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“You look at science (or at least talk of it) as some sort of
demoralising invention of man, something apart from
real life, and which must be cautiously guarded and kept
separate from everyday existence. But science and
everyday life cannot and should not be separated”

“Vocé vé a ciéncia (ou pelo menos fala disso) como uma espécie
de invencdo desmoralizante do homem, algo a parte da vida real,
e que deve ser cautelosamente guardado e mantido separado da
existéncia cotidiana. Mas a ciéncia e a vida cotidiana ndo podem
e ndo devem ser separadas.”

_Rosalind Franklin
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Resumo

O Brasil tem 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, destinado para producéo de
carne e leite, sendo majoritariamente alimentado com pastagens. A alta incidéncia de
pragas e doencas afeta campos com pastagens, sendo que os agentes bioldgicos nem
sempre sdo identificados. Sintomas tipicos de infec¢Bes virais como mosaico,
amarelecimento generalizado e nanismo vém sendo observados em campos
experimentais e comerciais de pastagens naturais e cultivadas. Recentemente, nosso
grupo de pesquisa identificou duas espécies virais infectando Pennisetum purpureum,
Panicum maximum e Brachiaria brizantha por meio do sequenciamento em larga escala
(High-Throughput sequencing-HTS): o Johnsongrass mosaic virus (isolado JGMV-
CNPGL) e o Maize chlorotic dwarf virus (isolado MCDV-BR). A partir dessa
identificacdo preliminar, o objetivo desse trabalho foi realizar a caracterizacdo biolédgica
e molecular desses dois isolados, bem como realizar a localizagdo subcelular das proteinas
P1, CP1, CP2 e CP3 do virus MCDV-BR, tendo em vista que as funcbes destas proteinas
sdo pouco elucidadas. A caracterizagdo bioldgica de JGMV-CNPGL e MCDV-BR é
fundamental para o desenvolvimento de estratégias de defesa contra esses agentes
etiologicos com alto poder de infeccdo em plantas forrageiras colocando em risco o setor
pecuario nacional, entretanto nao foi realizada para 0 MCDV-BR, pois 0 virus ndo passa
mecanicamente e o vetor de transmissao ndo foi identificado. O isolado JGMV-CNPGL,
identificado em plantas de P. purpureum, foi inoculado mecanicamente em 14 espécies
de plantas indicadoras, sendo que 10 delas foram suscetiveis. O genoma desse virus
possui 9.865 nt, que codifica 11 proteinas (P1, HC-Pro P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, Nla, NIb,
CP e PIPO). Os valores de identidade de nucleotideos da capa proteica (CP) e do genoma

completo obedecem aos critérios de demarcagdo de espécie para o género Potyvirus.



Alguns motivos conservados caracteristicos de Potyvirus foram identificados nas
proteinas codificadas por esse virus, entretanto, o motivo KITC da HC-Pro, envolvido na
interacdo da particula viral com o estilete do vetor (Afideo), ndo esta presente. Vale
ressaltar que a porcdo N-terminal da CP mostrou apenas 38% de identidade de sequéncia
de aminoacidos quando comparados com outros isolados de JGMV caracterizados em
outras regides do mundo. As implica¢bes biologicas dessa divergéncia de sequéncias
precisam ser elucidadas. O genoma de MCDV-BR, encontrado infectando Brachiaria,
possui 11.960 nt com uma ORF1 codificando uma poliproteina de 9 proteinas (P1, CP1,
CP2, CP3, R37, Hel, R69, 3C-Pro e RdRP) e uma pequena ORFX, interna e préxima da
extremidade 5° da ORF1. A comparacdo de sequéncia aminoacidos das CPs (CP1, CP2 e
CP3) e RdRp (Pol) se encaixa dentro dos critérios de demarcacéo de espécie para género
Waikavirus, identificando este isolado como pertencente a espécie MCDV. A localizacéo
subcelular de proteinas de MCDV-BR em fusdo com eGFP, confirmada por co-
localizacdo com marcadores de organelas, demonstrou que a proteina P1 esta presente no
citoplasma, proximo a parede celular, CP1 é enderecada a mitocdndria, CP2 forma
agregados no nucleo e CP3 esta no citoplasma proximo a parede celular e também forma
agregados no nuacleo. Experimentos complementares devem ser realizados para
comprovar a localizacdo subcelular, podendo auxiliar na predicdo de funcdes das

proteinas virais.

Palavras-chave: Pennisetum purpureum; Panicum maximum; Brachiaria brizantha;

Johnsongrass mosaic virus; Maize chlorotic dwarf virus; localizagdo subcelular



Abstract

Brazil has the largest commercial cattle herd in the world, used for beef and dairy
production, being mainly fed on pastures. The high incidence of pests and diseases affects
fields with pastures, and biological agents are not always identified. Typical symptoms
of viral infections such as mosaic, widespread yellowing and dwarfism have been
observed in experimental and commercial fields of natural and cultivated pastures. Our
research group recently identified two viral species infecting Pennisetum purpureum,
Panicum maximum and Brachiaria brizantha by High-Throughput sequencing:
Johnsongrass mosaic virus (JGMV-CNPGL isolate) and Maize chlorotic dwarf virus
(MCDV-BR isolate). From this preliminary identification, the objective of this work was
to perform the biological and molecular characterization of these two isolates, as well as
to perform the subcellular localization of proteins P1, CP1, CP2 and CP3 of the MCDV-
BR virus. From this preliminary identification, the objective of this work was to carry out
the biological and molecular characterization of these two isolates, as well as to perform
the subcellular localization of MCDV-BR virus proteins P1, CP1, CP2 and CP3,
considering that their functions are poorly understood. The biological characterization of
JGMV-CNPGL and MCDV-BR is fundamental for the development of defense strategies
against these etiological agents with high potential infection in forage plants putting at
risk the national livestock sector. However, characterization of MCDV-BR was not
performed, because this virus does not pass mechanically, and the transmission vector
was not identified. The JGMV-CNPGL isolate, identified in P. purpureum plants, was
mechanically inoculated in 14 host plant candidates, 10 of which were susceptible. The
genome of this virus has 9,865 nt, which encodes 11 proteins (P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI,
6K2, VPg, Nla, NIb, CP and PIPO). The nucleotide identity values of CP and the

complete genome obey the species demarcation criteria for the genus Potyvirus. Some



conserved motifs characteristic of Potyvirus have been identified in proteins encoded by
this virus, however, the HC-Pro KITC motif, involved in the interaction of the viral
particle with the vector stylets (Aphid), is not present. It is noteworthy that the N-terminal
portion of CP showed only 38% amino acid sequence identity when compared to other
JGMYV isolates characterized in other regions of the world. The biological implications of
this sequence divergence need to be elucidated. The MCDV-BR virus genome, found
infecting Brachiaria, has 11,960 nt with an ORF1 encoding a polyprotein with 9 proteins
(P1, CP1, CP2, CP3, R37, Hel, R69, 3C-Pro and RdRP) and a small ORFX, internal and
near the 5" end of ORF1. The peptide sequence comparison of the CPs (CP1, CP2 and
CP3) and Pol (RdRp) fits within the species demarcation criteria for Waikavirus genus,
identifying this isolate as belonging to the MCDV species. The subcellular localization
of MCDV-BR proteins fused with eGFP, confirmed by co-localization with organelle
markers, demonstrated that protein P1 is present in the cytoplasm, near the cell wall, CP1
is addressed to mitochondria, CP2 forms nucleus aggregates. and CP3 is in the cytoplasm
near the cell wall and forms aggregates in the nucleus. However, complementary
experiments should be performed to prove subcellular localization, which may aid in the

prediction of viral protein functions.

Keywords: Pennisetum purpureum; Panicum maximum; Brachiaria brizantha;

Johnsongrass mosaic virus; Maize chlorotic dwarf virus; subcellular localization



CAPITULO 1: Introducéo geral
1.1. Importancia das pastagens

A introducdo no Brasil de gramineas forrageiras originarias da Africa colaborou
de forma positiva para o desenvolvimento da bovinocultura nacional (ABIEC, 2009). A
producdo de carne e leite no Brasil é com base na utilizacdo de forrageiras e, entre outros
fatores, temos um dos menores custos de producdo do mundo (FERRAZ e Felicio, 2010).

Essas forrageiras sdo plantadas em solos com baixa fertilidade e alta acidez,
improprios para lavouras, pois exige um certo investimento em adubacéo para a correcdo
de solos. Uma das forrageiras mais plantadas no Brasil é a Braquiaria. O género
Brachiaria é constituido por aproximadamente 100 espécies, com a taxonomia ainda mal
definida (Valle et al., 2001). Desempenham um papel primordial na producéo de carne e
leite no Brasil, por viabilizarem a pecuéria em solos acidos e de baixa fertilidade (Souza
et al., 2006). Sao plantadas nas regides Centro-Oeste e Norte do pais, sendo a cultivar B.
brizantha cv. Marandu a mais plantada (Andrade e Valentim, 2004), lancada pela
Embrapa Gado de Corte.

Panicum maximum ¢ plantado em areas com maior fertilidade de solo, indicado
para sistemas intensivos de producao animal e no sistema de Integracdo Lavoura-Pecuaria
(ILP) (Goncalves e Fanchini, 2007). Sua introducdo no Brasil ndo é bem conhecida,
Varios autores sugerem que os primeiros exemplares dessa espécie vieram da Africa em
navios negreiros, onde eram utilizados como cama para 0s escravos, e uma vez aqui, se
alastraram rapidamente, dando origem a primeira cultivar, o capim Colonido (Parsons,
1972; Jank, 1995; Herling et al., 2001). A primeira cultivar propositalmente introduzida
no Brasil foi a Tobiatd (1978), que foi selecionada na Africa e lancada pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) (Araujo et al., 2008). As principais cultivares de P.

maximum atualmente comercializadas sdo Tanzé&nia, Mombaca e Massai (Jank et al.,



2008), lancada pela Embrapa Gado de Corte, e cv. Vencedor, lancada pela Embrapa
Cerrados (Aranovich, 1995).

