pl por reacdo com agua estéril (ajustar temperatura de sintese — 1 hora; 70°C —
15 minutos, desnaturacéo final).

As reacdes de PCR foram feitas com a enzima Taq Platinum® DNA polymerase
(Invitrogen). Um gradiente de temperatura (55-65°C) foi aplicado por “corrida” para
determinar as temperaturas Otimas de anelamento dos primers. As reacGes foram
montadas com 1.5ul de MgCl> [50Mm], 2.5ul de tampéo 10x da enzima, 1ul primer
forward [10uM], 1pl primer reverso [10puM], 1pl solugéo de dNTPs [10mM] [2,5mM
de cada dNTP], 0.2ul de enzima, 1l de cDNA e 16.8ul de agua estéril. As reagdes
ficaram 3 minutos a 94°C para desnaturacao inicial das moléculas, seguindo para um
ciclo de 94°C por 30 segundos, gradiente de 55-65°C por 30 segundos e 72°C por um
minuto para extensdo, ciclo que se repetiu por 35 vezes e por fim foram submetidas a
extensdo final de cinco minutos de duracéo a 72°C. Os fragmentos de PCR amplificados
foram clonados no vetor pGEM® T-Easy (Promega) e sequenciados automaticamente na

Macrogen Inc. (Coréia do Sul).
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2.2 Metagendmica na identificacdo de genomas virais em plantas cultivadas
na Republica Dominicana
A primeira biblioteca de cDNA foi construida com o ‘pool’ do RNA total de

amostras de tomateiro, batateira, pimenteiras e feijoeiro, provincia de La Vega, e de
pimenteiras, provincia de Monsenhor Nouel, Republica Dominicana. O agrupamento
desses RNAs comp6s uma Unica amostra, RD1. A segunda biblioteca, ou amostra RD2,
foi preparada apenas com RNA total extraido de tomateiro da provincia de Ocoa com
sintoma diferenciado. Os ‘reads’ obtidos no sequenciamento foram montados utilizando
0 programa CLC Genomic Workbench v. 6.0.3 e as sequéncias resultantes foram
submetidas a analise no banco de dados GeneBank® por meio da ferramenta BLASTX.
Todos os RNAs isolados para o sequenciamento de nova geracdo (NGS) foram
extraidos com o kit mirvana™ (Ambion™) para garantir mais qualidade & amostra
final. Para confirmar os resultados obtidos no NGS, todas as sequéncias virais
relevantes encontradas nas amostras da Republica Dominicana foram rastreadas de volta
por meio da RT-PCR com primers especificos. O ‘template’ de cada reagdo foi apenas

um unico RNA que compds o ‘pool’ da amostra RD1 sequenciada por NGS.

3. Resultados

3.1 Validagéo dos primers
Os primers listados nas Tabelas 8 e 9 foram testados sob diferentes temperaturas

de anelamento, utilizando como moldes (‘template’) RNAs totais extraidos de plantas
com suspeita de infeccdo causada por tospovirus. Os pares de primers mais eficientes
foram selecionados para deteccdo simultanea de GRSV, TCSV e TSWV e para
identificacdo especifica dos trés segmentos de RNA de GRSV, TCSV e TSWV.

Os primers TospoF2L e TospoR2L feitos a partir do anelamento multiplo dos
RNAs L das trés espécies de tospovirus apresentaram o espectro amplo de deteccdo de
GRSV, TCSV e TSWV. Submetidos a RT-PCR com a enzima M-MLV (Invitrogen) a
42°C, os primers TospoF2L e TospoR2L amplificaram as espécies GRSV, TCSV e
TSWV na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com temperatura de 55°C, perdendo a
eficiéncia de amplificacdo a temperaturas mais altas. A partir de 58°C a amplificacao foi
limitada as espécies GRSV e TCSV (Figura 15).
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Figura 15. Validacao do par de primers ‘forward’ TospoF2L € ‘reverse” TospoR2L para deteccdo simultdnea
de Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus
(TSWV). Reacdes de transcricdo reversa (RT) feitas com M-MLV a 42°C. (a) e (b) temperaturas de
anelamento na reacgdo de PCR a 55°C e (c) 58°C. Para as reagdes foram utilizados como ‘template’ RNAs
totais de Datura stramonium infectada com Bean necrotic mosaic virus (BeNMV), D. stramonium
infectada com Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), D. stramonium com Zucchini lethal
chlorosis virus (ZLCV), Nicotiana benthamiana com TCSV, D. stramonium com TSWYV, Capsicum spp.

com TSWYV, Solanum lycopersicum com TSWV e D. stramonium com GRSV.

As reagdes de transcrigdo reversa (RT) com enzima Super Script 111® foram
conduzidas a 55°C e 58°C. A maioria dos pares de primers para deteccdo especifica foi
utilizada em reacOes de RT a 55°C, apenas os pares para deteccdo dos RNAs M de
GRSV e TCSV foram submetidos a temperatura mais elevada de 58°C. Atingir a
especificidade na detecgdo dos RNAs M de GRSV e TCSV foi desafiador, sendo os

resultados pouco satisfatérios.
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Os primers especificos foram submetidos a um gradiente de temperatura na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sendo possivel determinar a extensdo de
amplificacdo dos mesmos. O par de primers para deteccdo dos RNAs S (TSWV-S_For e
TSWV-S_Rev) e M (TSWV-M2_For e TSWV-M2_Rev) de TSWV foram especificos
na PCR com anelamento de 60°C. O par para deteccdo do RNA L (TSWV-L_For e
TSWV-L_Rev) foi especifico na PCR com anelamento de 65°C (Figura 16a).
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Figura 16. (a) Amplificacdo especifica dos primers para detec¢do dos segmentos S, M e L de Tomato
spotted wilt virus (TSWV) a partir de cDNAs produzidos a 55°C. Os pares TSWV-S_For + TSWV-
S_Rev e TSWV-M2_For + TSWV-M2_Rev foram especificos a 60°C (RNAs S e M, respectivamente) e
0 par TSWV-L_For + TSWV-L_Rev & 65°C (RNA L). (b) Amplificagdo especifica dos pares de primers
GRSV-S_For + GRSV-S_Rev e GRSV-L_For + GRSV-L_Rev a 60°C para identificacdo dos segmentos
S e L de Groundnut ringspot virus (GRSV), respectivamente. Os pares de primers TCSV-S_For + TCSV-
S_Rev e TCSV-L_For + TCSV-L_Rev amplificaram fragmentos dos RNAs S e L, respectivamente,
Tomato chlorotic spot virus (TCSV) a 65°C, com cDNAs produzidos a 55°C. Marcador de peso

molecular: GeneRuler 1kb Ladder, Thermo Scientific.
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O par para deteccdo do RNA S de GRSV (GRSV-S_For e GRSV S_Rev) foi
especifico a 60°C e do RNA L (GRSV-L_For e GRSV-L_Rev) foi especifico entre as
temperaturas de anelamento de 60-63°C, com cDNA obtido na reacdo de RT a 55°C
(Figura 16b). Os pares para deteccdo do RNA S de TCSV (TCSV-S_For e TCSV-
S_Rev) foi especifico a 65°C e do RNA L (TCSV-L_For e TCSV-L_Rev) foi especifico
entre 55-65°C, ambas as rea¢des utilizaram como ‘template’ cDNAs produzidos a 55°C
(Figura 16b). Quanto aos primers sintetizados para a detecgdo dos RNAs M de GRSV e
TCSV, os cDNAs foram obtidos nas reacfes de transcri¢do reversa a 55°C e 58°C,
respectivamente. Os pares para deteccdo do RNA M de GRSV ndo amplificaram o
segmento esperado com cDNA produzido a 58°C. O par GRSV-M_For e GRSV-M_Rev
ndo atingiu a especificidade desejada, amplificando também o TCSV, mesmo a 60°C
(Figura 17a). Outros pares de primers utilizados como os GRSV-M3_For + GRSV-
M2_Rev e GRSV-M3_For + GRSV-M3_Rev ndo amplificaram os segmentos esperados
(Tabela 8). Os pares de primers para deteccdo do RNA M de TCSV produziram as
amplificacOes esperadas com cDNAs feitos a 55 e 58°C. Contudo, esses pares nao
foram especificos e amplificaram o segmento M de GRSV. A amplificagdo inespecifica
de GRSV pelo par TCSV-M_For e TCSV-M_Rev foi significativamente baixa apenas a
63°C (Figura 17b). O par TCSV-M2_For e TCSV-M2_Rev nao foi especifico mesmo a
altas temperaturas de anelamento na PCR. Apo6s a realizacdo de todas as reacfes de RT
e PCR em diferentes temperaturas e combinacGes de primers, determinando a
especificidade dos primers testados, foi possivel selecionar um par de primers para
deteccdo de cada segmento de RNA genémico (S, M e L) de TSWV. Os segmentos S e
L de GRSV e TCSV foram distinguiveis na PCR, contudo ndo foi possivel detectar

especificamente o segmento M dessas duas especies (Tabela 10) (Figura 18).
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Figura 17. Otimizacdo de primers para amplificacdo de espécies de tospovirus. (a) Amplificacdo
inespecifica do par de primers GRSV-M_For + GRSV-M_Rev (RNA M) de Groundnut ringspot virus
(GRSV) a 60°C a partir de cDNAs produzidos a temperatura de 55°C. (b) Amplificacdo inespecifica do
par de primers TCSV-M_For + TCSV-M_Rev (RNA M) de TCSV a 60 e 63°C, a partir de cDNAs

produzidos a 58°C. Marcador de peso molecular: GeneRuler 1kb Ladder, Thermo Scientific.

Tabela 10. Primers sintetizados para deteccdo ampla (*) e especifica via RT-PCR dos tospovirus
Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus
(TSWV). Temperaturas de anelamento testadas para garantir especificidade com os respectivos tamanhos

esperados dos segmentos amplificados estdo representados na tabela

. Nome e ey s Anelamento  Amplicon
Tospovirus ~ RNA do primer Sequéncia 5” - 3” (17-25nts) PCR [C°] (bb)
GRSV S GRSV-S _For CTGTCAGGAAAATCTTGACCTG 55-60 636
GRSV-S_Rev ACGAGATGTTTGGAGTCAAG
L GRSV-L_For CCATTGAGGACTGTGTAGG
GRSV-L_Rev GATGATCTACGACTGGAAG 55-63 486
TCSV S TCSV-S_For AACTGGGAAAGCAGAAAACC
TCSV-S_Rev TGCAATGTTCGGAGTAAGG 55-65 407
L TCVS-L_For ATGTTCGGTGGGCTGGTGTC
TCSV-L_Rev GGGAAGCATCTAGGGAAAATTATG 55-65 940
TSWV S TSWV-S_For CCCTGTGAAGAAGAAGAGATTTC
TSWV-S_Rev GATGTGCTATAATCAGGCTTTAGGC 55-60 420
M TSWV-M2_For GGCTTTGATCTCAGAATC
TSWV-M2_Rev AATCCTTGAGCATTGAC 55-60 1037
L TSWV-L_For CTGTTGTCTATTGAGGATTGTG
TSWV-L_Rev GTCCTGCATTAACAAGCTCTCTG 55-65 372
GRSV L *TospoF2L GGTTCTAACCACGACCTAGC
TCSV *TospoR2L ATGATGAGTTTGAGAGGATA 55 391

TSWV

* Primers de ampla deteccéo
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(@)

* Primers de ampla deteccdo: GRSV, TCSV e TSWV

GGTTCTAACCACGACCTAGC
3 — RdRp - 5
TATCCTCTCAAACTCATCAT
(b)
* Primers especificos: GRSV, TCSV e TSWV
RNAS (2.9 kb) RNA M (4.8 kb)
CCCTGTGAAGAAGAAGAGATTTC GTCAATGCTCAAGGATT
CTTGACTCCAAACATCTCGT
CTTGACTCCAAACATCTCGT

3 5 3 —{l o 1 T&m — 5

CTGTCAGGAAAATCTTGACCTG

AACTGGGAAAGCAGAAAACC

GCCTAAAGCCTGATTATAGCACATC GGCTTTGATCTCAGAATC

RNA L (8.8 kb) CAGAGAGCTTGTTAATGCAGGAC

CATAATTTTCCCTAGATGCTTCCC
CTTCCAGTCGTAGATCATC

3! — R(’EE - 5'

CCATTGAGGACTGTGTAGG

ATGTTCGGTGGGCTGGTGTC
CTGTTGTCTATTGAGGATTGTG

Figura 18. Representacdo esquemdtica do posicionamento dos pares de primers selecionados para
deteccdo de Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted
wilt virus (TSWV). (@) O Par TospoF2L + TospoR2L que possui sequéncia homdloga ao RNA L de
GRSV, TCSV e TSWV anela-se na porcdo terminal da ORF da polimerase (RdRp). (b) Os pares de
primers para identificar os segmentos de GRSV séo as sequéncias em preto, aqueles para amplificar os
RNAs de TCSV estdo escritos em vermelho e os escolhidos para detectar os segmentos de TSWV estéo
representados em azul claro. Os pares GRSV-S_For + GRSV-S_Rev e TCSV-S_For + TCSV-S_Rev
anelam-se na ORF da proteina do nucleocapsideo (N). TSWV-M_For + TSWV-M_Rev ligam-se a porcéo
Gc (57) da glicoproteina. Todos os pares produzidos para identificar o RNA L das trés espécies anelam-se
na regido 5’ do segmento, GRSV-L_For + GRSV-L_Rev, TCSV-L_For + TCSV-L_Rev e TSWV-L_For

+ TSWV-L_Rev. O local exato de alinhamento dos primers esta discriminado na Tabela 10.
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3.2 Detecgéo de Tospovirus nas amostras de campo
Neste trabalho foram realizados levantamentos de campo em algumas regides

brasileiras e na Republica Dominica da ocorréncia de tospovirus em varios cultivos de
importancia econdmica e em plantas silvestres, totalizando 166 amostras analizadas.
Dessas, 95 foram positivas para infec¢do por tospovirus. Empregando-se os primers da
Tabela 10 sintetizados para deteccdo especifica dos fragmentos L, M e S de GRSV,
TCSV e TSWV, nenhum rearranjo gendmico (reassortants) entre as espécies de
tospovirus foi detectado. Além disso, o indice de infec;do mista foi de
aproximadamente 7% do total de amostras infectadas. InfecgBes mistas foram
detectadas entre GRSV e TSWV e GRSV e TCSV apenas em amostras coletadas no
Brasil, ocorrendo em Solanum lycopersicum (GRSV+TSWYV), Capsicum annuum
(GRSV+TSWV), Datura stramonium (GRSV+TSWV) e Arachis hypogea
(GRSV+TCSV). Curiosamente, a espécie TSWV sO foi detectada nas amostras
brasileiras em infecces mistas. TCSV foi encontrado em apenas quatro amostras
brasileiras, um tomateiro e em trés amostras de amendoim coletadas no estado do Goias.
A espécie mais abundante e predominate foi 0 GRSV presente em 100% das amostras
positivas brasileiras, repetindo o resultado observado no ultimo levantamento realizado
no final da década de 90 (Lima et al., 2000) (Tabela 11).