Pennisetum purpurem, conhecido como Capim elefante ou Capim napié, é
plantado em solos de maior fertilidade. O capim elefante foi introduzido no Brasil por
mudas provenientes de Cuba em 1920 e se adaptou a diferentes tipos de solo, com excecao
de solos mal drenados (Otero, 1961). E uma planta que produz muita biomassa, entretanto
apresenta a desvantagem de ser propagado vegetativamente (colmos), pois as sementes
ndo sdo viaveis (Otero, 1961; Araujo et al., 2008). Desde o inicio da utilizacdo da espécie,
somente as cultivares Merker e Napier eram conhecidas, mas atualmente existem mais
duas cultivares Capricorn e Merkiron em uso. Devido ao seu elevado potencial de
producdo de forragem de boa qualidade, houve uma rapida e ampla disseminacao do
capim-elefante por todo o pais (Araujo et al., 2008). Recentemente, seu potencial como
fonte de biomassa para a producéo de bioetanol tem sido estudado (Yasuda et al., 2014).

Panicum maximum divide o espaco no mercado sementeiro no Brasil com as
Brachiarias (Hacker e Jank, 1998). Paralelamente, uma robusta industria de producdo de
sementes coloca o Brasil como o maior produtor, consumidor e exportador mundial de
sementes de forrageiras tropicais. A producdo total é de cerca de 100 mil toneladas por
ano, atingindo valores de mais de 200 milhdes de euros devido a exportacdo para mais de
20 paises de aproximadamente 10% da producdo total (Souza et al., 2006).

As pastagens ocupam atualmente 158,7 milhdes de hectares (IBGE, 2017b) e
representam a principal fonte de alimento para um rebanho bovino de aproximadamente
171,8 milhdes de cabegas (IBGE, 2017a). O Brasil segue como o segundo maior produtor
mundial de carne bovina (ABIEC, 2019) e tem ocupado desde 2004 a posi¢do de maior
exportador de carne bovina do mundo, sendo responsavel por 19,3% do mercado

internacionalmente (ABIEC, 2019).



Um dos principais problemas nas areas destinadas ao cultivo da pastagem € a alta
incidéncia de pragas e doencas, pois restringe o potencial produtivo das plantas
forrageiras. Em decorréncia da intensificacdo no cultivo de pastagens, observou-se o
aumento proporcional de doengas que causam perdas em produtividade e qualidade das
pastagens, como também provocando a morte das plantas (Verzignassi e Fernandes,
2001).

Todavia, nem sempre 0s patogenos causadores das doencas sdo identificados
taxonomicamente e, portanto, o conhecimento sobre os agentes etioldgicos,
principalmente aqueles que afetam a produtividade das pastagens, ainda é limitado. Com
isso, ha dificuldades no estabelecimento de medidas especificas para 0 manejo de doencas
e melhoramento genético de plantas forrageiras (Marchi et al., 2011).

A escassez de dados na literatura a respeito de infecgdes virais em plantas
forrageiras, assim como a falta de conhecimento dos agentes etioldgicos de doengas virais
nesse grupo de plantas no Brasil demonstram a necessidade da realizacdo de um
levantamento e de caracterizacdo desses patdgenos em areas de pastagens. Nos ultimos
anos, tem sido relatada, frequentemente em campo, a ocorréncia de sintomas tipicos de
infeccBes virais como mosaico, amarelecimento generalizado e nanismo em diversas
plantas forrageiras. Essas ocorréncias em campo indicam a possivel presenca de
patdgenos virais em areas de pastagens naturais ou cultivadas e/ou areas experimentais,
notadamente nos campos experimentais da Embrapa Gado de Corte, em Mato Grosso do
Sul. O problema observado exige uma agéo integrada da pesquisa para a caracterizacao

desses patdgenos e o desenvolvimento de estratégias efetivas de controle.



1.2.Virus que infectam gramineas forrageiras

A ocorréncia de virus infectando espécies de plantas forrageiras no Brasil ainda é
pouco relatada e os danos econdémicos sdo desconhecidos. Até o momento, sdo poucos 0s
virus que foram detectados infectando naturalmente plantas dos géneros Brachiaria,
Panicum e Pennisetum, e que tiveram suas especies identificadas. J& foram relatadas no
mundo de 17 espeécies virais infectando plantas forrageiras, pertencentes a 9 familias:
Potyviridae, = Geminiviridae, = Tombusviridae, Luteoviridae, = Caulimoviridae,
Rhabdoviridae, Bromoviridae, Secoviridae e Reoviridae, que estdo descritas na Tabela
1.1.

Na etapa inicial deste trabalho, foram identificados dois virus infectando
naturalmente plantas forrageiras dos géneros Brachiaria, Panicum e Pennisetum no
Brasil, 0 Johnsongrass mosaic virus, pertecente a familia Potyviridae e género Potyvirus,
e 0 Maize chlorotic dwarf virus, pertecente a familia Secoviridae e género Waikavirus

gue sao temas deste trabalho.



Tabela 1.1: Virus relatados infectando Brachiaria, Panicum e Pennisetum

Virus Familia e Género  Hospedeiros
.. Brachiaria
. Potyviridae .
Johnsongrass mosaic virus . Panicum
Potyvirus .
Pennisetum
.. Brachiaria
. Potyviridae X
Sugarcane mosaic virus . Panicum
Potyvirus .
Pennisetum
Panicum streak virus Gemlnlv_lrldae Brac_:hlarla
Mastrevirus Panicum
.. Brachiaria
. . Potyviridae .
Maize dwarf mosaic virus . Panicum
Potyvirus .
Pennisetum
. Brachiaria
) . Geminiviridae :
Maize streak virus . Panicum
Mastrevirus .
Pennisetum
. .. Tombusviridae Panicum
Panicum mosaic virus . .
Sobemovirus Pennisetum
Panicum mosaic Satellite virus Desconhecido Braghlarla
Panicum
.. Brachiaria
. . Potyviridae :
Guinea grass mosaic virus . Panicum
Potyvirus .
Pennisetum
) Luteoviridae Panicum
Barley yellow dwarf virus . -
Luteovirus Pennisetum
Pennisetum mosaic virus PotW!rldae Pennisetum
Potyvirus
Sorghum mosaic virus PotW!rldae Pennisetum
Potyvirus
Zea mosaic virus Potyv!rldae Pennisetum
Potyvirus
. . Caulimoviridae Brachiaria
Sugarcane bacilliform virus : X
Badnavirus Panicum
Digitaria striate virus Rhabdovmdae_ Brachiaria
Nucleohabdovirus
.. Bromoviridae .
Brome mosaic virus . Pennisetum
Bromovirus
Maize chlorotic dwarf virus Sec_owr!dae Panlgum
Waikavirus Pennisetum
Rice black streak dwarf fiji virus REITES Panicum

Fijivirus




1.3. A familia Potyviridae

A familia Potyviridae representa uma das maiores familias de virus de plantas ja
estudadas. Do ponto de vista econdmico, essa familia agrupa géneros importantes para a
agricultura, relacionados a inumeras doengas em diversas culturas. Atualmente, 204
espéecies sdo classificadas na familia Potyviridae, menor apenas que a familia
Geminiviridae, que por sua vez conta com 439 espécies relatadas.

Segundo o ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses), essas 204
espécies de Potyviridae estdo distribuidas em 10 géneros (Potyvirus, Ipomovirus,
Macluravirus, Rymovirus, Tritimovirus, Poacevirus, Bevemovirus, Roymovirus,
Brambyvirus e Bymovirus), que infectam exclusivamente plantas, sendo o género
Potyvirus o mais abundante com 168 especies virais reportadas (Adams et al., 2017). Os
géneros sdo diferenciados de acordo com o vetor de transmissdo, gama de hospedeiros e
organizacdo gendmica (Adams et al., 2017; Fauquet et al., 2005).

Os membros daesta familia possuem particulas flexuosas e filamentosas nédo
envelopadas (Figura 1.1 A e B). Todos os géneros apresentam genoma monopartido

(Figura 1.2A), exceto o0 género Bymovirus que possui genoma bipartido (Figura 1.2B).
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Figura 1.1: Particula viral da familia Potyviridae. A: Desenho esquematico de particula
viral alongada e flexuosa com simetria helicoidal caracteristico de espécies da familia
Potyviridae. CP (Capa protéica). Fonte: Viralzone expazy; B: Micrografia eletronica da

particula viral de Plum pox virus. A barra representa 200 nm. (Adams et al., 2017)
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A Monopartido

Potyvirus
RNA (8 -11 Kb)
| Poliproteina A(n)
5'@ 3'0H
o l vy VAR v v
| P1-Pro | HC-Pro P3 CI VPg | Nla-Pro NIb CP
6K1 6K2
Bevemovirus
RNA (8.3 Kb)
Poliproteina A (n)
VPg 3'0H
l Vv VA \4 v 4
HC-Pro P3 CI VPg | Nla-Pro NIb CP
6K1 6K2
. Bipartido
B Bymovirus
RNAI1 (7.6 Kb)
Poliproteina A (n)
5‘@ 3'0H
\v4 \v4 7 \vi
P3 CI VPg | Nla-Pro NIb CP
6K1 6K2

RNA2 (3.6Kb)

Poliproteina A
> @ 3‘(()})1
e

Figura 1.2: Organizagdo gendmica dos géneros virais monopartido e bipartido da familia
Potyviridae. A: Genoma monopartido dos géneros Potyvirus e Bevemovirus, linear,
composto por um +ssRNA até 11 kb de tamanho. Na extremidade 3" tem uma cauda poli
(A) e na extremidade 5" possui uma proteina ligada ao genoma, a VPg. B: Genoma
bipartido composto por RNAL de 7,6-7,8 kb e RNA2 de 3,5-3,8 kb. Na extremidade 3
tem uma cauda poli (A) e na extremidade 5" possui uma proteina ligada ao genoma, a
VPg. Adaptado: (Adams et al., 2017) ¥ Sitio de clivagem Nla-Pro A Sitio de clivagem
HC-Pro 0 Sitio de clivagem P1-Pro
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Na familia Potyviridae as espécies sdo diferenciadas seguindo 0s seguintes
criterios: comparacéo de sequencia de CP com identidade de aminoacidos menor que 80%
ou nucleotidica menor que 76%, diferencas nos sitios de clivagem da poliproteina, gama
de hospedeiros, patogenicidade, citopatologia, modo de transmissdo e diferencas
soroldgicas (Adams et al., 2017).

Tradicionalmente, os métodos soroldgicos constituiam a ferramenta mais
comumente utilizada para a detec¢éo de virus de plantas, permitindo a diagnose rapida e
simples da grande maioria dos virus. Entretanto, a sorologia ndo é metodologia
satisfatoria quando aplicada a familia Potyviridae, pois a relacdo soroldgica entre essas
espécies € complexa e inconsistente. A reacdo cruzada variavel entre anti-soros
produzidos em diferentes laboratdrios para um mesmo virus, a relacdo sorologica entre
distintas espécies, isto €, anti-soro produzido contra uma espécie apresenta reacdo
positiva com outras espécies diferentes, e a variacdo na reacdo cruzada entre estirpes de
um mesmo virus sdo 0s maiores problemas associados a sorologia de Potyvirus. Assim,
existe necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas para a detecgdo precisa e
identificacdo de espécies virais do género Potyvirus (Adams et al., 2017).

Nos ultimos anos, um melhor entendimento da biologia dos virus pertecentes a
familia Potyviridae tem sido obtido por meio da analise de transcritoma, proteoma e
metaboloma de hospedeiros durante o ciclo de infec¢do dos virus, melhorando também o
conhecimento das interagdes de proteinas virus-hospedeiro e uma visualizacdo mais
abrangente do processo de infecgéo (Zerbini et al., 2009; Prasch e Sonnewald, 2013; Yang
etal., 2007, 2011; Elena e Rodrigo, 2012).

1.3.1. Género Potyvirus
O género Potyvirus € o mais importante e numeroso dentre 0s géneros

pertencentes a familia Potyviridae, pois infecta uma ampla variedade de plantas, tanto
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monocotileddneas quanto dicotileddneas, sendo assim o0 género responsavel por grandes
perdas econdmicas. Devido a importancia, seus estudos foram responsaveis pelo
conhecimento de muitos aspectos gerais de toda virologia vegetal, como a caracterizagdo
funcional de proteinas virais, interacdo molecular de proteinas virais com proteinas do
hospedeiro, taxonomia, evolugdo, epidemiologia e diagnose. Atualmente, aplicacdoes
biotecnologicas utilizado clones infectivos de Potyvirus estdo sendo desenvolvidas
(Revers e Garcia, 2015). O avango no conhecimento dos processos bioldgicos e molecular
deste grupo de virus € condicdo prévia para o desenvolvimento de estratégias de controle.
As caracteristicas dos géneros pertecentes a familia Potyviridae estdo descritos na Tabela

1.2.

Tabela 1.2: Caracteristica dos géneros da familia Potyviridae.

Caracteristicas Descrigdo

Potato virus Y (Potyvirus); Sweet potato mild mottle virus
(Ipomovirus); Ryegrass mosaic virus (Rymovirus); Wheat streak
mosaic virus (Tritimovirus); Barley yellow mosaic virus
(Bymovirus); Blackberry virus Y (Brambyvirus); Triticum mosaic
virus (Poacevirus); Bellflower veinal mottle virus (Bevemovirus);
Maclura mosaic virus (Macluraivrus); Rose yellow mosaic virus
(Roymovirus)

Espécies Tipo de
Cada Género

Né&o-envelopado, capsideo filamentoso e flexuoso, com 680 a 900

Virus nm de comprimento e 11 a 20 nm de diametro

Genoma +ssRNA, com tamanho de 8 a 11 kb, Monopartido ou Bipartido

No citoplasma, iniciado pela producdo de vesiculas no reticulo
Replicacao endoplasmatico induzidas pela proteina 6K2 formando o
complexo de replicagéo viral

Traducdo Diretamente do RNA gendmico
Hospedeiro Plantas
Transmissao Afideos; Acaros, Fungos (Plasmodiophorales); Mosca Branca
Taxonomia 10 Géneros com 204 espeécies descritas

Adaptado: (Adams et al., 2017)
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1.3.2. Organizacao genémica e replicacéo

O genoma € composto de uma ou duas moléculas de RNA fita simples sentido
positivo de até 11 kb em tamanho e protegido pela proteina da capa (CP). O RNA possui
regidbes ndo codificadoras denominadas de 5°UTR, onde uma VPg estd ligada
covalentemente, e de 3'UTR, que apresenta em sua extremidade uma cauda poli (A). O
RNA codifica uma poliproteina que é auto-clivada, gerando um conjunto de proteinas
funcionais importantes para o ciclo de replicacdo dos virus. A disposicdo das proteinas é
conservada entre membros desta familia (Adams et al., 2017).

As regides central e C terminal da poliproteina sdo observadas as proteinas P3-
PIPO, 6K1, CI, 6K2, VPg, NlaPro, NIb e CP, que sdo clivadas pela protease NlaPro
(Antoniw, & Beaudoin, 2005; Atkins, & Firth, 2008). As duas proteases P1 e HC-Pro
estdo localizadas na parte N-terminal da poliproteina e se auto-clivam (Figura 1.3) (Adam

etal., 2011). As funcdes dessas proteinas estdo descritas resumidamente na Tabela 1.3.

RNA (8 -11 Kb)
Poliproteina A(n)
5¢ vrg 3°0H
o> I VA YV VvV v v
P1-Pro | HC-Pro P3 CI VPg | Nla-Pro NIb CP
oK1 6K2

Figura 1.3: Mapa gendmico do género Potyvirus. O genoma é monopartido, linear,
composto por um +ssRNA de 10 kb em tamanho. Na extremidade 3" tem uma cauda poli
(A) e na extremidade 5” possui uma proteina ligada ao genoma, a VPg.

A Sitio de clivagem Nla-Pro

V7 Sitio de clivagem HC-Pro
<> Sitio de clivagem P1-Pro

Adaptado: (Adams et al., 2017)
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Tabela 1.3: Caracteristicas e funcdes das proteinas codificadas por Potyvirus.

Proteinas kDa Funcéo Referéncia
Serina Proteinase auto-clivagem C-terminal .
P1 32-64 Patogenicidade ) Nagyova A A2
< . A Pesin et al., 2014
Supresséo do silenciamento génico
Transmissao por afideo Govier et al., 1977
Cisteina protease auto-clivagem C-terminal  Carrington et al.,
HC-Pro 56-58 Movimento sistémico 1982
Sinergismo com outros virus Jada e Lehto, 2011
Supressao do silenciamento génico Desbiez at al.,2010
Patogenicidade Luan et al., 2016
P3 37 Reconhecimento do hospedeiro Cuietal., 2017
Replicagdo viral Kang et al., 2018
6K1 6 Replicacdo viral Cui e Hang 2016
ATPase/RNA helicase Edwardson, 1966
cl 70 Replicacdo de RNA Gabrenaiteet al., 2008
Movimento célula-célula Fernandez et al., 1997
Fator de virulencia Sorel et al., 2014
6K2 5 Ligacdo ao complexo viral de replicacdo do Wei, et al., 2010
genoma
Iniciador de replicagéo do genoma; ‘;'g?f 2 LalllsBis,
VPg 21-24 Interacdo com fatores de traducédo elFAE Wang e
Supressao do silenciamento génico Krishnaswamy, 2012
Serina Proteinase, clivagem da poliproteina ~ Adams et al., 2005
Nla-Pro 49 em Cis e trans Anindya e Savithri,
Atividade DNase 2004
NIb 5 U POUEEES CEEReEiEa KN Hajimorad et al., 1996
Replicacdo do genoma
Transmissao por vetor Shukla e Ward, 1989
Movimento viral Bhat et al., 2013
CP 28-40 Amplificacdo do genoma Dombrovsky et al.,
Encapsidacdo e montagem do virus 2005
Mahajan et al., 1996
PIPO Movimento viral King et al., 2012

Os Potyvirus se replicam em vesiculas produzidas pela remodelagem das

membranas do reticulo endoplasmatico (RE). Quase todas as proteinas desempenham um

papel na replicagédo viral, exceto CP e PIPO que ndo desempenham um papel nesse

processo (Grangeon, Jiang, et al., 2012). A replicagéo viral se inicia com a proteina 6K2,

pela formagdo de vesiculas que movimentam-se até os cloroplastos, onde é o local

sugerido para replicacdo (Wei, Huang, et al., 2010) (Figura 1.4)
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Além da proteina 6K2 que ancora na menbrana do ER (Wei, Huang, et al., 2010),
as principais proteinas envolvidas na replicacdo sdo a N1b, atua como uma RNA replicase,
sendo assim uma RNA polimerase dependente de RNA (RpRd) (Hung e Hunt,1986), a
Cl, que vai atuar como uma helicase desnaturando regides de fita dupla (Eagles et al.,
1994), a VPg e a Nla, que interagem com o NIb, melhorando sua atividade e promovendo
a iniciacdo ou um evento precoce relacionado a sintese do RNA (Fellers et al., 1998). A
P3 esta associada ao ER e com as vesiculas produzidas pela protéina 6K2, entretanto a
sua funcdo nesse processo ainda precisa ser determinada (Kekarainen et al., 2002).