Na Republica Dominicana foi identificado TCSV em tomate (Solanum
lycopersicum), pimenta doce (Capsicum annuum.), pimenta picante (Capsicum
frutescens), feijdo vagem (Vigna unguiculata) e no trevo comum (Trifolium sp.)
coletados na provincia de La Vega e nas amostras de fumo (Nicotiana tabacum) da
provincia de Santiago. Tomato spotted wilt virus (TSWV) foi encontrado em tomate
(Solanum lycopersicum) e batata (Solanum tuberosum) da provincia de La Vega, em
pimenta doce (Capsicum annuum) e na planta daninha maria-pretinha (Solanum
americanum) de Monsefior Nouel, em amostras de pimenta (Capsicum spp.) e de tomate

(Solanum lycopersicum) de San Jose de Ocoa (Tabela 12) (Figura 13).
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Tabela 11. Amostras sintomaticas coletadas no Brasil e analisadas via RT-PCR com primers especificos

para identificacdo de Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato

spotted wilt virus (TSWV)

Amostras Espécie, familia Nome comum Tospovirus
Estado )
coletadas/infectadas
Distrito Federal 18/11 Solanum lycopersicum, Tomate GRSV
Solanaceae
4/0 Nicandra physoloides, Joa-de-capote
Solanaceae
5/2 Capsicum annuum, Solanaceae Pimenta doce GRSV,
GRSV+TSWV
2/0 Bidens pilosa, Asteraceae Picdo
4/4 Solanum gilo, Solanaceae Jilo GRSV
1/0 Chenopodium sp., Solanaceae
3/3 Datura stramonium, Solanaceae Figueira-do- GRSV,
diabo GRSV+TSWV
4/1 Capsicum sp., Solanaceae Pimenta GRSV
1/0 Lactuca sativa, Asteraceae Alface
Goias 57127 Solanum lycopersicum, Tomate GRSV,
Solanaceae GRSV+TSWV
3/3 Arachis hypogaea, Fabaceae Amendoim GRSV+TCSV
Sédo Paulo 714 Solanum lycopersicum, Tomate GRSV
Solanaceae
3/3 Lactuca sativa, Asteraceae Alface GRSV
Ceara 3/0 Chrysanthemum sp., Asteraceae Crisantemo
3/0 Allium fistulosum, Alliaceae Cebolinha
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Tabela 12. Amostras sintomaticas coletadas na Republica Dominicana e analisadas via RT-PCR com

primers especificos para identificacdo de Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus
(TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Amostras

Provincia coletadas/infectadas Espécie, familia Nome comum Tospovirus
La Vega 6/4 Solanum lycopersicum, Tomate TSWV, TCSV
Solanaceae
4/4 Solanum tuberosum, Solanaceae Batata TSWV
2/0 Capsicum annuum, Solanaceae Pimenta doce
11 Capsicum sp., Solanaceae Pimenta TCSV
1/1 Vigna unguiculata., Fabaceae Feijdo vagem TCSV
1/1 Capsicum frutescens, Solanaceae  Pimenta picante TCSV
1/1 Trifolium sp., Fabaceae Trevo TCSV
Monsefior Nouel 12/12 Capsicum annuum, Solanaceae Pimenta doce TSWV
1/1 Solanum americanum, Maria-Pretinha TSWV
Solanaceae
San Jose de 5/2 Solanum lycopersicum, Tomate TSWV
Ocoa Solanaceae
4/4 Capsicum sp., Solanaceae Pimenta TSWV
2/2 Capsicum annuum, Solanaceae Pimenta doce TSWV
Santiago 8/7 Nicotiana tabacum, Solanaceae Fumo TCSV

O levantamento na Republica Dominicana revelou pela primeira vez a infeccao
de TSWV em batateira, tomate de mesa, pimenteira e em pimenta doce em diferentes
regides do pais. Estes resultados mostraram a confirmacdo e expansdo de TSWV em
varios cultivos, e demonstrou, pela primeira vez, em campos da Republica Dominicana
a espécie TCSV infectando feijdo vagem (Vigna unguiculata), pimenta picante
(Capsicum frutescens) e fumo (Nicotiana tabacum). Esses dados inéditos permitiram a
publicacdo de uma Disease Note relatando a primeira identificacdo de TCSV em
feijoeiro e pimenteira no pais (Apéndice I). Os RNAs das amostras de feijao vagem e
pimenta picante da provincia de La Vega foram sequenciados por NGS, com os dados
(‘reads’) obtidos foi possivel montar as sequéncias completas dos RNAs S
(gb|KX463274|), M (gh|KX463273|) e L (gh|KX463272) de TCSV. Apesar de 0 TCSV
ter sido relatado ha mais de duas décadas no Brasil, as sequéncias completas de seus trés

RNAs ainda ndo estavam disponiveis em bancos de dados genéticos.
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3.3 Deteccao de viromas em plantas horticulas na Republica Dominicana
Um amplo levantamento da presenca de tospovirus foi realizado em varias areas

de producdo de hortalicas na Republica Dominicana. Em cultivos protegidos ou em
campos abertos, plantas com sintomas de virus e suspeita de tospovirus foram testadas,
como tomate (Solanum lycopersicum), pimenta doce (Capsicum annuum), pimenta
picante (Capsicum frutescens), feijdo vagem (Vigna unguiculata), fumo (Nicotiana
tabacum) e batata (Solanum tuberosum). Os RNAs totais extraidos foram analisados via
RT-PCR com primers especificos para tospovirus (Tabela 10). Além dessas primeiras
detecgdes, um ‘pool” de RNAs foram submetidos a técnica de NGS para identificagéo
extensiva de sequéncias virais nessas amostras. Em ambas as amostras que foram
submetidas ao sequenciamento extensivo, RDI composta pelo ‘pool’ dos RNAs
isolados de amostras de tomateiro, batateira, pimenteiras e feijoeiro da provincia de La
Vega, e de pimenteiras, provincia de Monsenhor Nouel, e RD2 composta por um
tomateiro coletado na provincia de San Jose de Ocoa, além dos tospovirus TCSV e
TSWV detectados previamente, foram montadas sequéncias de espécies de virus
enddgenos, ou seja, virus que sdo transmitidos de forma vertical por células gaméticas
(Lockhart et al., 2000; Horiuchi et al., 2004; Valverde et al., 2007).

Apds 0 NGS, os virus encontrados foram rastreados individualmente nos RNASs
que compuseram o ‘pool’. RT-PCRs com primers especificos e posterior
sequenciamento desses produtos confirmaram os resultados obtidos no NGS das
amostras RD1 e RD2, sendo possivel determinar qual hospedeira estava infectada com
0s virus encontrados (Tabela 13). Southern tomato virus (STV) (gh|KX525266|) foi
encontrado infectando o tomateiro do ‘pool’ de amostras RD1. O STV pertence ao
género Amalgavirus (familia Amalgaviridae) e possui genoma do tipo RNA fita dupla
(dsRNA), o qual codifica duas ORFs sobrepostas no genoma (Sabanadzovic et al.,
2009). Um isolado do dsRNA Bell pepper endornavirus (BPEV) (gh|KX525267|) da
familia Endornaviridae e os dois segmentos de RNA do dsRNA Pepper cryptic virus 2
(PCV-2) (gb|KX525268| e gh|KX525269|) pertencente a familia Partitiviridae foram
identificados em amostras de pimenta doce da provincia de Monsefior Nouel (Okada et
al., 2011; Sabanadzovic et al., 2011). Além disso, sequéncias gendmicas parciais de
Tobacco vein-clearing virus (TVCV) foram identificadas no tomateiro da amostra RD2
e na batateira da amostra RD1. O TVCV pertence ao género Solendovirus (familia
Caulimoviridae) e possui genoma do tipo DNA de fita dupla (dSDNA), com uma fase
de RNA no ciclo replicativo (Lockart et al., 2000). Todos os virus endogenos
encontrados nas amostras submetidas ao NGS estdo listados na Tabela 14.
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Tabela 13. Primers especificos sintetizados para deteccdo dos virus endégenos encontrados em amostras
comerciais de vegetais da Republica Dominicana. Temperatura de *melting’ Tm [°C] dos primers e de

anelamento na PCR

Temperatura de

Nome do primer Sequence 5°- 3’ (20nts) Tm[°C] anelamento [°C]
Amalga - F TGGGTATCGACAAGCGCTAC 60.5 55
Amalga - R ACATGTCGAAGGCCTCCTTG 60.5 55

Bell - F CGCTTCGAGCATAAAAGCCC 60.5 55
Bell - R TGGCTTGCGCTTTTGTGTAC 58.4 55
Pep70 — F* CACCCGCACACAATTAACGG 60.5 55
Pep70 — R* ACACATCTTCGGTCCGACAC 60.5 55
Pepl26 - Fe ACGCCCCCTATAACGCAAAA 58.4 55
Pepl26 - R« AATGTCGCAAGGGCCCATAA 58.4 55

*Primers para amplificagdo do RNA 1 de Pepper cryptic virus 2 (PCV-2).

* Primers para amplificacdo do RNA 2 de Pepper cryptic virus 2 (PCV-2).

Tabela 14. Espécies de virus endégenos encontrados nas amostras coletadas na Republica Dominicana

Numero de Tioo do
Virus Familia Hospedeiro acesso eﬁoma
GenBank® g
Tobacco vein-clearing virus ~ Caulimoviridae Batata dsDNA
Bell pepper endornavirus Endornaviridae Pl(;r;izta KX525267 dsRNA
KX525268
Pepper cryptic virus 2 . (RNA1)
Partitiviridae Pl.mentta dsRNA
(bipartido) picante KX525269
(RNA 2)
Southern tomato virus Amalgaviridae Tomato KX525266 dsRNA
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4. Discussao

Em levantamentos da incidéncia de tospovirus realizados nos estados de
Pernambuco, Minas Gerais, S0 Paulo, Parand e Rio Grande do Sul e no Distrito
Federal nos anos de 1992-1993 foi possivel concluir que a distribuicdo das espécies de
tospovirus era limitada nas regides amostradas (Nagata et al., 1995). Foi constatada a
incidéncia de TSWV em 85 e 95% das amostradas avaliadas no Distrito Federal e no
estado do Parana, respectivamente. Neste estado, além de TSWV, houve também uma
baixa incidéncia de TCSV, encontrado apenas em uma amostra, e nenhuma ocorréncia
de GRSV foi verificada. Nos estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul, TCSV foi
encontrado em 94 e em 100% das amostras analisadas, respectivamente. No estado de
Sao Paulo, pbde-se detectar TSWV e outras espécies de tospovirus ndo conhecidas na
época, mas nenhuma infeccdo de GRSV foi encontrada. A prevaléncia de GRSV ficou
restrita aos estados de Minas Gerais (47%) e em Pernambuco (67%), contudo, a
incidéncia foi baixa comparada aquelas observadas para TWSV no Distrito Federal e
TCSV nos estados do Sul e Sudeste. Minas Gerais foi 0 Unico estado com a presenca de
todas as trés espécies. Do total de amostras analisadas no estudo, 46% estavam
infectadas com TSWV, 36% com TCSV e apenas 8% com GRSV (Nagata et al., 1995).
No mesmo periodo, GRSV foi detectado em 43% das amostras de hortalicas coletadas
no Submédio do S&o Francisco, ndo sendo detectado TCSV e TSWV (de Avila et al.,
1996). No ultimo levantamento da ocorréncia de GRSV e TSWV em éareas horticolas do
Nordeste e no Distrito Federal, no periodo de 1995-1997, GRSV foi detectado em mais
de 70% das amostras de pimentdo infectadas com tospovirus e em 67% das amostras de
tomateiro (Lima et al., 2000). Groundnut ringspot virus (GRSV) foi reportado com
baixa incidéncia no Espirito Santo (4%), onde plantas de tomate e pimentdo com fortes
sintomas de virose foram avaliadas quanto a presenca de virus dos géneros Tospovirus,
Potyvirus e Cucumovirus. Nesta ocasido, mais de 50% das amostras analisadas estavam
infectadas com Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (de Avila et al., 2004). Neste
trabalho de tese, GRSV foi detectado em 100% das amostras infectadas com tospovirus
coletadas nos estados de S&o Paulo, Ceard, Goias e no Distrito Federal. Tal resultado
demonstra que GRSV continua a ser a especie de Tospovirus mais abundante em
regides horticolas do Centro-Oeste e Nordeste e vem expandindo sua populacdo em
regides do Sudeste, onde a incidéncia de TSWV esta claramente diminuindo.

Depois do ultimo levantamento das espécies de tospovirus TSWV e GRSV feito

no Brasil, era possivel que atualmente a espécie mais abundante pudesse ser outra
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diferente de GRSV, pois a prevaléncia de espécies virais no campo muitas vezes €
ciclica, como ja foi observado, por exemplo, para begomoviroses (Lima et al., 2000;
Ribeiro, 2006; Raush et al., 2008). Contudo, o que foi observado até 0 momento € que a
incidéncia de TSWV apresentou um declinio acentuado em regides produtoras de
hortalicas do Distrito Federal, ja que no Gltimo levantamento sua ocorréncia foi relatada
em pelo menos 30% das amostras analisadas e ha um crescimento da incidéncia de
GRSV na regido Centro-Oeste (Lima et al., 2000; Nagata et al., 2004). As razdes da
prevaléncia de GRSV no campo provavelmente estdo relacionadas & interacdo virus-
vetor. As mesmas espécies de tripes que transmitem TSWV no Brasil, também
transmitem GRSV, Frankliniella occidentalis e Frankliniella shultzei (Nagata et al.,
2004; Rlley et al., 2011). No entanto, a eficiéncia de transmissdo das espécies de
tospovirus pelas espécies de tripes € varidvel. F. occidentalis relatado no pais a partir da
década de 1990 em estados do Nordeste (Alagoas e Pernambuco), Sudeste (S&o Paulo e
Rio de Janeiro) e Sul (Rio Grande do Sul e Santa Catarina) apresentou eficiéncia de
pouco mais de 70% e 17% na transmissdo de TSWV e GRSV, respectivamente.
Enquanto que F. shultzei com relato no pais anterior ao de F. occidentalis e encontrado
nas regibes Nordeste (Bahia, Maranh&o, Pernambuco e Rio Grande do Norte), Centro-
Oeste (Goias e Mato Grosso do Sul), Sudeste (Sdo Paulo) e Sul (Parana e Rio Grande
do Sul) teve eficiéncia de 93% e pouco mais de 12% na transmissdo de GRSV e TSWV,

respectivamente (Monteiro et al., 2001; Nagata et al., 2004) (Figura 19).
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Frankliniella occidentalis

Frankliniella shultzei

Frankliniella occidentalis + Frankliniella shultzei

— — = Distribuicdo predominante de GRSV
---------- Ocorréncia predominante de TCSV ¢ TSWV

Figura 19. Relagfo dos estados brasileiros onde foram relatadas as espécies de tripes Frankliniella
occidentalis e Frankliniella. shultzei. O Groundnut ringspot virus (GRSV) ocorre com mais frequéncia
em regides horticolas do Nordeste e Centro-Oeste, onde F. shultzei é predominante. Tomato chlorotic
spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV) sdo mais comuns nos estados do Sul e Sudeste,
onde a ocorréncia de F. occidentalis é maior do que F. shultzei. Fonte: Lima et al., 2000; Monteiro et al.,
2001; Nagata et al., 2004.

TCSV foi descrito pela primeira vez infectando tomateiros no Brasil no inicio da
década de 1990 (de Avila et al., 1990; de Avila et al., 1993a). Até pouco tempo atrés, a
ocorréncia de TCSV estava restrita a provincias na Argentina e a poucos estados no
Brasil, sem representar impedimento para a producdo agricola (Dewey et al., 1997;
Nagata et al., 1995; de Avila et al., 1996; Lima et al., 2000; Eiras et al., 2012). No
entanto, nos ultimos 4 anos novos relatos de infecgcdes severas causadas por TCSV tém
ocorrido em paises do Caribe (Republica Dominicana, Costa Rica e Haiti) e em estados
do sul e sudeste dos Estados Unidos (Webster et al., 2010; Londofio et al., 2012;
Webster et al., 2013; Batuman et al., 2015; Webster et al., 2015; Adegbola et al., 2016).
A situacdo que se apresenta na Republica Dominicana em relacdo a disseminacdo de
tospovirus, pode se tornar um bom modelo para hipdteses de especiacdo no género, em
contraste com regides de maior equilibrio populacional, ja que o Caribe tém sido um
‘hotspot’ de novos isolados de tospovirus.

Devido a auséncia de rearranjo (reassortant) entre espécies de tospovirus nas
amostras coletadas no Brasil, um ambiente considerado de equilibrio na prevaléncia de

especies de tospovirus, e na Republica Dominicana, ambiente em adaptacdo com a
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emergéncia de novas espécies, questiona-se se 0 isolado hibrido (Sersv Mtcsv Lersv),
relatado nos Estados Unidos (Webster et al., 2011) seja realmente um isolado
proveniente de um rearranjo ocorrido recentemente. Um dos principais fatores que
influencia na disseminacdo viral e a interacdo das espécies de virus e seus vetores. Na
tentativa de elucidar a pressdo biologica que levou a formacdo do possivel isolado
hibrido, testes com os principais vetores de tospovirus foram realizados e nao foi
encontrada diferenca significativa na transmissdo do isolado ScrsvMTcsvlcrsy em
relacdo aos isolados parentais de GRSV e TCSV (Webster et al., 2015). Além disso, 0s
RNAs M de GRSV e TCSV ndo se separam filogeneticamente como duas espécies
independentes, como observado para as outras ORFs que se agrupam em clados
espécie-especificos. Estes resultados sugerem que os RNAs M de GRSV e TCSV sdo
originados de um ancestral comum as duas espécies (Breuil et al., 2016).