Segundo Cui e Hang (2016), a protéina 6K1 forma inclusdes pontuais no estagio
inicial da infeccdo viral e foi co-localizada com a replicase NIb. A protéina 6K2 também
se associa aos cloroplastos, sugerindo que seja necessaria para a replicacdo viral, sendo
um elemento viral importante do complexo de replicacdo no estagio inicial da infeccéo.
A HC-Pro, que esta envolvida na supressdo do silenciamento génico, protege o RNA viral
e seus intermediarios replicativos ndo-encapsidados (Burgyan e Havelda, 2011).
Entretanto, segundo Ala-Poikela e colaboradores (2011), a interacao da proteina HC-Pro
com as proteinas virais Cl e VPg e proteinas vegetais elFAE e elF (iso) 4E (Fotor de
iniciacdo da traducdo) sugerem que a HC-Pro esteja envolvida na replicacdo de Potyvirus.
A P1 ndo ¢ essencial para a replicacdo, sua a atividade de protease ndo € essencial para a
infectividade viral, mas é necessaria para clivagem da HC-Pro, atuando como um
acessorio na amplificacdo do genoma (Verchot e Carrington, 1995a).

A presenca de vesiculas na membrana e as proteinas virais necessarias para a
replicacdo (VPg—NIlaPro, NIb, and CI), juntamente com fatores do hopedeiro
indentificados por estarem envolvidos na sintese de proteinas virais (elF4E, PABP,
eEF1A, AtRH8 e HSP70/HSC70) indicam que a traducdo do RNA viral e a replicagéo de

potyvirus sdo eventos que acontecem simultaneamente ( Figura 1.4; Hafrén et al., 2010;
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Jiang e Liberté, 2011). Entretanto ndo se sabe ainda se a traducdo ocorre no citoplasma
ou dentro de vesiculas Tendo em vista que a sintese de RNA viral e a traducdo viral séo
processos que estdo relacionados, as interagdes, sua regulacdo e o papel de fatores do
hospedeiro envolvidos nesses processos precisam ser estudadas (Reves e Garcia, 2015).
1.3.3. Movimento viral

Previamente ao processo de movimento, 0s virus precisam assegurar as etapas de
replicacdo e expressdo, a fim de acumular quantidade suficiente de RNA e proteinas para
promover sua permanéncia nas células infectadas e para viabilizar transmisséo eficiente
para outras células (Reves e Garcia, 2015).

No caso dos Potyvirus, o complexo replicativo se movimenta na célula utilizando
os microfilamentos de actina, com envolvimento da miosina XI-K, e move-se através do
plasmodesma para chegar nas células vizinhas, onde reinicia 0 processo de replicacao
(Ciu et al., 2010; Grangeon et al., 2012). As proteinas envolvidas no processo de
movimento viral célula-a-célula séo a CP, CI, PIPO e HC-Pro.

A regido central e o C-terminal da CP e o N-terminal da ClI sdo importante para o
movimento célula-a-célula dos potyvirus (Seo et al., 2013). A Cl forma estruturas conicas
correspondentes as inclus@es cilindricas. Esta estrutura foi observada atravessando o
plasmodesma conectando células vizinhas (Roberts et al., 1998). A CP ja foi observada
préximo ou dentro dos cones formados pela Cl e nas cavidades do plasmodesma,
juntamente com o0 RNA que se associa a essas estruturas. Com isso, pode-se sugerir que
a Cl e a CP atuam na translocagdo do RNA viral através do plasmodesma. A Cl, neste
caso, pode posicionar a particula viral ou Ribonucleoproteinas (RNA viral ligada a CP)
para a translocacdo ( Figura 1.4; Rodriguez-Cerezo et al., 1997). Entretanto, segundo

Rojas e colaboradores (1997), somente a CP e a HC-Pro se movimentam, pois ambas séo
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capazes de aumentar o limite de exclusdo do plasmodesma facilitando o movimento viral
célula-a-célula (Rojas et al., 1997).

Vijayapalani e colaboradores (2012) demostraram que a P3N-PIPO foi capaz de
movimentar-se quando expessa sozinha sob o comando do promotor 35S em folhas de N.
benthamiana, sugerindo que essa proteina poderia estar envolvida no movimento viral. A
co-expressdo da Cl com a P3N-PIPO resultou na mudanca de localizacdo celular da Cl
(agregados no citoplasma), passando a localizar-se junto com a P3N-PIPO e a PDLP1
(Plasmodesmata-located protein 1) na parede celular (Thomas et al., 2008). Wei e
colaboradores (2010) demostraram a interacdo dessas duas proteinas por BIiFC
(Fluorescéncia Bimolecular Complementar), assim como o movimento da CI/P3N-PIPO
através do plasmodesma, corroborando com os resultados demostrados anteriormente
(Wei et al., 2010).

Com isso, Reves e Garcia ( 2015) propuseram um modelo de movimento célula-
a-célula para os Potyvirus. O complexo CI/P3N-PIPO/6K2 é formado na membrana do
reticulo endoplasmaético, induzindo estruturas perinucleares. O complexo movimenta-se
utilizando as vias secretéras da célula e ancora no plasmodesma pela interacdo da PIPO
com a proteina PCaP1(Proteina de ligacdo a Calcio associada a membrana), presente na
membrana plasmatica. Mais moléculas de CI se ligam ao complexo CI/P3N-PIPO, pois a
Cl tem a capacidade de interagir com ela mesma, formando as estruturas conicas. A CP
e as moléculas de RNA recém sintetizadas se deslocam ao longo dos microfilamentos em
direcdo ao plamodesma e se ligam nas estruturas conicas, se movendo através do

plasmodesma para as células vizinhas (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Representacdo esquematica dos principais eventos no ciclo de infec¢cdo por
potyvirus. O virus entra na célula hospedeira por inoculacdo mecanica através do inseto
vetor, o pulgdo. Apo6s a desencapsidacdo, 0 RNA gendmico € traduzido pelo ribossomo
do hospedeiro em uma poliproteina que é posteriormente processada por trés proteases
virais (Nla-Pro, HC-Pro e P1-Pro). Pelo menos seis proteinas virais, Cl, 6K2, Nla, Nlb,
HC-Pro e P3, estdo envolvidos na replicacdo viral. Os potyvirus montam seus complexos
de replicacdo (VRCs) como vesiculas que ancoram as membranas do reticulo
endoplasmatico usando componentes sequestrados da via secretora. Vesiculas virais sdo
transportadas ao longo de filamentos de actina em direcdo a parede celular e ao PD. Como
um mecanismo alternativo, as vesiculas virais sdo transportadas diretamente para as
células vizinhas através do PD. Nas fases posteriores da infeccdo, as vesiculas se fundem
com membranas dos cloroplastos formando estruturas globulares perinucleares. Sugere-
se que pelo menos quatro proteinas virais, Cl, VPg, CP e P3N-PIPO, participam do
movimento célula-célula que envolve a formacdo de estruturas tipo cata-vento pela
proteina Cl, associadas ao PD. Uma possibilidade é que o movimento célula-célula dos
potyvirus ocorre na forma de complexos RNP. O RNA viral derivado do VRC pode ser
traduzido e incorporado na progénie VRCs, permitindo que o RNA participe de novas
rodadas de replicacdo viral, ou 0 RNA viral pode ser empacotado para a formacgédo do

virions ou direcionado a degradacéo (lvanov et al., 2014).
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1.3.4. Transmissao

As espécies de virus pertencentes ao género Potyvirus sdo transmitidas
naturalmente por afideos, de maneira ndo persistente, isto €, ndo circulativo, requerendo
assim, um periodo de aquisicdo curto de alguns segundos até poucos minutos. Dessa
forma, o periodo de laténcia é ausente e periodo de retencéo € curto, inferior a uma hora.
Para esse tipo de transmissdo, um periodo de jejum para a pré-aquisicdo aumenta a
eficiéncia de transmissdo. Ja um periodo de aquisicdo superior a cinco minutos diminui
esta eficiéncia (Hollings e Brunt, 1981). Para que ocorra a transmissdo por afideo, duas
proteinas importantes sao requeridas neste processo, a HC-Pro e a CP (Gal-on et al.,
1992).

Analises experimentais e de comparacdo de sequéncias identificaram na HC-Pro
dois motivos conservados tanto no N-terminal quanto no C-terminal da proteina
importantes na tramissdo por afideo. O motivo KITC e o PTK se ligam ao virido e ao
estilete do pulgdo, fornecendo uma ponte para ligar as particulas do virus ao pulgéo
(Pirone e Blanc, 1996). Um outro motivo importante foi encontrado na CP. O motivo
DAG, identificado no N-terminal da CP, interage com o motivo PTK, favorecendo a
transmissao (Blanc et al., 1998). Com isso, esses dados suportam um modelo “bridge”,
no qual os motivos PTK e DAG determinam a interacdo de HC-Pro e CP, enquanto o
motivo KITC medeia a interacdo do virus com o estilete do pulgdo (Ruiz-Ferrer et al.,
2005).

1.3.5. Johnsongrass mosaic virus

O Johnsongrass mosaic virus (JGMV; familia Potyviridae, género Potyvirus) €
uma espécie de potyvirus importante, causando sintomas de mosaico e intensa perda em
produtividade em varias monocotileddneas. JGMV foi primeiramente descrito como

Maize dwarf mosaic virus (Shukla et al., 1987) e, logo apds na Australia, como Sugarcane
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mosaic virus com base em propriedades bioldgicas e soroldgicas (Taylor e Pares, 1968;
Teakle e Grylls, 1973). Posteriormente, Shukla e Ward (1989) determinaram a sequéncia
nucleotidica e aminoacidos da CP de JGMV, demonstrando que esse virus era de fato
uma nova espécie do género Potyvirus, sendo entdo renomeado como Johnsongrass
mosaic virus. A ocorréncia de JGMV foi relatada na Australia (isolado JGMV-Jg; Karan
et al., 1992; Gough e Shukla, 1993), Venezuela (isolado JGMV-Brac; Marifio et al.,
2009), Colémbia (Morales et al., 1996), nos Estados Unidos (isolados JGMV-MDO e
JGMV-KS1; McDaniel e Gordon, 1989) e no Brasil (isolado JGMV-Penni; Silva et al.,
2013).