InfecgBes mistas entre virus de plantas ja foram relatadas em diferentes tipos de
interacdo. Muitas doencas virais sdo causadas pela coinfeccdo de multiplos isolados de
uma mesma espécie, como a tristeza do citrus que é o resultado da infeccdo de estirpes
claramente separadas filogeneticamente de Citrus tristeza virus (CTV) (Harper et al.,
2015). Este tipo de interacdo também pode ocorrer entre espécies de grupos
taxonémicos distintos. Como exemplo, podemos citar o padrdo de infeccBes multiplas
observado em plantas de alho, as quais sdo infectadas concomitantemente por espécies
dos géneros Potyvirus, Allexivirus e Carlavirus (Fayad-Andre et al., 2011; Mituti et al.,
2014). InfecgBes mistas também sdo comuns entre espécies pertencentes a um mesmo
género, sendo essa associa¢do, causadora de doengas em importantes culturas, como o
complexo de espécies de Begomovirus responsavel pela ‘Cotton leaf curl disease’ em
algodoeiro (Briddon et al., 2003). No género Tospovirus sdo relatadas infeccdes
causadas por estirpes da espécie TSWV, o que pode ser considerado como um tipo de
infeccdo mista, a qual é sugerida como um fator que favorece a evolugdo da espécie
(Tentchev et al., 2011; Margaria et al., 2015).

A associacdo dos virus de plantas em infeccdo mdaltipla pode resultar em
interacOes ecologicas ainda ndo caracterizadas entre os individuos, possibilitando a
permanéncia no ambiente (Fargette et al., 2006; Harper et al., 2015). A combinacdo de
virus na mesma planta pode causar reagdes muito mais severas ou atenuar a expressao
de sintomas, mascarando a infec¢do viral e aumentando a permanéncia da planta no
campo. Devido a necessidade de aprofundar nos estudos de virus de plantas,
principalmente aqueles que sdo negligenciados por ndo causarem sintomas aparentes, a

metagendmica tem sido amplamente utilizada e 0 sequenciamento extensivo tornou-se
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uma importante ferramenta no diagnostico de doencas virais e descoberta de novos virus
(Sela et al., 2012; Mitter et al., 2013; Prabha et al., 2013; Chandler et al., 2014).

O sequenciamento do ‘pool’ (RD1) de amostras de tomateiro, batateira,
pimenteiras e feijoeiro, na provincia de La Vega, de pimenteiras na provincia de
Monsenhor Nouel, e do tomateiro de San Jose de Ocoa da amostra RD2, além dos
tospovirus TCSV e TSWV, revelou a presenca de Tobacco vein clearing virus (TVCV),
Southern tomato virus (STV), Pepper cryptic virus 2 (PCV) e Bell pepper endornavirus
(BPEV). Todos sdo virus enddgenos, ou seja, sdo encontrados no citoplasma ou no
nucleo da célula e séo replicados a cada divisdo celular, sendo transmitidos de forma
vertical por células gaméticas, dispensando a presenca de um vetor no ciclo de vida
(Lockhart et al., 2000; Horiuchi et al., 2004; Valverde et al., 2007). Os virus end6genos
ndo matam o hospedeiro e os danos fisioldgicos a planta muitas vezes sdo brandos, sem
sintomas expressivos (Staginnus et al., 2009). Virus que sdo capazes de estabelecer tdo
estreita relacdo com a célula, na qual estdo inseridos, e infectam de forma persistente o
hospedeiro, ou seja, eles permanecem na planta hospedeira indefinidamente (Roossinck
etal., 2011).

Bell pepper endornavirus (familia: Endornaviridae) (BPEV) (gh|KX525267|)
encontrado em Capsicum annuum ja havia sido relatado infectando diversas espécies e
tipos de Capsicum spp. (Okada et al., 2011). Ainda foram detectados o Southern
tomato virus (STV) (familia: Amalgaviridae) (gh|KX525266]) em tomateiro, como
também, sequéncias parciais de Tobacco vein clearing virus (TVCV) (familia:
Caulimoviridae) em batateira os dois segmentos de RNA de Pepper cryptic virus 2
(PCV) (familia: Partitiviridae) (gh|KX525268| e gb|KX525269|) em pimenta-doce
(Capsicum annuum) de Monsefior Nouel. A amostra RD2 composta apenas por um
tomateiro da provincia de San José de Ocoa estava infectada com TVCV, além do
TSWV. O virus TVCV além de enddgeno é também um pararetrovirus, ou seja, partes
do genoma viral sdo incorporadas ao DNA do hospedeiro. Os pararetrovirus compdem a
familia Caulimoviridae e sdo virus de DNA de fita dupla (dsDNA) semicirculares ou
lineares que utilizam de uma forma intermediaria de RNA para replicacdo (Lockart et
al.,, 2000; Gregor et al., 2004). Os membros das familias Amalgaviridae,
Endornaviridae e Partitiviridae sdo virus de RNA fita dupla (dsRNA) lineares.
(Boccardo et al., 1987; King et al., 2012). O TVCV e as sequéncias similares foram
encontradas em cromossomos de tomateiro (Solanum lycopersicum), pimenteiras
(Capsicum spp.), batateira (Solanum tuberosum), diversos tipos de fumo (Nicotiana

spp.), petunia (Petunia spp.), bananeira (Musa spp.) (Boccardo et al., 1987; Lockhart,
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1986; Richert-Poggeler et al., 1997; Haper et al., 2002; Hansen et al., 2005; Valverde et
al., 2007; Sabanadzovic et al., 2009).

Os contigs montados de Tobaco vein-clearing virus (TVCV) nas amostras de
tomateiro e batateira a partir de RNA viral indicam que genes desse virus foram
expressos nessas plantas que também estavam infectadas com TSWV. Tomato spotted
wilt virus (TSWV) também foi encontrado em Capsicum annuum com infeccédo
persistente de Bell pepper endornavirus (BPEV) (Endornaviridae) e Pepper cryptic
virus 2 (PVC-2). A razdo da existéncia de sequéncias virais incorporadas ao genoma das
plantas pode ser para atuar em vias de silenciamento génico pés-transicional por meio
de RNA interferente (RNAI), no entanto, essa hipdtese ainda ndo foi bem elucidada.
Além disso, essas sequéncias exogenas foram encontradas flanqueando outros genes, o
que sugere que elas podem influenciar na expressdo génica dos genes da hospedeira
(Matzke et al., 2000).

Apesar de a incidéncia de infeccBes mistas observadas entre espécies de
tospovirus ter sido baixa, os resultados das poucas amostras analisadas por NGS
demonstram que a presenca de mais de uma espécie em infecgdes virais é a regra e ndo

a excecdo. O significado bioldgico dessas interacdes necessita ser elucidado.
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Apéndice |

The First Report of Tomato chlorotic spot virus (TCSV) infecting long beans and
chilli  peppers in Dominican Republic. Plant Disease  98(9):1285
doi.org/10.1094/PDI1S-04-14-0348-PDN

M. M. S. Almeidal, A. F. Orilio*, F. L. Melo?, R. Rodriguez?, A. Feliz®, X. Cayetano?®,
R. T. Martinez®, R. O. Resende!

!Dept. de Biologia Celular, Universidade de Brasilia, Brasilia, Brasil

2Ministerio de Agricultura, Departamento de Sanidad Vegetal, Santo Domingo,
Dominican Republic.

3Instituto Dominicano de Investigaciones agropecuarias y forestales - IDIAF, Ensanche

Evaristo Morales, Santo Domingo, Dominican Republic

The Dominican Republic has a significant area of the country cultivated with
vegetables. In July 2013, in the provinces of Moca and La Vega, horticultural crops
showed typical tospovirus symptoms (> 30% incidence), including bronzing, chlorosis,
necrosis and ring spots on leaves and fruits. Samples were collected from potatoes
(Solanum tuberosum), long beans (Vignaun guiculata), chilli peppers (Capsicum
frutescens), sweet peppers (Capsicum annuum) and tomatoes (Solanum lycopersicum).
Serological tests were clearly positive for infection by Tomato spotted wilt virus
(TSWV) and/or related tospoviruses when tested with AgDia immunostrips. The viral
RNA extracted from 5 plants per host was pooled to construct a cDNA library that was
sequenced using an Illlumina HiSeq 2000 (lllumina) platform. The paired-end reads
were assembled using CLC genomic Workbench version 6.0.3. The assembled contigs
were submitted to blastx against a viral genome database. The results confirmed the
presence of Tomato chlorotic spot virus (TCSV) and TSWV. Then, PCR tests were
performed with primers pairs TSWV-LF 5 CTG TTG TCT ATT GAG GAT TGT G 3’
& TSWV-LR 5" CAG AGA GCT TGT TAA TGC AGG AC 3 to amplify part of the
TSWV L RNA, the pairs TCSV-SF 5’AAC TGG GAA AGC AGA AAACC 3 &
TCSV-SR 5 CCT TAC TCC GAA CAT TGC A 3" and GRSV-SF 5" CTG TCA GGA
AAATCT TGACCT G 3" & GRSV-SR 5 CTT GAC TCC AAACAT CTC GT 3" to
detect part of the TCSV and Groundnut ringspot virus (GRSV) S segments. In the long
bean and chilli pepper samples from La Vega, only TCSV was detected (40% of the all
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samples) based on amplification of the expected size fragment with the S RNA specific
primer pair. All the other samples were positive for TSWV and no GRSV was detected.
The complete N gene of TCSV and TSWV were amplified using the primer pairs
TCSV-NR2 5" CACACTGAACTGAACTATAACACAC 3" & TCSV-NF5 ACCTTG
AAT CAT ATC TCT CG 3"and primers N-TSWV_FW 5" TAC GGA TCC GAT GTC
TAA GGT TAA GCT CAC 3" & N-TSWV_RV 5" TTA TCT CGA GTC AAG CAA
GTT CTG CGA G 3. The TCSV N protein sequences (KJ399303 and KJ399304) were
99% identical with the TCSV found in processing tomatoes in DO (1) and in the USA
(2). The TSWV N protein sequences (KJ399313, KJ399314 and KJ399315) shared
98%-96% identity with the TSWV N sequences available. In addition, no reassortants
were detected based on amplification of the expected size RNA fragments. These other
amplicons (KJ399301, KJ399299, KJ399302 and KJ399300) showed 98% identity with
the L and M segments of TCSV. Thrips collected from symptomatic plants were
identified mainly as Frankliniella schultzei, consistent with the main thrips species
transmitting TCSV. In the last two years, TCSV was reported in North and Central
America and in the Caribbean Basin (1, 2, 3). These findings have an important
epidemiological impact and can be used to guide seed companies and growers. It could
change the cultivars of sweet pepper and chilli pepper cultivated in these regions since,
the Tsw resistance gene used to confer resistance to tospovirus is specific to TSWV but
it is not effective against the TCSV species (4). In addition, TCSV represents a new

threat to other horticultural crops affected by this tospovirus.

(1) O. Batuman et al. Plant Disease, 98:286, 2014 (2) A. Londono et al.Tropical Plant
Pathology. 37:333, 2012 (3) Webster, C. G. et al. 2013. First Report of Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) in Tomato, Pepper, and Jimsonweed in Puerto Rico. Plant
Health Progress. Online publication. doi:10.1094/PHP-2013-0812-01-BR (4) Lovato et
al. Virus Research, 137:245-252, 2008.
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CAPITULO 2: Filogeografia Iris yellow spot virus (1YSV), Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV)

1. Introducéo
O comércio global de material vegetal, sementes, flores, frutos expandiu muito a

partir de 1960 (Kiritani, 2001), favorecendo a dispersdo, tanto de virus, quanto de
insetos vetores. Dentre esses patdgenos, 0s tospovirus e os tripes vetores podem ser
considerados um dos principais géneros que apresentam uma dispersdéo mundial.
Decifrar as rotas e tendéncias globais de espalhamento dos tospovirus é uma
necessidade econdmica, pois possibilita a formulacdo de métodos quarentenarios mais
eficientes, assim como, a ado¢do de medidas preventivas para minimizar a dispersao de
espécies de tospovirus entre as diversas regides geograficas do mundo.

Baseado em andlises filogenéticas, o género Tospovirus é comumente separado
em dois clados: americano e euroasidtico, 0s quais representam dois centros de
diversificacdo de espécies, provavelmente, a partir de um ancestral comum. No clado
americano estdo as espécies filogeneticamente mais relacionadas a Tomato spotted wilt
virus (TSWV), enquanto que, no clado euroasiatico, agrupam-se as espécies mais
préximas a Watermelon silver mottle virus (WSMoV) espécie descrita pela primeira vez
em melancia em Taiwan e que representa um tospovirus filogeneticamente distinto do
TSWV (Shyi-Dong et al., 1992; Silva et al., 2001; Wei-Te et al., 2014).

I'YSV foi descrito pela primeira vez no inicio da década de 1980 em cebolas no
Brasil como doenga “tipo-tospovirus”, mas de acordo com sua filogenia ¢ uma espécie
classificada no clado euroasiatico, préxima a espécie européia Polygonum ringspot
virus (PolRSV), a espécie Tomato yellow ring virus (TYRV) isolada no Iran e
Hippeastrum chlorotic ringspot virus, isolada na China (HCRV) (Figura 10) (de Avila et
al, 1981; Bag et al., 2015). 1YSV foi caracterizado como nova espécie por Cortés e
colaboradores na Holanda em 1998 e a partir dai atingiu grande relevancia nos Estados
Unidos, onde causa perdas na producédo de cebola (Nischwitz et al., 2007), além de estar
disseminado em algumas regides da América do Sul, como no Peru. O exemplo da
espécie 1YSV demonstra claramente a introducdo e adaptacdo de um virus a regides
geograficas distintas, provavelmente, devido ao fluxo de material vegetal contaminado.

TSWV é uma espécie disseminada mundialmente, podendo ser encontrada nos
cinco continentes. TSWV € conhecido por infectar mais de 900 espécies de plantas,
distribuidas em mais de 90 familias de monocotiled6neas e dicotiledéneas. TSWV foi
descrito pela primeira vez na Australia em 1915, contudo, devido a falta de diversidade
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dos isolados australianos e o fato de se agruparem filogeneticamente com os isolados
europeus, provavelmente o TSWV foi introduzido no pais devido a colonizagédo
européia. O que reforgou essa hipotese € o fato de no inicio do século XX a pratica
agricola ndo era comum no pais e plantas nativas eram raramente encontradas infectadas
por TSWV (Costa et al., 1941; Dietzgen et al., 2005; Pappu et al., 2009). No inicio da
década de 1990, o eficiente vetor de TSWV Frankliniella occidentalis foi introduzido
na Australia e, como em outras partes do mundo, essa ocorréncia resultou em surtos
epidémicos de TSWV, o que tornou essa espécie de tospovirus o principal foco de
pesquisas e estudos em doencas de plantas no pais (Latham et al., 1996; Latham et al.,
1997).

TCSV tem se destacado no cenério global de disseminagdo de tospovirus devido
as recentes epidemias que vém causando em paises da regido do Caribe e nos Estados
Unidos em importantes culturas horticulas (Webster et al., 2010; Webster et al., 2013;
Almeida et al., 2014; Batuman et al., 2015; Webster et al., 2015; Adegbola et al., 2016).
Estes locais ainda ndo haviam relatado a presenca dessa espécie, a qual era restrita a
América do Sul, ocorrendo na Argentina e no Brasil, porém, com pouco destaque. Além
disso, a observacdo de TCSV nesses paises era principalmente restrita a plantas
ornamentais, apesar de ter sido relatado pela primeira vez infectando tomateiros no
Brasil (Dewey et al., 1997; Nagata et al., 1995; de Avila et al., 1996; Lima et al., 2000;
Eiras et al., 2012). Recentemente, TCSV foi relatado em tomateiros, pimenteiras,
feijoeiro, no fumo, amendoim, alface e em diversas espécies de plantas-daninhas
(Webster et al., 2010; Webster et al., 2013; Almeida et al., 2014; Batuman et al., 2015;
Webster et al., 2015; Adegbola et al., 2016).