A sequéncia aminoacidos da CP de JGMV apresenta o0 motivo DAG, indicando
que esse virus pode ser transmitido por pulgbes (Rybicki e Shukla 1992).
Experimentalmente foi comprovado que quatro pulgbes sdo responsaveis pela
transmissdo de JGMV: Aphis craccivora, Aphis gossypii, Myzus persicae e
Rhopalosiphum maidis (Teakle e Grylls, 1973).

Plantas de sorgo sdo normalmente suscetiveis a JGMV. Entretanto, a cultivar de
sorgo denominada Krish possui um gene de resisténcia que confere resisténcia a esse
JGMV-Jg. Por outro lado, o isolado de JGMV-KSL1, originario dos Estados Unidos, é
capaz de infectar plantas de sorgo da cultivar Krish. Tal isolado JGMV-KS1 foi
caracterizado baseado na sequéncia da CP. Comparando a sequéncia de aminoacidos da
CP do isolado JGMV-KS1 e JGMV-Jg, observou-se algumas divergéncias, tanto na
extremidade N-terminal, quanto na parte central da CP. Divergéncias essas que podem
ser responsaveis pela quebra de resisténcia em sorgo cv. Krish que carrega o gene de

resisténcia JGMV-KS1 (Suranto et al., 1998).

22



1.4. Familia Secoviridae

A familia Secoviridae pertence a ordem Picornavirales, sendo constituida de
especies virais de RNA com particula icosaédrica. A ordem Piconavirales é composta
por familias de virus que infectam uma grande variedade de organismos, dentre eles 0s
invertebrados (Picornaviridae), artropodes (Dicistroviridae), insetos (Iflaviridae), algas
(Marnaviridae) e plantas (Secoviridae) (Thompson et al, 2014; Le Gall O et al, 2008).

Atualmente, a familia possui uma sub-familia denominada de Comovirinae, que
inclui os géneros Nepovirus, Comovirus e Fabavirus, ademais, possui géneros virais que
até o momento ndo foram atribuidos uma sub-familia, sendo eles os géneros Cheravirus,
Sadwavirus, Torradovirus, Sequivirus e Waikavirus. Os géneros Nepovirus, Comovirus,
Fabavirus, Cheravirus, Sadwavirus e Torradovirus apresentam genoma bipartido, isto &,
possui dois segmentos gendémicos. Por outro lado, os géneros Sequivirus e Waikavirus

apresentam genoma monopartido (Figura 1.5).

Capa protéica (CP)

Figura 1.5: Desenho Esquematico de particula viral icosaédrica caracteristica de espécies
da familia Secoviridae. A: Particula viral caracteristica de virus monopartido. B: Particula
caracteristica de virus bipartido. Fonte: Viralzone expasy

Os géneros e espécies virais pertencente a familia Secoviridae infectam
exclusivamente plantas. Sdo geralmente ndo-envelopados e seu genoma consiste em uma
ou duas moléculas de +ssRNA, sendo que o tamanho €é diferente para cada género. O

RNA é monocistronico, isto ¢, codifica apenas uma poliproteina (Thompson et al., 2017).
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Possui uma extremidade 3" poliadenilada (cauda poli (A)), com exce¢do do género
Sequivirus, que nao possuem aparentemente poliadenilacdo. A extremidade 5° do RNA
possui uma proteina VPg covalentemente ligada ao RNA (Sanfacon et al., 2011). A
familia é caracterizada por possuir um namero variado de capa proteica (CP), sendo que
dependendo do género pode possuir de uma a trés CPs (Figura 1.6; Sanfacon et al, 2009;
Sanfacon et al, 2013).

As ORFs de virus da familia Secoviridae codificam uma poliproteina, que é
clivada por proteases codificadas pelo préprio virus, ndo havendo até o momento
identificacdo de proteases do hospedeiro envolvidas neste processo (Le Gall et al., 2008).
O RNA viral codifica proteinas conservadas e funcionais como a Helicase (HEL), a RNA
polimerase dependente de RNA (RpRd) e a 3C-like protease, formando o bloco de
replicacdo viral (Sanfacon et al, 2009). Cada segmento do genoma codifica uma
poliproteina que é clivada pela cisteina protease 3C-protease, que é estruturalmente
relatada como Quimotripsina-like por parecer estruturalmente com a enzina
Quimotripsina, que quebra ligaces especificas de aminoacidos aromaticos, como
fenilalanina, triptofano e tirosina (Bazan e Letterick, 1988; Dougherty e Semler 1993;

Gorbalenya et al, 1989; Sanfacon et al, 2009).
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Figura 1.6: Organizacdo gendmica de membros representativos da familia Secoviridae.
A figura mostra géneros com as respectivas espécies tipo entre parénteses. Cada RNA é
mostrado com as ORFs representadas. Os circulos descrevem as moléculas de VPg
covalentemente anexadas na extremidade de 5° dos RNAs. Os circulos negros
representam as VPgs confirmadas experimentalmente e os circulos abertos representam
VPgs preditas. As caudas de poliA sdo representadas na extremidade 3"dos RNA quando
presentes como An. As setas vermelhas e azuis representam regides de extensa identidade
de sequéncia entre os RNAs 1 e RNA 2. Dominios proteicos com motivos conservados
para a Helicase (mostrado em laranja), VPg (roxo), protease (Pro, amarelo), RNA-
dependente de RNA polimerase (Pol, vermelho), proteina de movimento (MP, verde) e
proteina (s) da Capa (CP, azul). A estrela representa um motivo conservado encontrado
na protease (Co-Pro) de comovirus e na proteina equivalente de outros virus. Sitios de
clivagem de proteases identificadas experimentalmente ou deduzidos por comparagoes
de sequéncias séo indicadas por linhas verticais sélidas. Possiveis ORFs no genoma do
género Waikavirus sdo mostrados com retangulos pontilhados e RNAs subgenémicos
preditos sdo mostrados por setas pontilhadas abaixo do genoma do Waikavirus. Adaptado
de Thompson et al., (2017)
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1.4.1 Género Waikavirus

A organizacao gendmica de Waikavirus é semelhante ao dos Sequivirus, exceto
por apresentar pequenas ORF na extremidade 5 e na 3" do virus, sobrepondo a
poliproteina, mas em fase de leitura diferente. Essas pequenas ORFs foram detectadas no
isolado MCDV-S de Maize chlorotic dwarf virus (MCDV), mas as analises das
sequéncias nucleotidicas do genoma do MCDV néo mostraram que estes RNAs podem
ser subgenémicos (Reddick et al., 1997). Entretanto, segundo Shen e colaboradores
(1993), para Rice tungro spherical virus (RTSV), a espécie tipo do género, ha evidéncias
experimentais que o RNA subgenémico é produzido em regido da extremidade 3" do
RNA. A presenca da VVPg ainda ndo foi confirmada para este género viral (Reddick et al.,
1997).

Os hospedeiros dos Waikavirus sdo limitados a poucas familias de plantas, ndo
sendo transmitidos mecanicamente, o que dificulta a identificacdo de possiveis plantas
hospedeiras. A transmissdo dos virus pertencentes a este género € de maneira semi-
persistente, isto €, 0s virus ndo circulam no inseto vetor, mas sdo transmitidos logo apds
a aquisicao até por longos periodos, podendo ser transmitidos tanto por afideo como por
cigarrinha (Cassoneet al., 2014). Ha indicios de que os Waikavirus podem auxiliar na
transmisséo de outro virus pelo inseto vetor, como no caso do Parsnip yellow fleck virus
(PYFV), um Sequivirus que é transmitido para Anthriscus sylvestris somente na presenca
do Waikavirus Anthriscus yellows virus (AYV), e no caso de Rice tungro baciliform virus,
que somente foi capaz de ser transmitido para plantas de arroz pela cigarrinha Nephotettix
virescens na presenca do Waikavirus Rice tungro spherical virus (Hibino., 1993; Murant
e Gould, 1968). Até o momento, apenas 4 espécies foram aceitas pelo comité taxondmico

de virus pertencentes a esse género estdo descritas na Tabela 1.4.
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Tabela 1.4: Espécies de virus pertencentes ao género Waikavirus aceitas pelo
comité taxonémico de virus (ICTV)

Nome do virus Abreviacao GenBank
Rice tungro spherical virus RTSV NC-001632
Maize chlorotic dwarf virus MCDV NC-003626
Anthriscus yellows virus AYV N&o tem namero
Bellflower vein chlorosis virus BVCV NC-027915

O Rice tungro spherical virus causa a doenca importante na cultura do arroz
(Oryza sativa L.) (Shen et al., 1993). Por muitos anos este virus causou perdas nesta
cultura em paises do sul e sudeste da Asia, onde existe uma grande producéo de arroz,
pois a etiologia desta doenca ainda era desconhecida. Somente em 1960, devido ao
aumento da incidéncia de doencas na cultura, e a falta de conhecimento deste novo tipo
de interacdo, muitos grupos de pesquisas comecaram a estudar essa doenca. Ja nessa
época, observou-se a presenca de particulas virais em plantas doentes e a grande
incidéncia de cigarrinha nestas plantas. Em 1978, a presenca de sintomas em plantas de
arroz foi associada a presenca de dois virus, o Rice tungro spherical virus (Waikavirus) e
0 Rice tungro bacilliform virus (Pararetrovirus), sendo os dois transmitidos pela
cigarrinha Nephotettix virescens. A partir da identificacdo dos agentes etioldgicos, a
doenga foi denominada de “Rice tungro Disease” (RTD) (Shen et al., 1993).

O virus Bellflower vein chlorosis virus foi encontrado infectando plantas de Flor-
de-Sino (Campanula spp.) na Coreia em 2014. Flor-de-Sino é uma planta ornamental
perene comumente cultivada em todo mundo. Sintomas de clorose nas veias e
amarelecimento foram observados em folhas infectadas. O genoma completo deste virus
foi determinando pelo sequenciamento em larga escala, utilizando a plataforma Illumina

TruSeq. O genoma é correspondente as espécies pertencentes ao género Waikavirus,
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sendo assim composto por +sSRNA monopartido com 11.649 nucleotideos. A
poliproteina codificada possui identidade maxima de 42% da sequéncia de aminoacido
com a poliproteina de Rice tungro spherical virus. A andlise filogenética mostrou que o
BVCV € mais relacionado com o cluster RTSV, junto com os membros do género
Waikavirus. Com a andlise filogenética e a analise da sequéncia completa do genoma,
sugere-se que este virus pertenca a este género, sendo assim o primeiro relato deste virus
(Seo et al., 2015).

Anthriscus yellows virus foi isolado pela primeira vez de Anthriscus sylvestris por
Murant e Goold (1968), sendo transmitido pelo afideo Cavariella aegopodii de forma
semi-persistente e auxiliando diretamente na transmissao de Parsnip yellow fleck virus
(PYFV) (Elnagar e Murant, 1976). Os unicos hospedeiros descritos até 0 momento para
este virus foram Anthriscus sylvestris, Anthriscus cerefolium e Coriandrum sativum
(Murant e Goold., 1968). A sequéncia nucleotidica deste virus ainda ndo foi determinada.
1.4.2. Maize chlorotic dwarf virus

Na década de 60’s, vérias doencgas viroticas apareceram infectando milho no
sudeste dos Estados Unidos, onde existia uma ampla distribuicdo de cigarrinhas,
causando danos econdmicos aos produtores. Entre elas estava uma doenga que era
denominada de "agente do nanismo", transmitida pela cigarrinha Graminella nigrifons
(Nault et al., 1973). Em meados da década de 70’s esta doenca foi amplamente distribuida
no oeste do Texas, no Golfo do México e no sul de Ohio (Gordon et al., 1977). No ano
de 1972 e 1973 foram identificadas particulas virais em plantas de milho infectadas e
associadas com a transmissdo por cigarrinha. No mesmo ano, um virus foi identificado
como o causador da doenga, sendo denominado de Maize chlorotic dwarf virus (MCDV)

(Nault e Madden, 1988).
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O virus foi originalmente identificado e descrito pela primeira vez em Ohio no
ano de 1969 por Rosenkranz (Rosenkranz., 1969; Stewart et al., 2011). Atualmente, 0s
quatro isolados de MCDV existentes foram descritos de acordo com a sintomatologia,
sorologia e localizacdo geografica, sdo eles MCDV-ML1 (isolado fraco- AY829112) (Hunt
et al., 1988), MCDV-TN (isolado do estado de Tennessee- U67839) ou isolado MCDV-
T (Isolado tipo) (Mcmullen et al. 1996; Reddick et al., 1997), MCDV-OH (Reddick et al.,
1997) e MCDV-S (lIsolado severo- AY36255) (Chaouch et al., 2004). No ano de 2017,
foi demonstrada pela primeira vez a funcédo da proteina P1 ou R78 de MCDV como sendo
supressora de silenciamento génico (Stewart et al., 2017). Entretanto, pouco se conhece
a respeito das fungdes das proteinas expressas pelo virus do género Waikavirus.

A transmissdo desde virus € realizada pela cigarrinha Graminella nigrifrons
(Hamada et al., 2004). Para ser transmitido por inseto, esse virus necessita de uma
proteina denominada como componente auxiliar (HC). Evidéncias de que este
componente nao faz parte do genoma viral do MCDV foram relatadas (Stewart et al.,
2011). Entretanto, purificados do isolado MCDV-S e MCDV-M1 foram transmitidos por
cigarrinha apos a alimentacdo de plantas de milho infectada com os virus (Cremer et al.,
1993). A observacdo de uma matriz de particula viral no estdmago da cigarrinha G.
nigrifrons levou a sugerir que esta matriz pode conter o componente auxiliar permitindo
que o virus seja retido e transmitido pelo vetor (Steven et al., 1988). Em 2004
experimentos avaliando o acumulo de proteinas virais do MCDV em cigarrinha, o
anticorpo para a proteina R78 detectou a proteina P25 em cigarrinhas viruliferas, mas ndo
em cigarrinhas que se alimentaram de plantas sadias, levando a considerar que a P25
poderia ser a proteina HC do MCDV. O suporte de que a P25 poderia ser o componente
auxiliar do MCDV veio devido a ndo detec¢do da proteina em cigarrinhas ap6s o periodo

de 48 h de aquisicéo, correspondente com a falta de transmisséo continua do MCDV por
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G. nigrifrons por cerca de 48 h ap6s a aquisi¢cdo do virus (Cremer et al., 1993; Chaouch-
Hamada et al., 2004). A cigarrinha G. nigrifrons transmite os 4 isolados descritos de
MCDV (MCDV-S, MCDV-TN ou MCDV-T, MCDV-OH e MCDV-ML1), sugerindo uma
certa conservacao no inseto vetor responsavel pela transmissao (Reddick et al., 1997;
Gingery e Nault, 1990; Nault et al., 1973; Chaouch-Hamada. et al., 2004).
Adicionalmente sdo necessarias pesquisas para elucidar o mecanismo de acéo para HC
do MCDV (Chaouch-Hamada et al., 2004).

Santa-Cruz e colaboradores (1993) observaram que 0s Vvirus pertencentes a esse
género estdo limitados ao floema do tecido vegetal. Entretanto, o MCDV ja foi observado
no mesofilo. Estudos comparativos usando estirpe mais fraca (MCDV-M1) e mais forte
(MCDV-T) revelaram a presenca desses virus no parénquima vascular e no floema (Fith

e Atkins, 2008).
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1.5. Objetivos do trabalho proposto

Nos ultimos anos, tem sido relatado frequentemente em campo de plantas
forrageira a ocorréncia de sintomas tipicos de infeccdes virais como mosaico,
amarelecimento generalizado e nanismo em diversas forrageiras. Essas ocorréncias
indicam a possivel presenca de patdgenos virais em areas de pastagens naturais ou
cultivadas. A alta severidade de doencas viréticas observadas em plantas forrageiras,
aliada a falta de conhecimento dos agentes etioldgicos de doencas virais nesse grupo de
plantas no Brasil, demonstram a necessidade de se realizar um levantamento desses
patdgenos em areas de pastagens. Além disso, o conhecimento dos mecanismos de acao
do processo de infeccdo desses virus é essencial para o desenvolvimento de medidas
protetivas e de estratégias de controle da infeccdo. Nesse contexto, 0 objetivo do trabalho
proposto foi:
1. Caracterizacdo bioldgica e molecular de Johnsongrass mosaic virus identificado
no sequenciamento de alto desempenho.
2. Caracterizacdo molecular de Maize chlorotic dwarf virus identificado no
sequenciamento de alto desempenho.
3. Co-localizar as proteinas P1, CP1, CP2 e CP3 de MCDV com marcadores de

organelas visando inferir func@es bioldgicas dessas proteinas no processo infectivo.
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CAPITULO 2: Biological and molecular characterization of a highly divergent

Johnsongrass mosaic virus isolate from Pennisetum purpureum

Este capitulo foi publicado em verséo ligeiramente modificada no periodico Archives of
Virology por Silva KN, Melo FL, Orilio AF, Nagata T, Silva MS, Fernandes CD, Fragoso
RR, Dessaune SN, Resende RO: Biological and molecular characterization of a highly
divergent johnsongrass mosaic virus isolate from Pennisetum purpureum.

Archives of Virology, volume 161, issue 7, pp. 1981-1986, July 2016.
https://doi.org/10.1007/s00705-016-2832-9

Resumo: A sequéncia completa do genoma (9.865 nucleotideos) de um isolado
de Johnsongrass mosaic virus altamente divergente (JGMV-CNPGL) foi determinada
usando o sequenciamento Illumina. Este isolado infectou 10 genétipos de plantas
gramineas, incluindo milho. Uma analise comparativa do genoma completo mostrou 80%
de identidade de sequéncia nucleotidica, nt, (ou 86% de identidade de sequéncia de
amino&cidos, aa) a um Johnsongrass mosaic virus da Australia. Os valores de identidade
da proteina de capa (CP), no entanto, foram inferiores aos de todo o genoma (78% e 80%
para nt e aa, respectivamente) e estavam préximos dos valores de demarcacdo das
espécies (77% nt e 80% aa). Inesperadamente, a por¢do amino terminal da CP de JGMV-
CNPGL mostrou apenas 38% de identidade de sequéncia com outros isolados de JGMV.

As implicaces bioldgicas dessa divergéncia de sequéncia ainda precisam ser elucidadas.
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Abstract: The complete genome sequence (9,865 nucleotides) of a highly
divergent Johnsongrass mosaic virus isolate (JGMV-CNPGL) was determined using
Illumina sequencing. This isolate infected 10 genotypes of gramineous plants including
maize. A comparative analysis of the complete genome showed 80% nucleotide (nt)
sequence identity (86 % amino acid (aa) sequence identity) to a Johnsongrass mosaic
virus isolate from Australia. The coat protein (CP) identity values, however, were lower
than those for the whole genome (78% and 80% for nt and aa, respectively) and were
close to the species demarcation values (77% nt and 80% aa). Unexpectedly, the amino
terminal portion of CP of JGMV-CNPGL showed only 38% sequence identity to other
JGMYV isolates. The biological implications of this sequence divergence remain to be

elucidated.