Na histdria genealdgica de todos os seres vivos é possivel detectar os fatores que
levaram a evolucdo e adaptacdo das espécies. Varios fatores sdo considerados
importantes por atuarem como fatores evolutivos, como mutac@es, derivas genéticas,
fluxos génicos e a selecdo natural, eventos demogréficos, como colonizagdo ou extingao
de populages locais, expansdo ou declinio populacional e migracdo, fatores esses que
deixam marcas no genoma dos organismos. A observacgédo e os estudos desses eventos
possibilitam a compreensdo da historia evolutiva das espécies. A filogeografia surgiu
com a necessidade de se incorporar, tanto os dados das relagbes genéticas dos
individuos, quanto suas ocorréncias geograficas (Avise et al., 1987; Cunha et al., 2012).
Dessa forma, essa abordagem visa estudar os principios e processos, histdricos e
contemporaneos, que influenciaram a distribuicdo geografica das linhagens

genealdgicas dentro de uma espécie ou entre espécies proximas (Avise et al., 1987).
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Neste trabalho, reconstruc@es filogeograficas de TSWV, TCSV e IYSV foram
realizadas. Estas espécies foram escolhidas porque TSWV € a espécie tipo do género,
IYSV que de acordo com sua filogenia é uma espécie classificada no clado euroasiético,
mas apresenta distribuicdo mundial, e o TCSV que foi descrito no inicio dos anos 90
juntamente com GRSV, como restrito a América do Sul, mas desde 2010, vem se
disseminando para outras regides geograficas do continente americano (de Avila et al.,
1990; Pappu et al., 2009; Webster et al., 2010; Londofio et al., 2012; Webster et al.,
2013; Almeida et al., 2014; Batuman et al., 2015; Webster et al., 2015; Adegbola et al.,
2016).

2. Metodologia
Sequéncias de nucleotideos do RNA S correspondentes a proteina do

nucleocapsideo (N) foram adquiridas no abrangente banco de dados genético
GenBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para compor o ‘dataset’ necessario nas
analises de filogeografia, juntamente com amostras sequenciadas nesse trabalho de tese.
Sequéncias de diferentes regides geograficas do mundo, isoladas de hospedeiros
variados foram utilizadas com o proposito de se observar padrdes de distribuicdo dos
tospovirus I'YSV, TCSV e TSWV.

As analises filogenéticas e de filogeografia foram realizadas apenas com
sequéncias que possuem informacdes completas sobre data e local de coleta. Cento e
onze isolados de 1YSV coletados em vinte e nove paises, vinte e oito sequéncias de
TCSV de cinco paises e cento e vinte e um isolados de TSWYV identificados em trinta
paises foram utilizados nas analises. As amostras foram agrupadas de acordo com a
macrorregido geografica em que o pais de coleta esta inserido (Tabela 15).

Os alinhamentos multiplos das sequéncias selecionadas foram realizados com o
programa MUSCLE, sendo em seguida estimado por meio do programa JmodelTest
versdo 2.1.4 o modelo filogenético que melhor se adapta a histéria evolutiva dos
isolados analisados (Darriba et al., 2012). As andlises filogenéticas foram feitas pelo
software PhyML, ambos por meio da multiplataforma SeaView v.4.5.4 (Edgar, 2004;
Guindon et al., 2009; Gouy et al., 2010). As arvores filogenéticas construidas a partir
dos modelos selecionados foram submetidas a analises do programa PATH-O-GENE
versdo 1.4 para verificar a regressao linear entre a distancia genética da raiz com a data
de coleta de cada sequéncia dos isolados. Depois de verificada a correlacéo entre a raiz
e as datas de coletas dos isolados, extensivas andlises de filogeografia do RNA S

(proteina N) foram realizadas por meio do programa BEAST v.1.6.2. Nesta etapa,

71



diversos parametros evolucionarios foram testados para a analise de cada espécie, sendo
0s mais satisfatorios utilizados para construir a melhor arvore. A inspecéo das relacdes
entre as probabilidades posteriores e os parametros evolucionarios relevantes, foram
verificadas pelo programa TRACER versdo 1.5. As &rvores geradas nas analises
baesianas foram sumarizadas em uma mais parcimoniosa utilizando o programa
TreeAnnotator v.1.6.2 e a reconstrucdo ancestral foi visualizada no programa FigTree
v.1.3.1 (Figura 21 e Figura 22) (Drummond et al., 2012). Os dados gerados nas analises
baesianas de filogeografia foram plotados em um mapa para visualiza¢do das rotas de
distribuicdo global das espécies I'YSV, TCSV e TSWV. Estas andlises foram realizadas
por meio do programa SPREAD (Spacial Phylogeography Reconstruction and
EvolucionAry Dynamics) e visualizadas pelo programa Google Earth. As rotas de
espalhamento dos virus estudados foram depois associadas ao fluxo de importacédo e
exportacdo de importantes culturas suscetiveis a essas espécies de tospovirus nos paises

envolvidos (Figura 23).
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Tabela 15. Paises e macrorregides em que os isolados de Iris yellow spot virus (I'YSV), Tomato chlorotic spot virus

(TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV) utilizados nas analises de filogeografia foram coletados

Republica Dominicana

Pol6nia
Franca
Alemanha
Hungria
Holanda
Montenegro
Italia
Sérvia
Bulgaria

TSWV Espanha
Zimbabwe
Africa do Sul
Quénia
Coréia do Sul
China
Japéo
Taiwan
India
Turkia
Siria
Libano
Jordania
Australia
Nova Zelandia

Tospovirus Pais Macrorregido
1YSV Estados Unidos da América América do Norte
Canada
Peru América do Sul
Brasil
Chile
Uruguai
México América Central
Guatemala
Bdsnia e Herzegovina Sul da Europa
Sérvia
Italia
Espanha
Grécia
Reino Unido Europa Central
Alemanha
Holanda
Africa do Sul Africa
Mauricio
Quénia
Tajiquistdo Asia Central
Japéo Asia Oriental
Paquistdo Sudeste Asiatico
Sri Lanka
India
Israel Sudoeste Asiatico
Ird
Australia Oceania
Nova Zelandia
Brasil América do Sul
Argentina
TCSV Estados Unidos da América América do Norte
Porto Rico América Central
Republica Dominicana
Estados Unidos da América América do Norte
Brasil América do Sul
Argentina
Venezuela

América Central
Europa Central

Sul da Europa

Africa

Asia Oriental

Sudeste Asiatico
Sudoeste Asiatica

Oceania
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3. Resultados
As andlises das reconstruces filogenéticas permitiram identificar que as

migracdes de 1YSV e TCSV foram intensas nos anos de 1980 e 1990, enquanto que o
deslocamento de TSWV comegou nas primeiras décadas do século XX, progredindo
entre os anos de 1960 e 1990 (Figura 20; Figura 21).

Inicialmente, os principais centros de distribuicio de TSWV para o mundo
foram os Estados Unidos, os paises asiaticos Japdo e China e a Austrdlia. A
filogeografia dos isolados de TSWV revelou que estes estdo agrupados por localidade
geografica, sinalizando que as populacbes de TSWV atingiram certa estabilidade
genética e estdo adaptadas aos nichos ecolégicos em que se encontram. Além disso, 0s
longos bragos observados na filogeografia de TSWV e os elevados valores de
probabilidade posterior demonstram a presenca de diversidade genética, pois quanto
menos variabilidade na sequéncia, mais dificil determinar a composicdo do clados.
Dessa forma, muitas vezes, os valores de probabilidade posterior sdo baixos porque néo
ha informacdo suficiente para garantir o grau de relacionamento filogenético (Figura
20). Diferentemente, os isolados de 1'YSV flutuam entre os grupamentos geograficos
formados. Tal mobilidade demonstra que a ocupacdo e permanéncia das populacdes de
IYSV ainda ndo estdo estabelecidas nas areas produtoras. As rotas de migracdo de
TSWV e IYSV sdo semelhantes e ocorreram por toda regido tropical e subtropical
(Figura 22). O 1YSV tem origem europeia, de onde se espalhou por todos 0s continentes
do velho mundo e, em seguida, para o continente americano. Na América, o principal
centro de distribuicdo da espécie foram os Estados Unidos, de onde alcangou a Ameérica
do Sul e Central (Figura 20).

TCSV possui uma histdria recente de dispersdo da América do Sul, precisamente
do Brasil, local de origem, para outras regides do continente americano. A linhagem
brasileira se espalhou pelo pais, migrou para a América do Norte, chegando, em
seguida, a América Central, na regido do Caribe (Figura 21). A recente introducdo na
América do Norte é associada a provavel causa do aparecimento de uma nova
composi¢do viral, o primeiro isolado rearranjado intra-espécies de Tospovirus. Este
novo isolado é caracterizado por possui 0 S e 0 L RNAs de GRSV e 0 M RNA de
TCSV (ScrsvMTcsvlcrsv) (Webster et al., 2011). Simultaneamente aos relatos no
estado da Flérida (USA), o TCSV foi relatado em paises da América Central. Os
isolados originados com a introdugdo na América do Norte sdo mais relacionados
filogenéticamente com os isolados do Caribe, compartilhando, pelo menos, 97% de

identidade de nucleotideos no gene da nucleopretina (N).
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Figura 20. Filogeografia de Tomato spotted wilt virus (TSWV) e Iris yellow spot virus (I'YSV). O TSWV (painel A) pode
ter origem asiatica ou americana, enquanto que o I'YSV (painel B) foi originado em paises asiaticos. Ambos se espalharam
para o resto do globo. Os valores de probabilidade relacionados a localidade estdo sinalizados nos bragos dos clados, sendo

representados valores acima de 50% ou 0,5.
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Figura 21. A filogeografia de Tomato chlorotic spot virus (TCSV) mostra que esse virus é originario do continente
americano com duas provaveis linhagens ancestrais, uma brasileira e outra argentina. A linhagem brasileira espalhou-se por
todo o pais, chegando & América do Norte e ao Caribe, propiciando, posteriormente, um fluxo constante de material viral
entre essas regides. Os valores de probabilidade relacionados a localidade estdo sinalizados nos bracos dos clados, sendo

representados valores acima de 50% ou 0,5.

4. Discussao

A demanda por produtos agricolas tem crescido desde os anos de 1960,
atingindo execelentes metas na década de 1970. Nos anos de 1980, a producdo mundial
de muitos produtos alimenticios sofreu grande queda, no entanto, foi um periodo em
que foi registrado aumento significativo da producdo de vegetais, gorduras e 0Oleos
vegetais e frutas tropicais. Crescimento que se manteve na década seguinte, aumentando
o fluxo de mercadorias entre os paises (FAO, 1999). Os anos de 1980 também foram
marcantes pela intensa disseminacdo dos tripes vetores, destacando a espécie
Frankliniella occidentalis capaz de transmitir GRSV, TCSV e TWSV com eficiéncia
variavel (Kiritani et al., 2002; Kirk et al., 2003; Pappu et al., 2009) (Tabela 6). Apesar
de possuirem fatores similares na sua dispersdo, a dinamica de deslocamento viral foi

distinta para cada tospovirus analisado (Figura 23).
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Figura 23. Perfil de distribuicdo global, baseado na filogeografia, de Tomato spotted wilt virus (TSWV)
(vermelho), Iris yellow spot virus (1'YSV) (amarelo) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV) (verde) gerado
no programa SPREAD. A intensidade de coloragdo e o raio dos circulos séo determinados de acordo com

0 nimero de linhagens que compartilham o mesmo estado ancestral.
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Atualmente, nos Estados Unidos (EUA), TSWV permanece circulando dentro do
pais, sem escapes para outras localidades, além disso, todas as sequéncias norte
americanas possuem, provavelmente, um mesmo ancestral, a partir de uma Unica
introdugdo. Essa falta de transito dos isolados norte americanos para o resto do mundo e
vice-versa, pode se dar pelo fato de que a maior parte do tomate produzido nos EUA é
utilizado no consumo interno, com menos de 2% destinado a exportacdo (FAO, 2013).
Além disso, apenas uma pequena porcentagem de pimentas e pimentfes consumidos no
pais sdo importados de outras localidades (México e Canada), sendo a grande maioria
produzida internamente (USITC, 2007). Assim, essa pratica econdmica parece limitar o
fluxo de mercadorias e de material contaminado com TSWYV para outras regifes no
mundo. O IYSV apresenta-se com mais mobilidade do que as outras espécies de
tospovirus comparadas nesse trabalho. Isto pode ser explicado pelo fato de que, os EUA
importam cebolas de paises como o Canada, Japao, México e Peru e exportam para 0
Japdo e Canada, assim, a rede de compartilhamento desse produto é diversificada (FAO,
2013).

Na Europa, a migracdo de TSWV é maior entre paises do centro e sul da Europa,
como entre Franga e Italia, e Espanha e Franca. O livre comércio entre paises membros
da zona do euro intensificado a partir de 1986 destinou quase 70% das exportacdes e
importacdes desses paises a parceiros da Unifo Européia (Diniz et al., 2013). E possivel
descrever as rotas de migracdo de I'YSV concentradas em apenas dois paises, EUA e
Japdo, com um fluxo viral no qual os EUA recebem e enviam a maior parte dos isolados
caracterizados. Ja para 0 TSWV, o intercambio ocorre basicamente entre os paises da
Europa, como ha também um fluxo dos paises europeus para a Asia (Figura 24).

A delimitacdo de isolados a uma regido geografica também foi observada em
estudos de filogeografia com espécies pertencentes aos géneros Potyvirus, Begomovirus
e Sobemovirus (Abubakar et al., 2003; Venkataravanappa et al., 2011; Cuevas et al.,
2012). Estudos com Rice yellow mottle virus (RYMV) na Africa, género Sobemovirus,
demonstraram que a diversidade genética dos isolados analisados estava diretamente
relacionada com a distribuicdo geografica dos mesmos. Ainda, nas topologias das
arvores filogenéticas construidas no trabalho, isolados de uma mesma grande regido
geografica, como por exemplo, isolados do oeste africano, foram separados em clados
de acordo com o bioma onde foram coletados, selva ou savana. Além disso, nestes
estudos ndo foi possivel identificar evidéncias de que isolados sdo disseminados a
longas distancias, pois quanto maior o isolamento geografico, maior a variabilidade

genética observada (Abubakar et al., 2003). A segregacdo geografica de isolados virais
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também foi observada em estudos com beta satelites em plantas de quiabo
(Abelmoschus esculentus). Beta satélites sdo pequenas moléculas de DNA circular que
estdo associadas a0 DNA genbmico de espécies do género Begomovirus. Estas
moléculas foram caracterizadas a pouco mais de dez anos e pouco se sabe sobre sua
interacdo com as espécies relatadas (Venkataravanappa et al., 2011). A filogeografia do
potyvirus Potato virus Y (PVY) também revelou a relacdo do local de coleta na
diversidade dos isolados, ainda, demonstrou que, assim como a distribuicdo geogréfica,
0 hospedeiro exerce grande influéncia na adaptagéo dos isolados ao habitat (Cuevas et
al., 2012).

Figura 24. Espalhamento mundial de Tomato spotted wilt virus (TSWV), Iris yellow spot virus (IYSV) e
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), baseado na diversidade viral e no fluxo internacional de produtos
agricolas. O fluxo mais intenso de TSWV ocorre basicamente dentro dos Estados Unidos e entre os paises
da zona do euro com o0s paises asiaticos. Da mesma forma, o espalhamento de TCSV hoje estéa restrito ao
sul e leste dos Estados Unidos com os paises da regido do Caribe. Diferentemente o 1'YSV, apresenta uma

distribuicdo global, com fluxo de material genético ocorrendo em quase todos 0s continentes.

O papel do hospedeiro no desenvolvimento das espécies virais pode ser
evidenciado quando sequéncias de RNA viral podem ser encontradas frequentemente no
transcriptoma dos hospedeiros (Staginnus et al., 2007; Li et al.,, 2015). Como

hospedeiros consideram-se plantas e insetos, que também sdo vetores. Além disso,
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especies virais com pouca relacéo filogenética foram encontradas infectando as mesmas
especies de artrépodes, situacdes similares podem ser observadas com as plantas, onde
infeccBes mistas com espécies virais ndo relacionadas sdo recorrentes (Fargette et al.,
2006; Li et al., 2015). Isto sugere que o hospedeiro desempenha papel relevante na
evolucdo dos virus. Além disso, muitas vezes as plantas carregam sequéncias completas
de virus enddgenos que se mantém indeterminadamente nas células hospedeiras
(Lockhart, 1986; Richert-Pdggeler et al., 1997; Harper et al., 2002; Hansen et al., 2005;
Valverde et al., 2007; Sabanadzovic et al., 2009; Khankhum et al., 2015).

A proteina ndo estrutural NSs codificada pelo RNA S dos tospovirus €
fequentemente apontada como responsavel pela quebra de resisténcia e adaptacdo de
tospovirus as plantas hospedeiras. Esta proteina acumula mais mutagdes positivas do
que as outras proteinas e apresenta grande variabilidade entre os diferentes isolados
(Tentchev et al. 2011). Assim, como a disperséao de isolados esta associada a localizacéo
geografica, mas nao existem evidéncias de que esses se deslocam por grandes
distancias, provavelmente, os isolados de tospovirus se adaptam rapidamente ao
ambiente no qual foram introduzidos por meio de mutacdes sofridas na proteina NSs.
Os fatores que realmente determinam a dispersdo e evolucdo das espécies virais ainda
sdo desconhecidos. Pelas observacbes disponiveis nesse tipo de estudo, 0s virus
parecem chegar em um local novo e depois se diferenciam, adaptando-se ao novo nicho
ecoldgico. Espécies e isolados modificam-se, provavelmente devido a hospedeira a qual
estdo infectando.

O préprio ambiente pode favorecer a permanéncia de alguma espécie, como no
caso da utilizacdo de genes de resisténcia, dependendo do gene introduzido nas plantas,
ha o favorecimento de determinada espécie. Como exemplo podemos mencionar a
ampla utilizagdo dos genes Sw-5 e Tsw em tomateiro e pimenteira, respectivamente,
visando a obtencdo de resisténcia a tospovirus nessas hortalicas. Na Republica
Dominicana, cultivares de pimenta-doce resistentes a TSWV com o0 gene Tsw sao
utilizadas largamente, o que pode ter favorecido a expansdo de TCSV, para o qual, o
gene Tsw nao é eficiente. A alta disseminacdo e capacidade infectiva de TCSV nesse
pais, provavelmente possibilitou a contaminacdo de diferentes tipos de cultivos
horticulas. Plantas que ainda ndo tinham sido relatadas como hospedeiras de TCSV
foram encontradas com sintomas tipicos e severos de tospovirus, sendo confirmado a
presenca de TCSV por PCR e sequenciamento genético. Variedades de fumo (Nicotiana
tabacum) que dificilmente eram encontradas abrigando tospovirus, foram acometidas

por um surto de infeccdo causada por TCSV no pais, assim como, variedades de
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feijoeiro (Almeida et al., 2014). Dessa forma, a adaptacdo eficiente dos virus a novos
ambientes ecologicos, pode representar uma ameaca importante ao cultivo de diversas
culturas economicamente relevantes para os paises produtores.

As analises de dispersdo das espécies de tospovirus 1YSV, TCSV e TSWV
revelaram que IYSV e TCSV estdo em expansdo, principalmente o TCSV. Este virus
tem se disseminado com muita agressividade no sul e sudeste dos Estados Unidos e em
paises da regido do Caribe. No entanto, ressalta-se que, os Estados Unidos ndo sdo
grandes exportadores de produtos agricolas como o tomate, pimentdes e pimentas, 0 que
dificulta a dispersdo de TCSV para outros continentes por esse pais. Portanto, outros
fatores de dispersdo devem estar envolvidos, como provavelmente, a movimentacao de
populagdes de tripes infectados entre essas regides por diferentes meios. Por outro lado,
na Republica Dominicana as principais mercadorias exportadas sdo as pimentas picantes
(Capsicum frutescens) e outras variedade de Capsicum spp. (FAO, 2013). Portanto, a
Republica Dominicana e os paises do Caribe tem grandes chances de se tornarem 0s
principais centros de dispersdo de TCSV para o velho mundo, onde ainda néo ha relatos
dessa espécie. Outra constacdo desse estudo indica que o TSWV parece estar se
tornando restrito a certas regides e sua disseminacdo foi significativamente diminida,
apesar das novas coletas realizadas ndo terem sido extensivas como descrito no capitulo
1. No levantamento restrito realizado, ndo foi possivel resgatar tantos isolados de

TSWYV como em estudos realizados no passado.

Estudar como os virus se evoluem ajuda os cientistas a entender o que faz com
que certos virus consigam se dispesar com eficiéncia no ambiente. Dessa forma, pode-se
melhorar os métodos quarentenarios adotados e aperfeicoar os programas de
melhoramento genético visando a incorporacdo de resisténcia a virus. Contudo, para
realizacdo dessas analises é necessario possuir informacbes completas das coletas de
isolados virais. O que limita o processamento, anélise e conclusédo dos dados € a
dificuldade em se obter todas as informagdes relevantes para o conjunto de variaveis a

serem analisadas.

Assim, predizer o deslocamento viral, associando essa informacéo as politicas
econbmicas dos paises ou estados, pode prevenir surtos e epidemias virais, preservando

0 que € mais importante: a sanidade e a qualidade do produto agricola.
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CAPITULO 3: Determinacio do ‘fitness’ entre Groundnut ringspot
virus (GRSV) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e estudo da
ancestralidade dos RNAs M de TCSV e GRSV

1. Introducéo

Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV) sédo
classificados no serogrupo Il, porém, em serotipos diferentes, apresentam relagédo
filogenética proxima (81% de identidade na sequéncia de aminodcidos da proteina N).
Ambos foram descritos infectando tomateiro no Brasil no inicio da década de 90 com os
isolados BR-3 (TCSV) e SA-5 (GRSV) (de Avila et al., 1990; de Avila et al., 1993a)
(Tabela 1). Inicialmente, TCSV e GRSV mantiveram nichos geograficos restritos a
poucos estados brasileiros, contudo, GRSV se disseminou para diversos outros estados,
tornando-se a espécie de tospovirus mais disseminada no Brasil na atualidade. O TCSV,
por sua vez, apresentava uma distribuicdo ainda restrita a algumas regides brasileiras
(Nagata et al., 1995; de Avila et al., 1996; Lima et al., 2000; Eiras et al., 2012). No
entanto, nos Ultimos quatro anos, relatos de infecgcdes severas causadas por TCSV tém
ocorrido em paises do Caribe (Republica Dominicana, Haiti e Costa Rica e em estados
do sul e sudeste dos Estados Unidos, onde GRSV também ¢é relatado. (Webster et al.,
2010; Londofio et al., 2012; Webster et al., 2013; Batuman et al., 2015; Webster et al.,
2015; Adegbola et al., 2016). Esta crescente disseminacdo de TCSV na América do
Norte levou os cientistas a aprofundarem os estudos em relacdo a esta espécie, o que
possibilitou a descricdo de um provavel isolado hibrido (rearranjo) entre espécies de
tospovirus, o qual foi descrito como possuindo os segmentos S e L de GRSV e o
segmento M de TCSV (Sersv Mtcsv Lersv) (Webster et al., 2011).

Os tospovirus podem interagir de maneira intra e interespecificas, podendo,
portanto, infectar novos hospedeiros. Margaria e colaboradores (2015) observaram que
genomas tripartidos tem potencial para trocar segmentos gendmicos inteiros entre
diferente isolados em uma infecg@o mista, dessa forma, relataram o surgimento de novas
variantes de TSWV capazes de infectar plantas pimenteiras contendo o gene Tsw de
resisténcia a tospovirus. Estudos anteriores mostraram que 0 rearranjo ocorre
espontaneamente em TSWV (Qiu et al., 1999; Tentchev et al., 2011). Isolados
rearranjados naturalmente de TSWV foram amplamente coletados na Espanha, Franca e
Italia, mostrando que esse mecanismo desenvolve um papel importante na emergéncia e

na epidemia da espécie. Além disso, trocas de fragmentos genémicos inteiros foram
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observadas entre populacGes europeias e asiaticas de tospovirus (Tentchev et al., 2011;
Lian et al., 2013). A proteina ndo-estrutural NSs codificada pelo RNA S foi identificada
como o principal fator para superar o gene de resisténcia Tsw em pimenta. Entre
isolados rearranjados capazes de quebrar a resisténcia conferida pelo gene Tsw, nenhum
segmento de tipo S selvagem foi detectado, sinalizando que este fragmento é alvo de

mutacdes (Margaria et al., 2007).

Dois fatores principais sdo responsaveis pela resisténcia genética adquirida. Séo
eles: a capacidade de acumular mutacdo e de que forma essas mutacdes irdo afetar a
interacdo virus-hospedeiro. Em um amplo estudo com isolados europeus, pode-se
observar que a proteina NSs € alvo de muitas substituicGes positivas, ou seja, que nao
levam a troca do aminodcido. Isso sugere que hd uma facilidade na aquisicdo das
propriedades que possibilitam a quebra de resisténcia. Ademais, pode-se notar que as
mutacBes ndo sdo dispendiosas para o fitness do virus, ja que estiveram sob selecdo
positiva, assim, a competitividade com os parentais em plantas experimentais comuns
ndo é um problema para os isolados rearranjados (Tentchev et al., 2011). Observou-se
que em uma co-infeccdo entre dois tospovirus distintos TSWV e Iris yellow spot virus
(I'YSV), a proteina NSs de 1'YSV p6de ser detectada em folhas sistémicas da hospedeira
ndo suscetivel Datura stramonium, devido a interacdo com TSWV (Sudeep et al.,
2012), sugerindo uma complementacdo de funcdes génicas entre as duas espécies virais

durante o processo infectivo.

A troca de segmentos genémicos inteiros entre espécies e isolados de tospovirus
é uma ferramenta evolutiva (Tentchev et al., 2011; Webster et al., 2011; Lian et al.,
2013). Contudo, a regulacdo de tal mecanismo no nivel de espécie parece ser mais
restrita do que entre isolados (Tentchev et al., 2011; Lian et al., 2013;). De acordo com
os métodos de deteccdo utilizados atualmente, infeccbes mistas entre espécies de
tospovirus sé@o relatadas com pouca frequéncia, o que dificulta a deteccdo acurada da
ocorréncia natural de rearranjos entre as espécies do género. O isolado detectado nos
Estados Unidos (Scrsv MTtcsv Lcrsv) possui competitividade no campo, pois 0s
levantamentos realizados indicam que este isolado esta se disseminando pelas areas
agricolas produtoras de tomate, pimentas e pimentdes (Webster et al., 2015). O principal
critério taxénomico para classificar espécies no género Tospovirus determina que as
sequéncias de aminoacidos da proteina N de isolados classificados numa mesma
espécie, possuam pelo menos 90% de identidade entre si (King et al., 2012). A

sequéncia de aminoacidos da proteina N se tornou o principal critério taxdmico de
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classificacdo dos tospovirus porque essa proteina esta envolvida em importantes
processos regulatérios como na transcricdo, encapsidacdo e replicagdo do RNA
gendmico (de Avila et al., 1993a). Além disso, a proteina N possui grande variabilidade
genética entre as espécies e isolados de Tospovirus (Tentchev et al., 2011). Em média, a
identidade nucleotidica dos RNAs S de isolados de GRSV e TCSV oscila entre 79-88%
e a identidade dos RNAs L é ligeiramente superior a 80%, enquanto que 0s RNAs M
dessas especies possuem 95% de identidade. Esses nivies de identidade suscitam o
questionamento sobre a existéncia de rearranjos naturais entre essas duas espécies de
tospovirus, fomentando, dessa forma, estudos mais aprofundados sobre a estreita

relacdo entre as especies GRSV e TCSV.

Atualmente, os estudos sobre evolucdo no género Tospovirus S0 escasos e
concentrados na espécie-tipo TSWV. Visando contribuir com os estudos de evolucdo, o
estreito parentesco entre GRSV e TCSV foi analisado por filogenia e a interagdo dessas
espécies na infeccdo mista foi observada em planta hospedeira experimental de
Nicotiana benthamiana. A capacidade de infectar o hospedeiro, obtendo sucesso
competitivo é conhecida como o ‘fitness’ viral. O ‘fitness’ de GRSV e TCSV foi
associado ao numero de moléculas do gene da proteina do nucleocapsideo (N) presentes
no RNA total extraido de plantas com infec¢do mista (GRSV+TCSV). A diversidade de
sequéncias de nucleotideos entre os segmentos gendmicos foi analizada e os estudos de
evolucdo foram concentrados no RNA M de GRSV e TCSV, buscando elucidar a
ancentralidade desse segmento e o seu envolvimento no processo de formagdo de

rearranjos naturais interespecificos no género Tospovirus.

2. Metodologia

2.1. Ensaio biolégico: infeccio mista e analise de ‘fitness’ de Groundnut ringspot
virus (GRSV) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV)
Os primeiros isolados de GRSV (isolado SA-05) e TCSV (isolado BR-3)

caracterizados no mundo e mantidos em folhas de Nicotiana benthamiana congeladas a
-80°C na Universidade de Wageningen (WUR), Paises Baixos, foram inoculados
separadamente em plantas de N. benthamiana para recuperacdo da capacidade infectiva
dos virus mantidos congelados por muitos anos. Apds o aparecimento dos primeiros
sintomas, as folhas dessas plantas sistemicamente infectadas foram utilizadas na

preparacdo de trés indculos distintos (Figura 25). Os in6culos foram preparados com
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porcdes do extrato foliar das plantas infectadas com TCSV e com GRSV, com o
propdsito de homogeneizar as concentracdes virais e criar um ambiente competitivo
para as duas espécies e, assim, observar as capacidades de infeccdo nas condic¢des
estabelecidas.

O tecido infectado com virus foi macerado em solucdo tampédo de fosfato de
sodio 0.01M (pH 7) e o extrato foliar obtido foi friccionado com abrasivo nas plantas
experimentais (Nicotiana benthamiana) (de Avila et al. 1993). Trés tipos de indculos
foram preparados simultaneamente utilizando diferentes concentragdes dos extratos
foliares iniciais: um composto de uma parte (1x) TCSV e 10 partes (10x) GRSV, o
outro com uma parte (1x) TCSV e uma parte (1x) GRSV e o ultimo com dez partes
(10x) TCSV e uma parte (1x) GRSV. As concentracOes iniciais dos inoculos foram
determinadas por ELISA direto utilizando anticorpos especificos para cada um dos
virus. A infeccdo viral foi acompanhada diariamente, com base no desenvolvimento de
sintomas locais e sistémicos. A presenca viral foi confirmada com primers especificos
por meio de RT-PCR convencional e a acumulagio viral, que reflete o “fitness” de cada
virus, foi medida por RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) com primers especificos para
deteccdo da proteina do nucleocapsideo (N) de TCSV e GRSV nas folhas apicais
sistemicamente infectadas (Tabela 16). Dessa forma, trés tratamentos foram

comparados utilizando-se treze plantas de N. benthamiana inoculadas por tratamento.
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(a)

TCSV (+)

Planta sem virus (-)

GRSV(+)

(b) (c)

TCSV (+)

GRSV(+)

Figura 25. (a) Plantas de Nicotiana benthamiana infectadas com Groundnut ringspot virus (GRSV) e
Tomato chlorotic spot virus (TCSV) por inoculagdo mecéanica. Na planta de N. benthamiana no centro da
bandeja foi friccionado o tampé&o de inoculagdo sem o virus. Plantas de N. benthamiana inoculadas com
(b) GRSV, ou (c) TCSV, dez dias apds a inoculacdo com intensa deformacdo foliar e enrolamento dos

ponteiros, sintomas tipicos de tospovirus.
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Tabela 16. Primers especificos sintetizados a partir de sequéncias da proteina do nucleocapsideo (N) de
Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV). Estes primers foram utilizados
nas reacOes de qRT-PCR para quantificacdo do nimero de moléculas de ambas espécies em plantas de

Nicotiana benthamiana com infecgdo simples e/ou mista dessas duas espécies de tospovirus

Temperatura de

Nome do primer Sequéncia 5’- 3* (19-20nts) Tm[°C] anelamento [°C]
qGRSV_N_For TCTAAGGTCAAGCTCACAAA 60.5 60
qGRSV_N_Rev CAGGTCAAGATTTTCCTGA 60 60
gqTCSV_N_For CAAGTTCAAGCTCACCAGA 61 60
qTCSV_N_Rev ATTGAATCAAGATTTTCTCC 58.4 60

Os RNAs totais das plantas inoculadas extraidos pelo método Trizol® foram
submetidos a RT-PCR com os primers especificos, utilizando a enzima Superscript 111°
(SSIII). Para obtengdo do ‘template’ das reagdes de qRT-PCR, primeiramente 2ul
[0.5ug] do extrato de RNA total foi adicionado a reacdo contendo 1pl de cada primer
(‘forward’ e reverso) [10mM], 1ul solugdo de ANTPs [10mM] [2,5mM de cada dNTP] e
8ul de agua estéril para completar o volume final de 13pl. A mistura foi desnaturada a
70°C por cinco minutos e em seguida foi resfriado no gelo por um minuto. Ao termino
da primeira etapa, foi acrescentado a segunda reacdo para sintese dos cDNAs. Na
segunda etapa foi utilizado 2ul do tampao da enzima ‘First Strand’ [5x], 1ul do agente
redutor DTT (DL-Ditiotreitol) [0.1M] para estabilizar a enzima, 0.5ul de enzima
Superscript 111® [200 unids./pl], completando o volume final de 7ul por reacdo com
agua estéril. Esta reacdo foi mantida por uma hora a 55°C para sintese da fita
complementar de DNA (cDNA), seguido por quinze minutos a 70°C para desnaturacdo
final das fitas de DNA sintetizadas in vitro.