Elephant grass (Pennisetum purpureum) is a perennial grass belonging to the
Poaceae family, which includes maize, sorghum, wheat, rice, oat, barley, millet,
brachiaria and panicum. Elephant grass, also known as napier grass, was first described
in 1827 by Heinrich Schumacher in Africa, where this species was originated [2, 5]. A
relatively recent study using nuclear and plastid genes, together with morphological
analysis, suggested the unification of Pennisetum, Odontelytrum and Cenchrus under the
former genus [5]. Elephant grass was introduced in Brazil in 1920 and was adapted to
different soil types, except for poorly drained soils [4]. In the last 15 years, it has been
used for cattle feeding due to its nutritional quality and yield [24]. Recently, its potential
as biomass source for bioethanol production has been recognized [23]. Elephant grass has
been propagated by vegetative means using mature stems [24], what could favor the

accumulation of viruses. Up to date, four viral genera (Potyvirus, Mastrevirus,
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Sobemovirus and an unclassified virus of Luteoviridae family) have been reported
infecting this grass. In Brazil, Johnsongrass mosaic virus was recently reported infecting
elephant grass by our research group [16].

Johnsongrass mosaic virus (JGMV; Family Potyviridae, genus Potyvirus) is an
important viral species, which causes mosaic symptom and intense loss in several
monocots plant this virus is transmitted in a non-persistent manner by the aphid species:
Aphis craccivora, Aphis gossypii, Myzus persicae and Rhopalosiphum maidis [20]. The
virus was firstly described as Maize dwarf mosaic virus [18] and after as a Johnsongrass
strain of Sugarcane mosaic virus, based on biological and serological properties in
Australia [20; 21]. Moreover, Shukla and Ward [19] demonstrated, based on nucleotide
and amino acid sequences of coat protein, that this virus was indeed a new species of
Potyvirus genus, after renamed as Johnsongrass mosaic virus. Previous reports have
demonstrated the occurrence of this virus in Australia [7; 8,18], South America [11, 12,
16] and the USA [13; 19]. In the USA, JGMV was firstly isolated in Texas and described
as MDMYV isolate capable of infect oat, johnsongrass and maize [13], and now this strain
is designated JGMV-MDO [19]. JGMV has been also reported in Venezuela infecting
several varieties of maize [6; 11] and in Colombia infecting Brachiaria spp. (JGMV-
Brac) [12]. In a previous work a distinct JGMV isolate was reported in Brazil [16].

Here, we performed the biological and the complete molecular characterization of
this unique JGMV Brazilian isolate (hereafter designated as JGMV-CNPGL). Firstly,
potyvirus-like flexuous and filamentous viral particles were observed in leaves P.
purpureum. Leaf tissues were contrasted with 2% phosphotungstic acid and then
visualized in transmission electron microscopy (Fig. 2.1A). The JGMV-CNPGL obtained
from P. purpureum (Fig. 2.1C) leaves was mechanically inoculated into 14 putative host

plants to determine its host range and the characterization of symptoms expression. These
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plants were kept in greenhouse for 30 days and the symptoms monitored during this
period. The first symptoms appeared at 13 days after inoculation (dpi) and the infection
was confirmed by RT-PCR using specific designed oligonucleotideos (JG8352-F
CAAAGCCCCATACTTGTCGG; JG9413-R TTAGCCCCACGGTATGAATG). Only
10 hosts were susceptible to the JGMV-CNPGL isolate presenting mainly two types of
symptoms: chlorotic veins observed in Zea mays 2B587, Zea mays 3646H1(Fig. 2.1B)
and Millet ADR500 and mosaic symptoms in Brachiaria brizantha cv. Arapoty,
Brachiaria brizantha cv. Xaraés, Panicum maximum cv. Mombaca (Guineagrass) (Fig.
2.1D), Panicum maximum cv. Massai, Panicum maximum C12, BRS Capileto, Sorghum
bicolor BRS332 (Fig. 2.1E). The JGMV-CNPGL isolate was unable to infect Wheat
BRS264, Hordeum vulgare L. VCU-CPAC (Barley), Crotalaria juncea and Glycine max
(Soybean) under the tested conditions. Comparatively, JGMV-CNPGL host range was
similar to those reported for JGMV-N [15] and JGMV-MDO [19]. Crucially, JGMV-
CNPGL isolate was able to infect maize genotypes, suggesting that this virus represent a
potential threat to this important crop. Brazil is the world’s third largest maize producer
planting, yearly, over 15.8 million ha, which represents 80 million ton of maize grains

productions.
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Fig. 2.1: A. Virus particles of Johnsongrass mosaic virus JGMV-CNPGL isolate

infecting Pennisetum purpureum; B. Symptoms of isolate JGMV-CNPGL in Zea mays
3646H1; C. Symptoms induced by the JGMV-CNPGL isolate in Pennisetum purpureum;
D. Symptoms of isolate JGMV-CNPGL in Panicum maximum cv. Mombaga; E.
Symptoms of isolate JGMV-CNPGL in Sorghum bicolor BRS332.
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Table 2.1: Accession numbers of polyprotein sequences of distinct Potyviruses. Sequences

were used for nucleotide and amino acid identities comparison and phylogenetic analysis of
the Brazilian JGMV-CNPGL (Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite strain) with

others Potyvirus genome sequences deposited in the GenBank.

Virus Species

N° Accession

Virus Species

N° Accession
GenBank

GenBank
Japanese yam mosaic virus NC_000947 Moroccan watermelon mosaic virus ~ NC_009995
Plum pox virus NC_001445 Squash vein yellowing virus NC_010521
Pepper mottle virus NC_001517 Verbena virus Y NC_010735
Tobacco etch virus NC_001555 Algerian watermelon mosaic virus NC_010736
Potato virus Y NC_001616 Fritillary virus Y NC_010954
Pea seed-borne mosaic virus NC_001671 Narcissus yellow stripe virus NC_011541
Tobacco vein mottling virus NC_001768 Zantedeschia mild mosaic virus NC_011560
Papaya ringspot virus NC_001785 Pepper veinal mottle virus NC_011918
Sweet potato feathery mottle virus NC_001841 Cassava brown streak virus NC_012698
Turnip mosaic virus NC_002509 Triticum mosaic virus NC_012799
Peanut mottle virus NC_002600 Canna Yellow Streak virus NC_013261
Soybean mosaic virus NC_002634 Sugarcane streak mosaic virus NC_014037
Zucchini yellow mosaic virus NC_003224 Sunflower chlorotic mottle virus NC_014038
Maize dwarf mosaic virus NC_003377 Freesia mosaic virus NC_014064
Bean common mosaic virus NC_003397 Panax virus Y NC_014252
Sugarcane mosaic virus NC_003398 Bidens mottle virus NC_014325
Scallion mosaic virus NC_003399 Pepper yellow mosaic virus NC_014327
Bean yellow mosaic virus NC_003492 Brugmansia suaveolens mottle virus  NC_014536
Clover yellow vein virus NC_003536 Sweet potato virus C NC_014742
Dasheen mosaic virus NC_003537 Passion fruit woodiness virus NC_014790
Lettuce mosaic virus NC_003605 Ugandan cassava brown streak virus NC_014791
Johnsongrass mosaic virus NC_003606 Lupine mosaic virus NC_014898
Cocksfoot streak virus NC_003742 Apium virus Y NC_014905
Potato virus V NC_004010 Celery mosaic virus NC_015393
Leek yellow stripe virus NC_004011 Hardenbergia mosaic virus NC_015394
Cowpea aphid-borne mosaic virus NC_004013 Chilli ringspot virus NC_016044
Sorghum mosaic virus NC_004035 Keunjorong mosaic virus NC_016159
Potato virus A NC_004039 Yam bean mosaic virus NC_016441
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Bean common mosaic necrosis virus
Wild potato mosaic virus

Peru tomato mosaic virus

Yam mosaic virus

Papaya leaf-distortion mosaic virus
Onion yellow dwarf virus

Oat necrotic mottle virus

Lily mottle virus

Beet mosaic virus

Chilli veinal mottle virus
Agropyron mosaic virus
Hordeum mosaic virus
Watermelon mosaic virus
Cucumber vein yellowing virus
Pennisetum mosaic virus
Thunberg fritillary virus
Wisteria vein mosaic virus
Shallot yellow stripe virus
East Asian Passiflora virus
Konjac mosaic virus

Daphne mosaic virus

Pepper severe mosaic virus
Blackberry virus Y

Narcissus degeneration virus
Basella rugose mosaic virus
Telosma mosaic virus

Wild tomato mosaic virus
Banana bract mosaic virus
Wheat eqlid mosaic virus

Tobacco vein banding mosaic virus

NC_004047
NC_004426
NC_004573
NC_004752
NC_005028
NC_005029
NC_005136
NC_005288
NC_005304
NC_005778
NC_005903
NC_005904
NC_006262
NC_006941
NC_007147
NC_007180
NC_007216
NC_007433
NC_007728
NC_007913
NC_008028
NC_008393
NC_008558
NC_008824
NC_009741
NC_009742
NC_009744
NC_009745
NC_009805
NC_009994

Tomato necrotic stunt virus
Hippeastrum mosaic virus
Sweet potato virus 2

Vallota speciosa virus

Sweet potato virus G
Arracacha mottle virus
Chinese yam necrotic mosaic virus
Caladenia virus A

Iranian johnsongrass mosaic virus
Pokeweed mosaic virus

Rose yellow mosaic virus
Ornithogalum mosaic virus
Yam mild mosaic virus

Blue squill virus A

Colombian datura virus
Brugmansia mosaic virus
Sweet potato latent virus
Sunflower mild mosaic virus
Calla lily latent virus

Donkey orchid virus
Habenaria mosaic virus

Tall oatgrass mosaic virus
Bidens mosaic virus

Zucchini tigre mosaic virus
Narcissus late season yellows
Yellow oat-grass mosaic virus
Carrot thin leaf virus

Vanilla distortion mosaic virus

Asparagus virus 1

NC_017824
NC_017967
NC_017970
NC_017977
NC_018093
NC_018176
NC_018455
NC_018572
NC_018833
NC_018872
NC_019031
NC_019409
NC_019412
NC_019415
NC_020072
NC_020105
NC_020896
NC_021065
NC_021196
NC_021197
NC_021786
NC_022745
NC_023014
NC_023175
NC_023628
NC_024471
NC_025254
NC_025250
NC_025821
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Fig. 2.3. Comparison matrix sequence and phylogenetic analysis of amino acids CP gene
sequence JGMV-CNPGL with others JGMV sequences deposited in the GenBank from
three different countries (Australia, United States and Nigeria). JGMV-USA (JMUQ7217
and JMUO07218J); JGMV- Australia (A27631, Z26920, AY387808J, AY387819,
AY387812, AY387809, AY387810, AY387811, AY387813, AY387815, AY387814,
AY387816, AY387806, AY387807, AY387820, AY387828, AY387817, AF032404,
AY387821, AY387822, AY 387826, AY387825, AY387818, AY387824, AY387823 and
JGMV - Nigeria (P83574J).