As reacdes de qRT-PCR foram executadas com o0 ‘software’ Rotor-Gene Q®,
utilizando o kit QuantiNova SYBR Green®, ambos Qiagen®. Para compor essas reacdes
foram utilizados Spl do ‘multiplex” QuantiNova SYBR Green®, contendo o mix de
dNTPs, a enzima Tag DNA polimerase, o tampéao e dois estabilizadores da enzima,
QuantiNova Antibody® e QuantiNova Guard®, 0,1pl de cada primer (‘forward’ e
reverso) [10mM], 0,2ul da sonda de referéncia ROX, fornecida no kit QuantiNova
SYBR Green®, 1ul de ¢cDNA, completando o volume final para 10ul de reacdo. As
condicdes de ciclagem consistiram em uma incubacdo a 95°C por dois minutos para
ativar a enzima, seguido por quarenta ciclos de 95°C por quinze segundos e 60°C por
um minuto. Em cada ensaio o ‘software’ Rotor-Gene Q® verificou a intensidade da
fluorescéncia gerada durante os ciclos e, com isso, forneceu o limite minimo de
captacao dos sinais de fluorescéncia, ou valor de Ct (‘Threshold Cycle’). Cada amostra

foi analisada em triplicata e as médias dos valores de Ct e do desvio padrdo (DP) para
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cada amostra foram calculadas. As amostras controle incluiram RNAs totais de plantas
de N. benthamiana inoculadas unicamente com GRSV ou TCSV e de plantas sadias,
clones da proteina do nucleocapsideo (N) de GRSV e TCSV, além de &gua estéril
substituindo uma amostra de RNA desde a RT-PCR.

Com a finalidade de se determinar o nimero de moléculas de RNA de GRSV e
TCSV nas amostras, clones da proteina do nucleocapsideo (N) de ambas as espécies
foram diluidos em séries de dez (100x, 1000x, 10000x, 100000x e 1000000x) e
utilizados nos ensaios de qRT-PCR para gerar as curvas padrées. A qualidade,
concentragéo e pureza desses clones foram medidas pelo espectrofotometro NanoVue™
(GE Healthcare®) e a integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%.
O numero de copias do ‘template’ foi estimado a partir da quantidade de matérial
presente nas solucbes de DNA plasmidial, contendo os clones da nucleoproteina
utilizados para gerar as curvas padrdes. Essa correcdo foi possivel utilizando o
‘software’ Rotor-Gene Q®. O numero de copias de DNA plasmidial nas solugbes
clonais foi estimado considerando alguns conceitos. Baseado na hipotese de que o par
de bases (pb) pesa em média 650 daltons (Da) e partindo da convencdo que o dalton
(Da), ou unidade de massa atbmica (u), equivale a massa molar (g/mol) de uma
substancia, o que representa um mol (mol) dessa substancia, um mol de par de bases
tem massa molar (M) igual a 650g. Assim, a massa molar de qualquer molde de fita
dupla de DNA pode ser estimada multiplicando-se 650 pelo comprimento da molécula
de DNA. Sendo o mol quantidade de matéria de um sistema e utilizando o nimero de
Avogadro, o qual determina que em um mol de uma substancia ha 6.022x10%
moléculas, o ndmero de moléculas da amostra por grama de material pode ser
calculado. Para isso deve-se multiplicar o nimero de Avogadro (6.022x10%) pela
quantidade de material, ou quantidade de mois presentes na amostra. Aqui, a quantidade
de material é dada pela concentracdo das amostras. As concentrages dos clones da N
de GRSV e TCSV foram de 70 e 50ng, respectivamente.

Entéo, se:
1mol — 6.022x10% moléculas
Clone N GRSV [70ng] ~ quantidade de mois
Clone N TCSV [50ng] ~ quantidade de mois
e
nimero de moléculas (n) = [DNA] * 6.022x10%
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numero de moléculas (n) N GRSV = 70 * 6.022x10% = 4.2x10%®

nimero de moléculas (n) N TCSV =50 * 6.022x10% = 3x10%°

Para determinar o namero aproximado de moléculas utilizadas na composicao
das curvas padrbes deve-se calcular a quantidade de moléculas por grama e por fim, o
namero de moléculas contidas na por¢do adicionada a rea¢do. Assim, para determinar a
quantidade de moléculas por grama, € preciso estipular a massa molar (M) dos
plasmideos. Para isso deve-se determinar o comprimento total do plasmideo, pois a
massa molar (M) é calculada pelo produto do comprimento da cadeia nucleotidica por
650. Assim, tendo a proteina do nucleocapsideo (N) 777 pb e os plasmideos pPGEM®-T
Easy 3015pb e pGreen 3232pb, os quais foram utilizados para clonar a nucleoproteina

de GRSV e TCSV, respectivamente, as massas molares dos plasmideos utilizados sao:

Plasmideo N GRSV = 3015pb (pGEM®-T Easy) + 777pb (nucleoproteina)
Plasmideo N GRSV = 3792pb
(M) Plasmideo N GRSV = 3792pb * 650
(M) Plasmideo N GRSV = 2.464,800 g

Plasmideo N TCSV = 3232pb (pGreen) + 777pb (nucleoproteina)
Plasmideo N TCSV = 4009pb
(M) Plasmideo N TCSV = 4009pb * 650
(M) Plasmideo N TCSV = 2.605,850 g

Multiplicando-se as massas molares (M) por 1x10° foram determinadas as
massas molares em nanogramas (ng):
(M) Plasmideo N GRSV = 2.464,800 g * 1x10°
(M) Plasmideo N GRSV = 2.4x10%ng

(M) Plasmideo N TCSV = 2.605,850 g * 1x10°
(M) Plasmideo N TCSV = 2.6x10% ng

Assim, o niumero de moléculas em um nanograma de material foi calculado:

(M) Plasmideo N GRSV = 2.4x10% ng
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nimero de moléculas (n) no total do material = 4.2x10%°

2.4x10%2ng - 4.2x10% moléculas
1ng — n moléculas
2.4x10%ng * n = 4.2x10% moléculas * 1ng
n = 4.2x10% moléculas * 1ng
2.4x10% ng
n = 1.75x10% moléculas/ng de plasmideo N GRSV

(M) Plasmideo N TCSV = 2.6x10% ng

namero de moléculas no total do material = 3x10%°

2.6x10'? ng - 3x10?° moléculas
1ng — A moléculas
2.4x10'2ng * n = 3x10% moléculas * 1ng
n = 3x10% moléculas * 1ng
2.6x10% ng
n = 1.16x10%* moléculas/ng de plasmideo N TCSV

Estes célculos realizados para chegar ao numero de copias de DNA por
nanograma (ng) de material podem ser resumidos em uma Unica férmula desenvolvida
por Andrew Staroscik, 2004, que foi disponibilizada por meio de ‘software’ pela
universidade de Rhode Island Genomic and Sequencing Center no endereco eletrénico

http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html. Portanto, baseado no ndmero de Avogadro, no

comprimento (pb) da molécula de DNA e concentracdo do material, o nimero de
moléculas de DNA por nanograma (ng) de material pode ser calculado da seguinte
forma:

([IDNA (ng)] * 6.022x10%)

numero de copias (n) = moléculas por grama

(comprimento da molécula (pb) * 650 * 1x10° )

Curvas padrdes para ambos plasmideos foram construidas e os valores de Ct
foram estipulados por meio de trés replicatas por dilui¢do, juntamente com numero de
copias por nanograma. A eficiéncia de amplificagdo (E) dos primers é baseada numa

curva linear gerada com os valores correspondentes ao decaimento da fluorescéncia
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(slope) e ambas sdo calculadas pelo software Rotor-Gene Q®. A eficiéncia de
amplificacdo (E) deve oscilar entre 90% - 110%. Outro quesito importante € o
coeficiente de correlagdo (R?) que tem que estar muito proximo de 1 (> 0.985). Este
coeficiente estd associado a curva linear, a qual deve manter a linearidade por todas as

séries de diluicdes.

2.3. Estudo de ancestralidade dos RNAs M de TCSV e GRSV
O sequenciamento completo dos genomas parentais de TCSV e GRSV

armazenados a -80°C no Dept. de Virologia da Universidade de Wageningen, foi
realizado por sequenciamento de alta performance, ou sequenciamento de nova geragao
(NGS). Os estudos de ancestralidade de GRSV e TCSV foram concentrados no RNA
M, contudo, os RNAs S e L também foram analisados. As sequéncias nucleotidicas dos
isolados SA-05 (GRSV) e BR-03 (TCSV) foram analisadas juntamente com outras
disponiveis no banco de dados GeneBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e sequéncias

que compdem o banco de dados viral mantido pelo laboratério de Virologia Vegetal da
Universidade de Brasilia, ainda ndo publicadas. Os alinhamentos multiplos das
sequéncias selecionadas foram realizados com o programa MUSCLE e as analises
filogenéticas feitas pelo software PhyML, ambos por meio da multiplataforma SeaView
v.4.5.4 (Edgar, 2004; Guindon et al., 2009; Gouy et al., 2010). O método ‘maximum
likelihood” (ML) foi utilizado para inferir as relagdes filogenéticas entre os isolados. O
modelo de substituicdo foi estimado por meio do programa JmodelTest versdo 2.1.4
(Darriba et al., 2012). Extensivas analises filogenéticas do RNA S, RNA M e RNA L
foram realizadas e as arvores geradas visualizadas no programa FigTree v.1.3.1 (Figuras
33-35).

As taxas de substitui¢ces sindnimas (ds) e ndo sindnimas (dn) de nucleotideos
nas sequéncias codantes dos trés segmentos de RNA foram calculadas utilizando o
programa SynPlot2 (Firth, 2014). Estas analises sdo baseadas nas reconstrucoes
filogenéticas dos RNAs S, M e L e demonstram a possibilidade de ocorrer muta¢des
positivas nas cadeias de aminoacidos que compdem as proteinas. A razdo dn/ds

determina a ocorréncia de selecéo positiva nas sequéncias utilizadas.
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3. Resultados

3.1. Analise da capacidade replicativa de Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e
Groundnut ringspot virus (GRSV) em infeccdo mista

O experimento para avaliar a capacidade infectiva e de persisténcia durante o
processo de infecgdo foi realizado através da comparacdo do acumulo do genoma viral
de GRSV e TCSV inoculados isoladamente e/ou simultaneamente em diferentes

concentragdes, conforme descrito nos Materiais e Métodos.

Os primeiros sintomas da infeccdo viral comecaram a aparecer sete dias apds a
inoculagéo (dpi) mecénica e com 10 dpis as amostras foram coletadas. Todas as plantas
inoculadas em todos os trés tratamentos apresentaram algum nivel de sintoma. Antes
das coletas, as plantas foram organizadas em ordem crescente de um a treze de acordo
com a severidade de sintomas. As plantas com maior intensidade de sintomas de cada
tratamento receberam nimero um (1), entdo as plantas menos sintomaticas sdo as de
namero treze (13). Os sintomas observados foram deformacéo foliar, enrolamento dos
ponteiros, clareamento de nervuras e clorose. Aos dez dias de inoculagéo os sintomas na
maior parte das plantas inoculadas com o tratamento 10xGRSV:1xTCSV néo foram tao
severos (Figura 26). Diferentemente, nos tratamentos 1xGRSV:IXTCSV e
IXGRSV:10xTCSV as plantas inoculadas apresentaram fortes sintomas de infeccao
viral, principalmente aquelas inoculadas com proporcdes equivalentes de GRSV e
TCSV (Figura 27; Figura 28). As folhas apicais sintomaticas foram utilizadas para fazer
a extracdo de RNA total e analisar a replicacdo dos tospovirus GRSV e TCSV. As
amostras um, seis e treze de cada tratamento foram escolhidas para confirmacdo das
infecgBes por meio de RT-PCR com os primers especificos descritos da Tabela 10
(Figura 29).
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(a)

Legenda

p.1 p.2 p.7 p.8 p.13
p.3 p.6 P9 P12
p.4 p.5 p.10 p. 11

10xGRSV : IxTCSV

(b)

p. 1 10xGRSV : IXTCSV TCSV (+) GRSV(+) Planta sem virus (-)

(©)

p.1 10xGRSV : IXTCSV

Figura 26. Plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas no tratamento 10xGRSV:1xTCSV. (a) Bandeja com as
treze plantas utilizadas por tratamento organizadas de acordo com a intensidade de sintomas. A legenda ao lado da
foto demonstra a disposicdo das plantas na bandeja. A planta um (p. 1) é a mais sintomatica e a planta treze (p. 13)
a menos. (b) Comparacdo de p. 1 e os controles: planta inoculada apenas com Tomato chlorotic spot virus
(TCSV+) ou Groundnut ringspot virus (GRSV+) e planta sem virus (-). (c) N. benthamiana (p. 1) com

deformacéo foliar, enrolamento dos ponteiros e clorose leves.
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(a)

Legenda

p.1 p.2 p.7 p.8 p.13
p.3 p.6 p-9 p.12
p.-4 p.5 p.10 p.11

1xGRSV : IXTCSV

(b)

1xGRSV : 1xTCSV TCSV (+) GRSV(+) Planta sem virus (-)

(©)

1xGRSV : IxTCSV

Figura 27. Plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas no tratamento 1XGRSV:1xTCSV. (a) Bandeja com as
treze plantas utilizadas por tratamento organizadas de acordo com a intensidade de sintomas. A legenda ao lado da
foto demonstra a disposi¢do das plantas na bandeja. A planta um (p. 1) é a mais sintomatica e a planta treze (p. 13)
a menos. (b) Comparacdo da planta um (p. 1) e os controles: planta inoculada apenas com Tomato chlorotic spot
virus (TCSV+) ou Groundnut ringspot virus (GRSV+) e planta sem inoculacdo de virus (-). (c) Nicotiana

benthamiana (p. 1) com forte deformacao foliar, enrolamento dos ponteiros e clorose.
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(@)

Legenda

p.1 p.7 p.8 p.13
p.2 p.6 p.9 p.12
p.3 p.4 p.5 p.10 p. 11

1xGRSV : 10xTCSV

(b)

1XGRSV : 10xTCSV TCSV (+) GRSV(+) Planta sem virus (-)

(©)

p. 1 IXGRSV : 10xTCSV

Figura 28. Plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas no tratamento 1XGRSV:10xTCSV. (a) Bandeja com as
treze plantas utilizadas por tratamento organizadas de acordo com a intensidade de sintomas. A legenda ao lado da
foto demonstra a disposicdo das plantas na bandeja. A planta um (p. 1) é a mais sintomaética e a planta treze (p. 13)
a menos. (b) Comparacdo da planta um (p. 1) e os controles: planta inoculada apenas com Tomato chlorotic spot
virus (TCSV+) ou Groundnut ringspot virus (GRSV+) e planta sem inoculagdo de virus (-). (c) Nicotiana

benthamiana (p. 1) com deformagcdo foliar, enrolamento dos ponteiros e clorose.

95



& <«— 1kb
<— 0.25kb

Figura 29. Confirmagdo da infeccdo de tospovirus nas plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com
Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV) por RT-PCR com primers
especificos para deteccdo do RNA L. Os controles positivos sdo plantas de N. Benthamiana inoculadas

com apenas um dos tospovirus. Marcador de peso molecular: GeneRuler 1kb Ladder, Thermo Scientific.

O numero de copias da proteina N de GRSV e TCSV foi estimado por meio de
curvas padrdes de cada virus, utilizando diluicdes de dez dos clones das proteinas N de
ambos 0s tospovirus. As curvas padrdes obtiveram alcance amplo com a faixa de oito
unidades decimais na concentragdo das amostras e demonstraram forte relacdo linear,
com coeficientes de correlacdo maiores do que 0,987 e eficiéncia de amplificagdo dos
primers a partir de 90% (Figura 30). As curvas padrdes geradas foram eficientes na
quantificacio de 102 a 108 copias de parte do gene da proteina N de GRSV e TCSV nos
extratos de RNA total. As curvas de ‘melting’ de ambos os pares de primers
apresentaram um pico bastante evidente composto por amplificagdes na faixa de 75-
80°C e outro pico menor representando as amplificagbes na faixa de 62-68°C (Figura
31). Baixas concentracOes de template foram detectadas nos controles negativos por
ambos os pares de primers, contudo, essas moléculas foram amplificadas nos ciclos

finais das reacOes de qRT-PCR, o que sinaliza para amplificacdo inespecifica.
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(a)

Groundnut ringspor virus (GRSV)

| R?=0,99758

1 Eficiéncia = 0,92

Ct 18-

102 103 10+ 10 106 107 108
Concentragio

(b)

Tomato chlorotic spot virus (TCSV)

= R2=0,99650

o ] Eficiéncia = 0,90

Cts

10° 103 10 105 106 107 108 10°
Concentragio

Figura 30. Curvas de regressdo linear das amostras infectadas com (a) Groundnut ringspot virus (GRSV)
e (b) Tomato chlorotic spot virus (TCSV) adquiridas na gRT-PCR a partir das curvas padrdes dos clones
da proteina N de GRSV e TCSV. A eficiéncia do par de primers e o coeficiente de correlagdo de

amplificacdo estdo representados no retangulo do canto superior direito.
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@)

Groundnut ringspot virus (GRSV)

dF/dT

65°C 70°C 75°C 80°C 85°C 90°C 95°C

(b)

Tomato chlorotic spot virus (TCSV)

65°C 70°C 75°€ 80°C 85°C 90°C 95°C

Figura 31. Curvas de ‘melting’ dos pares de primers (a) qGRSV_N For + qGRSV_N Rev ¢ (b)
gTCSV_N_For + qTCSV_N_Rev nas reacfes de qRT-PCR para detectar a proteina N de Groundnut

ringspot virus (GRSV) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV) em amostras com infec¢do mista.

Nos ensaios competitivos entre GRSV e TCSV, a quantificacdo viral nas
amostras por meio da gRT-PCR revelou que em uma infeccdo mista, na qual a
quantidade de moléculas de TCSV ¢é significativamente maior do que GRSV
(IXGRSV:10xTCSV), este virus ndo é capaz de se replicar de forma eficiente (Tabela
17). Em uma situacdo contraria, na qual a quantidade de moléculas de GRSV é maior do
gue TCSV (10x GRSV:1x TCSV), a espécie TCSV, ainda assim, apresentou um
desempenho superior do que o observado por GRSV, refletido na maior concentracdo
viral detectada nos tecidos infectados (Tabela 18). Contudo, quando inoculados em

proporgdes iguais, a quantidade de moléculas de GRSV detectadas foi equivalente ao
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numero observado para TCSV, indicando que as duas espécies se replicaram de forma
semelhante (Tabela 19). Na analise global dos experimentos, foi possivel demonstrar
via qRT-PCR, que o TCSV mostrou uma capacidade replicativa e infectiva superior ao
GRSV, mesmo quando coinfectado sob uma alta titulagédo de GRSV (Figura 32).

Tabela 17. Detecgdo da quantidade de moléculas de RNA de Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) em plantas de Nicotiana benthamiana por qRT-PCR. Tratamento
10xGRSV:1xXTCSV

Tratamento 10XGRSV:1xTCSV

Planta GRSV TCSV
Cépias (n) Ct + DP* Copias (n) Ct + DP*
Planta 1 1,14E+08 8,19+0,17 9,55E+06 15,04 + 0,10
Planta 2 4,60E+08 6,05+0,18 3,73E+06 16,56 + 0,12
Planta 3 1,10E+08 8,25 + 0,32 8,49E+08 7,79+0,22
Planta 4 8,69E+07 8,61 +0,30 1,72E+08 10,37+ 0,18
Planta 5 1,65E+08 7,62+0,14 4,65E+07 12,48 + 0,70
Planta 6 8,98E+07 8,56 + 0,16 6,99E+05 19,27 £ 0,11
Planta 7 1,06E+08 8,31+0,11 2,75E+06 17,05+ 0,17
Planta 8 2,65E+08 6,90 +£ 0,20 5,37E+06 15,97 + 0,30
Planta 9 9,59E+07 8,46 £ 0,33 5,71E+06 15,87 + 0,10
Planta 10 5,67E+07 9,26 + 0,15 5,95E+04 23,25+ 0,24
Planta 11 9,19E+07 8,52+0,17 9,62E+06 15,03+ 0,16
Planta 12 9,73E+07 8,44+ 0,13 4 99E+03 27,25+ 0,50
Planta 13 1,79E+08 7,50 +0,40 1,08E+07 14,84 + 0,29
GRSV (+) 1,77E+08 7,52 0,08 7,10E+02 30,41 +£0,16
TCSV (+) 1,36E+04 22,06 + 0,17 2,56E+08 9,73+0,10

N. benthamiana (-) 6,63E+03 23,16 + 0,10 1,86E+02 32,57+ 0,11

*Médias dos valores de Ct (‘Threshold Cycle’) e do desvio padrdo obtidos a partir de trés replicatas.
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Tabela 18. Detecgdo da quantidade de moléculas de RNA de Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) em plantas de Nicotiana benthamiana por qRT-PCR. Tratamento
IXGRSV:10xTCSV

Tratamento 1XGRSV:10xTCSV

Planta GRSV TCSV
Copias (n) Ct+ DP* Copias (n) Ct+ DP*

Planta 1 7,59E+02 26,49+0,11 3,76E+08 9,10+ 0,14
Planta 2 2,01E+03 24,99 + 0,08 3,70E+08 9,13+£0,10
Planta 3 3,01E+03 24,37+ 0,14 3,41E+08 9,26 £ 0,68
Planta 4 2,56E+05 17,55+ 0,17 1,73E+08 10,36 £ 0,16
Planta 5 5,68E+02 26,93 +£0,23 3,83E+08 9,07+£0,18
Planta 6 2,97E+03 24,39 +0,12 2,85E+08 9,55+ 0,13
Planta 7 5,28E+02 27,04 £0,10 1,87E+08 10,17 £ 0,12
Planta 8 9,09E+02 26,21 +0,13 3,21E+08 9,36 £ 0,08
Planta 9 3,50E+03 24,14 £ 0,06 1,51E+08 10,57 £ 0,13
Planta 10 2,16E+04 21,34 £0,43 1,89E+08 10,21 £ 0,55
Planta 11 3,46E+02 27,69 £ 0,15 1,11E+08 11,07 £ 0,11
Planta 12 2,20E+03 24,86 + 0,17 2,50E+08 9,02 £0,15
Planta 13 3,20E+02 27,81 +£0,90 4,48E+08 8,82 +0,18
GRSV (+) 1,33E+08 7,96 £ 0,10 2,86E+02 31,88 +0,12
TCSV (+) 8,68E+03 22,75+ 0,13 2,59E+08 9,71+0,14
N. benthamiana (-) 5,50E+03 23,45+0,18 1,36E+02 33,08+0,11

*M¢édias dos valores de Ct (‘Threshold Cycle’) e do desvio padrdo obtidos de trés replicatas.

Tabela 19. Detecgdo da quantidade de moléculas de RNA de Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) em plantas de Nicotiana benthamiana por gRT-PCR. Tratamento
IXGRSV:1XTCSV

Tratamento IXGRSV:1xXTCSV

Planta GRSV TCSV
Copias (n) Ct + DP* Copias (n) Ct + DP*

Planta 1 1,49E+08 7,78+ 0,20 8,51E+08 7,78 £ 0,06
Planta 2 4,38E+06 13,19+0,13 1,97E+08 10,14 £ 0,20
Planta 3 8,97E+08 5,03+0,75 1,04E+09 7,46 +£0,11
Planta 4 1,13E+08 8,21+0,11 4,46E+08 8,83+0,13
Planta 5 3,26E+05 17,18 £ 0,24 4,04E+08 8,99 +0,17
Planta 6 3,35E+08 6,54 + 0,32 7,30E+08 8,03+0,23
Planta 7 8,53E+07 8,64 + 0,62 1,90E+08 10,20+ 0,16
Planta 8 1,42E+06 14,93 £ 0,15 1,10E+08 11,10+ 0,21
Planta 9 8,51E+05 15,71 +£0,17 2,13E+08 10,02 £ 0,10
Planta 10 2,25E+05 17,75 +0,12 1,44E+08 10,66 + 0,13
Planta 11 2,95E+05 17,34 £0,25 2,61E+08 9,69+ 0,44
Planta 12 2,67E+07 10,42 £ 0,10 3,29E+07 13,04 £ 0,27
Planta 13 1,90E+05 18,01 +£0,12 1,88E+05 21,39+0,18
GRSV (+) 1,34E+08 7,94+0,11 2,79E+02 31,91+0,10
TCSV (+) 6,09E+03 23,10+ 0,27 2,39E+08 9,84 + 0,09
N. benthamiana (-) 5,00E+03 23,59 +0,18 2,43E+02 32,14 +£0,14

*Médias dos valores de Ct (“Threshold Cycle’) e do desvio padrdo obtidos a partir de trés replicatas.
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Figura 32. Representa¢do esquematica dos resultados obtidos nas andlises de gRT-PCR das amostras com
infec¢do mista de Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV), diante trés
tratamentos utilizando-se propor¢des diferentes dos dois virus no indculo inicial: (a) 10xGRSV:1XTCSV,
IXGRSV:1XTCSV e IXGRSV:10xTCSV. As barras de cor azul representam GRSV e as de cor verde 0
TCSV. (b) A capacidade de acumulacdo viral do GRSV foi relevante apenas no tratamento
10XGRSV:1xXTCSV, sendo prejudicada pela competicdo com TCSV nos tratamentos em que a
concentragdo inicial de GRSV foi reduzida em relagdo a TCSV, ou equivalente.

3.2 Analise de Ancestralidade do RNA M de Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e
Groundnut ringspot virus (GRSV)

Extensivas analises filogenéticas foram realizadas, nas quais foi possivel
observar que as sequéncias dos RNAs S e L de GRSV e TCSV agrupam-se em clados
separados, enquanto que, as sequéncias correspondentes ao RNA M, formam um
mesmo clado. O grau de identidade das sequéncias nucleotidicas dos trés segmentos
gendmicos de RNA dos isolados de TSWV, GRSV e TCSV foram comparadas. Nestas
analises foi possivel observar que os segmentos do RNA L de GRSV e TCSV
compartilham 81 — 83% de identidade. Isolados de uma mesma espécie apresentaram
mais de 93% de identidade entre os segmentos L comparados (Figura 33). Os RNAs S
de GRSV e TCSV possuem de 83 a 84% de identidade, enquanto que sequéncias

intraespecificas apresentaram 83 a 97% de nucleotideos idénticos (Figura 34). No
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entanto, as comparacdes entre os segmentos do M RNA de GRSV e TCSV foram as que
mostraram menor divergéncia interespecifica: 91-95%. Este intervalo € similar ao
observado entre os isolados de TSWV e entre os isolados de GRSV (Figura 35). Isso
indica que a diversidade interespecifica no segmento M de GRSV e TCSV se comporta
como se esse segmento gendmico fosse compartilnado entre as duas espécies. Foi
possivel observa ainda, que os segmentos M dos isolados de TCSV possuem mais de
97% de identidade entre si, evidenciando que o polimorfismo é maior entre os isolados
de TSWV e GRSV do que TCSV no RNA M.
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Figura 33. Filogenia do RNA L de Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus
(TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV), juntamente com a comparacdo do nivel de identidade
existente entre os isolados. Os isolados das trés espécies se agrupam em clados espécie-especificos. A
identidade entre isolados das espécies GRSV e TCSV foi cerca de 80%, menor do que a observada entre

isolados da mesma espécie (>93%).
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Figura 34. Filogenia do RNA S de Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus
(TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV) e grau de identidade entre os isolados. Os isolados das trés
espécies se agrupam em clados espécie-especificos. A identidade entre isolados das espécies GRSV e

TCSYV foi cerca de 83%, menor do que a observada entre isolados da mesma espécie (>92%).
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Figura 35. Filogenia do RNA M de Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus
(TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV) e identidade entre os isolados. Os isolados das espécies
GRSV e TCSV compdem o mesmo clado. Os isolados de GRSV e TCSV apresentam mais de 90% de

identidade entre si e a diversidade genética similar a observada entre os isolados de TSWV.
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A ocorréncia de selegdo positiva (dn/ds) nos segmentos de RNA de GRSV e
TCSV foi verificada pelo programa Synplot 2. Nestas analises, valores proximos a um
(1) indicam a ocorréncia de mutacGes positivas, enquanto que taxas proximas a O
determinam auséncia ou baixa capacidade acumular mutagdes positivas. O RNA S
mostrou-se mais suscetivel as mutacdes positivas do que 0s outros segmentos, em
especial a proteina N (Figura 36). As analises do RNA M indicam que este ndo é alvo
de mutagdes sindnimas. Manter o genoma do RNA M com poucas mutag0es parece ser
importante porque € o segmento responsavel por codificar as proteinas envolvidas na

interacdo com vetor.
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Figura 36. Variabilidade sinénima sitio especifica de Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) analisada pelo programa SynPlot2. O painel de baixo (obs/exp) indica a
variabilidade sindnima, representada pela relacdo entre o nimero observado e o esperado de substituicdes
sinbnimas. O painel de cima corresponde aos valores de P (p-value). A linha pontilhada representa p-

value igual a 0.05.

4. Discussao

O ‘fitness” ¢ um parametro complexo que descreve a capacidade de um
organismo de se adaptar ao ambiente. No caso dos virus, o ‘fitness’ ¢ resumido como o
mecanismo que explica a especializagdo ao hospedeiro (Domingo et al., 1997; Cervera
et al., 2016). Este parametro é complexo porque envolve fundamentos de ecologia,
epidemiologia, evolucdo e ndo se refere apenas a capacidade replicativa (Wargo et al.,
2012). Estudos demonstram que a adaptabilidade do virus ao hospedeiro € o principal
fator que favorece o seu desenvolvimento (Li et al., 2015). O ‘fitness’ pode mudar de

acordo com o hospedeiro, contribuindo com a especializagdo viral. Mudar de
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hospedeiro permite que o isolado atinja taxas de replicacao inacessiveis nos hospedeiros
ancestrais. Ao alcancar uma capacidade replicativa mais eficiente, o isolado se torna
mais competitivo e adquiri vantagem evolutiva. Dessa forma, mudancas de hospedeiro
resultam em perturbacgdes no padrao de ‘fitness’ estabelecido (Cervera et al., 2016).

Nos tospovirus a adaptacdo ao hospedeiro estd relacionada a proteina néo
estrutural NSs codificada no RNA S. Este segmento é o que acumula mais mutacdes
positivas e 0 que é intercambiado com mais frequéncia entre isolados de TSWV em
eventos de rearranjo genético, sinalizando a plasticidade do RNA S em relagdo ao
ambiente (Tenchev et al., 2011; Margaria et al.,, 2015). A taxa de substituicdes
sinbnimas do RNA S de GRSV e TCSV foi maior do que a observada no RNA M e
RNA L (Figura 36). Os RNAs M e L codificam proteinas com fun¢Bes essencias, como
as glicoproteinas responsaveis pela associagdo ao vetor e a polimerase, respectivamente.
Mutacdes nesses segmentos podem impedir a transmissao e replicacdo do isolado, por
isso sdo mais conservados. Como interagir com o hospedeiro representa um importante
papel no desenvolvimento da espécie, a capacidade de acumular substituicdes positivas
no RNA S pode garantir sucesso evolutivo da espécie.

TCSV foi descrito a primeira vez em tomateiros no Brasil, contudo, até o
momento, ndo foram relatadas ocorréncias graves desse virus no pais (de Avila et al.,
1990; de Avila et al., 1993a; de Avila et al., 1993b; Nagata et al., 1995; de Avila et al.,
1996; Lima et al., 2000). TCSV no Brasil é comumente isolado de plantas ornamentais
(Duarte et al., 2016). Atualmente, devido a recente disseminacdao pela América, TCSV
foi encontrado infectando diversos tipos de plantas, como pimenteiras, tomateiro,
feijoeiro, fumo, alface, amendoim, plantas ornamentais e daninhas, demonstrando que
estd se adaptando rapidamente a diferentes regides geograficas, o que pode ser
explicado por um ‘fitness’ mais eficiente. O nimero de espécies de plantas suscetiveis a
TCSV cresceu muito e de forma desastrosa em alguns paises. (Webster et al., 2010;
Londofio et al., 2012; Webster et al., 2013; Almeida et al., 2014; Batuman et al., 2015;
Webster et al., 2015; Adegbola et al., 2016; Duarte et al., 2016). TCSV parece possuir a
mesma eficiéncia de transmissdo pelo vetor que GRSV e tem demonstrado alta
adaptabilidade a diferentes hospedeiros. A replicacdo viral de TCSV em relacdo a
GRSV em infecgdo mista foi superior de acordo com as analises de qRT-PCR realizadas
neste trabalho. Dessa forma, por meio de consideracfes epidemiolodgicas e genéticas,

admite-se que TCSV tem um melhor ‘fitness’ do que GRSV.
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Pode-se esperar que, em um novo ambiente onde ha a introducéo de espécies de
tospovirus, inicialmente, as espécies interagem em um pequeno espaco por um periodo
adaptativo, sendo em seguida observado que as espécies se espalham e se separam,
criando seus préprios nichos ecoldgicos de infeccdo (Dewey et 1., 1996). No processo
adaptativo, associacOes de espécies virais em infec¢cbes mistas possibilitam a
colonizacao de novos hospedeiros quando as espécies que estdo interagindo séo capazes
de adquirir vantagens adaptativas, como eficiéncia de transmissao pelo vetor, ou de
infeccdo da hospedeira. TCSV e GRSV séo capazes de se multiplicar mesmo em
competicdo quando infectam a mesma planta. Devido ao nimero de moléculas virais
produzidas simultdneamente, a interacdo entre elas é inevitdvel. Da mesma forma,
diversas combinacdes entre os segmentos de isolados de TSWYV foram observadas em
infeccOes de tomateiro e pimenteiras, assim como, a permisibilidade de Datura
stramonium a I'YSV foi possivel devido a interagdo com TSWV (Tentchev et al., 2011;
Sudeep et al., 2012; Margaria et al., 2015). Como a frequéncia de reassortant entre
isolados de TSWV parece ser relativamente alta, pode-se supor, por analogia com
TSWV, que em um passado distante, isolados de GRSV e TCSV trocaram
constantemente seus segmentos gendmicos. Provavelmente, nessas sucessivas trocas, 0
TCSV manteve o segmento M de GRSV, talvez para garantir eficiéncia de transmissédo

pelo vetor e/ou outra vantagem adaptativa ainda desconhecida.

As analises dos RNAs de GRSV e TCSV demonstraram que a variabiliadade
genética entre 0s RNAs M dessas duas espécies é equivalente a encontrada entre
isolados de TSWV. A identidade genética observada entre isolados de TSWV pode
variar de 91-99%, enquanto que a observada entre GRSV e TCSV oscila entre 91-98%.
A filogenia dos RNAs M de GRSV e TCSV demonstrou que os isolados dessas duas
espécies ndo sdo separados em distintos clados, diferentemente do que foi observado
para a filogenia dos RNAs S e L (Figuras 33-35). A baixa variabilidade genética entre
0s RNAs M de TCSV e GRSV e a dificuldade em separd-los em clados
filogeneticamente distintos, corroboram com a ideia de que essas espécies compartilham
0 mesmo RNA M. Um estudo de aquisicdo e transmissdo de GRSV e TCSV pelas
especies de tripes Frankliniella occidentalis, F. schultzei, F. bispinosa e F. fusca
demonstrou que ndo ha diferenca estatistica na capacidade de transmitir GRSV e TCSV
pelas espécies de tripes avaliadas (Webster et al., 2015). Além disso, a eficiéncia de
transmissdo de GRSV em relacdo a espécie de tripes € diferente da observada para
TSWV (Monteiro et al., 2001; Nagata et al., 2004). Ainda néo foi possivel determinar

com precisdo a ancestralidade desse RNA M, devido a falta de dados suficientes para as
106



analises filogenéticas, pois as sequéncias mais antigas datam do final dos anos de 1980,
ndo sendo suficientemente antigas para a determinacdo com acuidade da ancestralidade.
Ainda assim, os dados de sequéncia disponiveis e obtidos pelo nosso grupo
(sequenciamento dos isolados originais armazenados desde 1989), sugerem que a
sequéncia parental do RNA M de GRSV e TCSV ¢ provavelmente, proveniente de um
isolado ancestral de Groundnut ringspot virus, pois a frequéncia de polimorfismo,
mesmo que baixa, € maior nos RNAs M provenientes de isolados de GRSV. A
identidade genética entre os isolados de GRSV (92-95%) é maior do que a observada
entre os isolados de TCSV (97-99%), sinalizando maior variabilidade genética.
Provavelmente, GRSV acumulou mais mutacdes do que TCSV, e estaria presente na

natureza ha mais tempo, acumulando, dessa forma, mais modificacbes do que TCSV.
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Conclusao final

Os virus do género Tospovirus sdo importantes patdégenos de plantas. Tomato
spotted wilt virus (TSWV) é a espécie-tipo do género e é considerada uma das dez
espéecies de virus de plantas mais importantes cientificamente e economicamente
(Scholthof et al., 2011). Atualmente sdo conhecidas onze espécies definitivas de
tospovirus e mais dezoito aguardam estudos complementares para serem classificadas,
sendo consideradas espécies tentativas (de Avila et al., 1992; de Avila et al., 1993a;
Satynarayana et al., 1996; Nagata et al., 1998; Qiu et al., 1998; Satynarayana et al.,
1998; Bezerra et al., 1999; Kato el al., 2000; Chu et al., 2001; McMichael et al., 2002;
Chen et al., 2005; Hassani-Mehraban et al., 2005; Dong et al., 2008; Ciuffo et al., 2009
Hassani et al., 2010; Li et al., 2011; Seepiban et al., 2011; Zhou et al., 2011; Oliveira et
al., 2012; Torres et al., 2012; Dong et al., 2013; Meng et al., 2013; Smith et al., 2013;
Cheng et al., 2014; ICTV, 2015; Margaria et al., 2014; Shimomoto et al., 2014; Yin et
al.,, 2014) (Tabela 5). Tospovirirus foram relatados em todos os continentes e
permanecem em expansao (Pappu et al., 2009). A evolucdo de tospovirus parece ser
baseada principalmente via producdo de rearranjos virais intra e interespecificos. Este
mecanismo, apesar de ocorrer de forma restrita, permite aumentar a dispersao das
espécies de Tospovirus, possibilitando a formacdo e ascensdo de novos isolados
(Tentchev et al., 2011; Cervera et al., 2016). Mudangas no genoma dos virus podem
levar a um ganho de ‘fitness’, o que torna o isolado mais competitivo.

Relatos da ocorréncia de rearranjos sdo mais comuns entre isolados de TSWV.
Estudos com variantes de TSWV observaram que o0 RNA S é o principal alvo nos
eventos de rearranjo genético (Tentchev et al., 2011; Lian et al., 2013; Margaria et al.,
2015). O rearranjo intraespecifico de espécies de tospovirus é viavel em condicdes
experimentais e raro na natureza. Até o momento, apenas um provavel isolado
composto pelos os segmentos L e S de GRSV e 0 segmento M de TCSV foi encontrado
infectando plantas de tomate na Flérida, Estados Unidos (Webster et al., 2011). Pelo
fato de o principal critério taxondmico dos tospovirus ser baseado na identidade da
sequéncia de aminodcidos da proteina do nucleocapsideo (N), a composi¢cdo gendmica
das espécies de tospovirus foi questionada. Com o objetivo de estudar a formagéo e
verificar a existéncia de rearranjos naturais, foram desenvolvidos marcadores
moleculares para cada segmento genémico visando diferenciar as espéecies GRSV,
TSWV e TCSV em amostras com sintomas de virus coletadas no campo, no Brasil e na
Republica Dominicana.
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Rearranjos ndo foram encontrados e a incidéncia de infeccdo mista foi baixa.
GRSV foi a espécie mais abundante nas amostras brasileiras, TSWV foi detectado
apenas em infeccdo mista com GRSV e TCSV foi encontrado em somente duas
amostras (Tabela 11). A predominancia de GRSV nos campos brasileiros é crescente
desde os anos de 1990, principalmente no tomateiro e pimenteiras (Nagata et al., 1995;
de Avila et al., 1996; Lima et al., 2000). Este cenario pode ser justificado pela
distribuicéo dos insetos vetores no pais e pela especializagdo virus-hospedeira. Na maior
parte das areas agricultaveis do Brasil, hd a ocorréncia do tripes Frankliniella shultzei, o
principal vetor de GRSV (Figura 19) (Lima et al., 2000; Monteiro et al., 2001; Nagata et
al., 2004). A planta hospedeira também executa importante papel na manutencao de um
virus no ambiente, sendo responsavel por gerar pressdes de sele¢do nos isolados, que o
forcardo a se adaptar a custa de se manter viavel. Assim, 0 virus precisa evoluir com a
hospedeira, que € a representacdo maior de seu ambiente (Li et al., 2015; Cervera et al.,
2016). Considerando que, a maioria das amostras brasileiras coletadas neste trabalho
sdo de tomateiro, que o indice de infeccdo mista foi de 7% e que existe uma constante
disseminacdo de GRSV em campos de tomate, fica evidente a adaptabilidade de GRSV
a essa hospedeira. Em contraste a situacdo brasileira, na Republica Dominicana foi
verificada e confirmada a rapida expansdo de TCSV pela América Central. Este virus
foi encontrado em variadas culturas, como feijoeiro, fumo, pimentas e pimentdes e em
diferentes provincias, sendo o primeiro relato de TCSV em feijoeiro e pimenta picante
no pais (Apéndice ). N&o foram encontrados rearranjos ou infecgBes mistas de
tospovirus nas amostras da Republica Dominicana.

Devido a intensidade, severidade de sintomas e iminéncia de uma epidemia viral
nos campos agricolas da Republica Dominicana, algumas amostras coletadas nesse pais
foram submetidas ao NGS. Essas andlises indicaram a presenca de quatro espécies de
virus enddgenos, que sdo transmitidos vegetativamente. Virus enddgenos podem
integrar partes do seu genoma ao da planta hospedeira. As razdes pelas quais esse tipo
de interac@o ocorre sdo pouco conhecidas. A ocorréncia em larga escala desses tipos de
virus parece estar ligada ao fato de que esses ndo sdo virus tdo inofensivos como foram
descritos anteriormente, pois podem estar relacionados com aumento de patogenicidade
em infecgbes mistas. No entanto, também podem estar associados aos mecanismos de
defesa da planta. O fato € que na maior parte dos relatos de infeccdes de virus
enddgenos, as plantas ndo apresentam sintomas, ou esses sao brandos (Lockhart et al.,
2000; Horiuchi et al., 2004; Staginnus et al., 2007; Valverde et al., 2007). Normalmente,
as coletas para deteccdo de virus de plantas sdo destinadas as plantas sintomaticas, por
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isso ha poucos dados disponiveis sobre a epidemiologia de virus endogenos. Contudo,
por meio da metagenémica, 0 sequenciamento extensivo tornou-se uma importante
ferramenta no diagnostico de doencas virais e descoberta de novos virus (Sela et al.,
2012; Mitter et al., 2013; Prabha et al., 2013; Chandler et al., 2014).

Compreender os padrdes de distribuicdo global dos virus € uma importante
ferramenta para os programas de melhoramento e no desenvolvimento de medidas
quarentenarias (Abubakar et al., 2003; Venkataravanappa et al., 2011). A filogeografia
reconstroi o estado ancestral de um isolado e determina sua relagdo filogenética de
acordo com o local e o tempo de coleta. A filogeografia de TCSV, TSWV e IYSV
revelou que a dispersdo a longas distancias desses virus, parece estar associada as
préaticas econdmicas executadas pelos paises. Além disso, o espalhamento de isolados
foi local e ndo global. Na infecgdo viral, milnGes de moléculas diferentes sdo formadas
durante a replicacao, sendo que, aquelas com melhor capacidade replicativa, conseguem
se manter na célula hospedeira. A capacidade replicativa vai depender da velocidade
com que o virus constrOi estruturas infectivas viaveis, sem ser destruido pelos
mecanismos de defesa da planta (Cervera et al., 2016). Adaptar-se ao ambiente é a Unica
forma de permanecer nele, o que obriga os isolados a especializacdo do seu
microambiente.

A capacidade replicativa juntamente com a adaptabilidade a diferentes
hospedeiras favorecem o ‘fitness’ do virus, ou seja, a habilidade de se manter no
ambiente (Cervera et al., 2016). Aparentemente, TCSV possui ‘fitness’ mais eficiente
do que sua espécies-irmd GRSV, apesar de GRSV estar amplamente disseminado no
Brasil, em contraste com o TCSV, de ocorréncia mais restrita. O experimento de qRT-
PCR realizado neste trabalho, demonstrou que em infeccdo mista de GRSV e TCSV em
planta experimental de Nicotiana benthamiana, o nimero de moléculas do gene da
proteina N de TCSV detectadas foi maior do que GRSV, mesmo em combinac¢des nas
quais 0 GRSV era inoculado em maiores concentragdes. Fatores epidemioldgicos
também influenciam na determina¢dao do ‘fitness’ viral. Ambas as espécies de
tospovirus infectam naturalmente plantas do género Nicotiana spp. e 0 tomateiro, 0
principal hospedeiro coletado. TCSV ndo foi encontrado em nenhuma amostra de
tomateiro na Republica Dominicana e em apenas uma amostra do Brasil, o que
evidéncia a necessidade de um estudo de ‘fitness’ para cada novo sistema (Domingo et
al., 1997).

Na tentativa de adquirir ‘fitness’, os isolados e espécies virais com genoma

segmentado podem capturar um segmento inteiro equivalente de outro individuo
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(‘Reassortants’). No entanto, a ocorréncia natural de rearranjos entre espécies de
tospovirus € um evento raro, mesmo sendo comum entre isolados, o0 que sinaliza para
uma regulacdo muito sutil desse tipo de mecanismo. O isolado hibrido detectado nos
Estados Unidos (ScrsvMtcsvLlcrsv) deve ter adquirido essa conformacgdo gendémica em
um passado muito mais distante do que os primeiros relatos de GRSV e TCSV no
mundo. No nosso trabalho, extensivas analises filogenéticas revelaram que os RNAs M
dos isolados de GRSV e TCSV nédo apresentam diferencas significativas que
determinem a classificacdo por espécie desse segmento, ou seja, as especies de
tospovirus GRSV e TCSV compartilham o mesmo RNA M. As diferencas de
nucleotideos observada entre os M RNAs dessas duas espécies sdo similares aquelas
encontradas entre isolados de TSWV. Ressalta-se ainda, que a frequéncia de
polimorfismo é maior nas sequéncias do RNA M dos isolados de GRSV do que TCSV,
apontando que a ancestralidade desses segmentos parece estar ligada ao GRSV.
Portanto, nossa hipdtese é que o TCSV, em um evento remoto, adquiriu e manteve 0 M
RNA de GRSV, fato que, provavelmente, conferiu vantagens adaptativas aos
‘reassortants’ de TCSV.

A ocorréncia de infeccBes mistas de virus de plantas parece ser uma constante e
ndo uma excecdo. No entanto, os meios que determinam a coinfeccdo sao
desconhecidos, mesmo sendo evidente que alguns géneros estabelecem mais interacdes
do que outros. No caso dos tospovirus, desvendar as razGes que favorecem a coinfeccao
e 0 rearranjo € um grande passo na compreensdo da evolucdo das espécies que compde

0 género Tospovirus.
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