To perform the molecular characterization, leaves from the same plant used as
inoculum for the host range trials were ground in liquid nitrogen, homogenized with PBS-
EDTA and B-mercaptoethanol, after filtered with cheesecloth. The filtrate was further
submitted to centrifugation through a sucrose cushion at 33,000 x g for 2 h and the pellet
resuspended in PBS. After partial viral purification, total RNA was extracted using
RNeasy plant mini kit (following the manufacturer's manual). The RNA samples were

sequenced at Catholic University of Brasilia (UCB) using Nextera DNA Library
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Preparation Kit and lllumina MiSeq platform. The paired-ends reads (7,402,180) were
quality-filtered, adapter sequences were removed and assembled de novo using CLC
Genomics Workbench version 6.0.3. The assembled contigs were submitted to blastx
against the Viral RefSeq database and the contigs related to JGMV were selected and
mapped to the reference genome of the JGMV (NC-003606). The final contig presented
9,865 nucleotides (nt), 2 open reading frames (ORFs) and 28,967 reads aligned back to
it. ORF1 encodes a large polyprotein consisting of 3,059 amino acids (aa) encoded by
9,865 nt, which after proteolytic cleavage gives raise to P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2,
VPg, Nla-pro, NIb and CP functional proteins. A small ORF2 encodes P3N+PIPO protein
that is embedded in the P3 cistron identified with the conserved motif G1Ag in the position
2,793-3,068 (91 aa). Moreover, several potyvirus motifs like HXDGXSG and FIIRGR in
P1 [22], GDD in NIb, Y/FK/RNK in HC-Pro [17] and DAG in the CP are conserved.
However, the KITC motif of HC-Pro, which is present in the JGMV Australian isolate,
and proved to be involved in the interaction of viral particle and stylus [3] is absent in the
JGMV-CNPGL isolate. The lacking of this conserved motif for most Potyviruses was
also observed in other virus species of the same genus such as Sweet potato feathery
mottle virus [14] and Wisteria vein mosaic virus [10]. Furthermore, the 5° untranslated
region (UTR) was of 237 nt and the 3" UTR 451 nt, both confirmed using terminal-RACE
strategy. The JGMV-CNPGL genome obtained was deposited in GenBank under the
Accession No. KT833782.

The complete nucleotide sequence of JGMV-CNPGL ORF1 was aligned with
other Potyvirus sequences (Table 2.1) using the translation alignment tool implemented
in Geneious 7.1 [9]. As shown in Fig. 2.2, the JGMV-CNPGL clustered with the JIGMV
isolate and both sequences clustered with Cana yellow streak virus. These species are

grouped in a clade whose members infect only monocots, suggesting an ancestral
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adaptation to these hosts. A comparative analysis of the JGMV-CNPGL whole genome
nucleotide sequences with other viruses available in GenBank showed a nucleotide
identity of 81% nt (87% aa) with Johnsongrass mosaic virus (NC-003606) isolated in
Australia. Nucleotide sequence identity between these viruses were 71% in P1, 76% in
HC-Pro, 85% in P3, 86% in 6K1, 84% in CI, 83% in 6K2, 81% in VPg, 84% in Nia-pro,
85% in Nib, 78% in CP , 63% in 5’UTR and 85% in 3’UTR. As shown in Fig. 2.3, the
CP comparison of the JGMV-CNPGL and the JGMV Australian isolates showed 78%
and 82% of nucleotide and amino acid levels, respectively. These values are slightly
above the threshold of species demarcation (76-77% nt and 80% aa sequence identity)
[1]. Although these two isolates belong to the same species, the N-terminal region CP of
JGMV-CNPGL is highly divergent in the amino acid positions from 9 to 85 aa residues,
showing only 38% identity. Overall, they shared only 60% identity in the entire CP gene.
The biological implications of this striking amino acid sequencing differences remain to
be investigated. Considering that P. purpureum has originated in Africa, it is reasonable
to assume that JGMV also originated in the same area and it will be important to increase
sampling efforts to unravel the virus origin and its evolution in different ecological
regions.
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CAPITULO 3: Sequéncia completa do genoma de Maize chlorotic dwarf virus
encontrado infectando Brachiaria no Brasil
3.1. Introducéo

Maize chlorotic dwarf virus (MCDV) foi descrito pela primeira vez no sudeste
dos Estados Unidos, onde o virus é economicamente prejudicial a cultura do milho. Esse
virus causa sintomas de descoloracdo severa nas folhas, reducdo no crescimento das
plantas, murcha da planta, vermelhiddo ou amarelecimento de folhas e clorose das
nervuras terciarias (Lopes et al., 1994; Reddick et al., 1997). Alguns isolados j& foram
descritos com diferencas em sua sintomatologia em outras regides do mundo. O isolado
MCDV-S, MCDV-T ou MCDV-TN e o isolado de MCDV-OH causam sintomas severos
em milho, como mosaico e amarelecimento das folhas, murcha da planta e
ocasionalmente dificuldade no crescimento de plantas. O isolado MCDV-M1 causa
sintomas leves, entretanto, uma coinfeccdo com o isolado MCDV-T pode causar uma
reducdo de crescimento de plantas de milho infectadas (Roth et al., 1994). Esse capitulo
corresponde ao primeiro relato de MCDV no Brasil e ainda demonstra pela primeira vez
que MCDV, pelo menos esse isolado, tem Brachiaria brizantha como hospedeira,
causando sintomas de mosaico interneval em suas folhas.

A caracterizacdo de um genoma viral ocorre principalmente pelo conhecimento
da sua sequéncia nucleotidica completa. Com base nessa sequéncia completa, varios
estudos podem ser desenvolvidos, levando ao entendimento da organizacdo gendmica
viral, bem como ao conheciemnto de seu processo infectivo, associado a replicacao,
movimento na célula e a estratégia viral para superar o sistema de defesa das plantas.

Tradicionalmente, devido aos genomas virais serem pequenos, a técnica de
“genome walking” vem sendo utilizada para a obtengdo de sequéncias completas de virus
a partir de desenhos sucessivos de oligonucleotideos (Marston et al., 2007). Apesar de

importante, esta metodologia demanda tempo e esfor¢o, podendo ser dificultada devido
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a variacdo dentro de cada espécie de virus, o que resulta na necessidade de reformulacéo
dos pares de oligonucleotideos e frequente re-otimizacao das condi¢des de PCR (Marston
et al., 2013). A introducéo de erros, seja durante a amplificacdo por PCR, duplicacdo de
DNA plasmidial em E. coli ou reacdo de sequenciamento baseado em Sanger, é
problematica por gerar artefatos. O uso de enzimas com alta fidelidade e o
sequenciamento direto de produtos de PCR podem minimizar mutacdes geradas pelas
técnicas, assegurando que diferencas nas sequéncias sdo decorrentes da diversidade
natural dos virus (Bracho et al., 1998). A introducéo de erros pode ser evitado utilizando
plataformas de sequenciamento em larga escala, que geram milhdes de sequéncias,
permitindo assim a obtencdo de sequéncias completas de virus. As vantagens das
tecnologias de sequenciamento em larga escala em virologia sdo numerosas e seu uso
estd se tornando mais comum (Radford et al., 2012), particularmente para detectar e
caracterizar patdgenos sem o conhecimento prévio de sua existéncia e sem o requisito de
oligonucleotideos especificos (Wu at al., 2012). O uso recente desta tecnologia em
virologia vegetal revelou que algumas doencas de etiologia desconhecida, que afetam
diversas plantas, tanto monocotiledéneas como dicotileddneas, sdo causadas por virus
ndo descritos ou pouco conhecidos. Essas plataformas de sequenciamento tém se
mostrado uma boa opc¢do para a investigacdo de doencas de etiologia desconhecida
(Howell et al., 2011).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi a obtencdo do genoma completo e a
caracterizacdo molecular de Maize chlorotic dwarf virus, denominados aqui de isolado

MCDV-BR.
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3.2. Material e Métodos
3.2.1. Obtencao dos isolados de Maize chlorotic dwarf virus (MCDV)

Folhas de Panicum spp. e Brachiaria spp. com sintomas de virus foram coletadas
na Embrapa Gado de Corte, no Estado do Mato Grosso do Sul, em mar¢o de 2013. As
plantas sintomaticas coletadas fazem parte do programa de melhoramento genético de

plantas forrageiras da Embrapa Gado de Corte (Figura 3.1).

A

Figura 3.1: Sintomas de infeccao por virus observados em bancos ativos de germoplasma
da Embrapa Gado de Corte. (A) Hibrido de Brachiaria B-S73=3022 com sintomas de
mosaico internerval; (B) Hibrido PM-19/2004 com sintomas de mosaico.

3.2.2. Enriquecimento da fracéo viral

O processo de enriquecimento da fragéo viral foi realizado com o objetivo de
aumentar a concentracdo nos extratos de particulas virais com formato icosaédrico e/ou
flexuoso. Folhas de Panicum maximum (5 acessos) e Brachiaria (5 acessos), descritos na
Tabela 3.1, foram maceradas com nitrogénio liquido e o po resultante foi transferido para
tampao fosfato 0,1 M com EDTA 1 mM e 200 ul de B-mercaptoetanol foram adicionados.
Em seguida, a amostra foi filtrada com gaze e centrifugada por 20 min a 5000 rpm (3.836
X g) em uma centrifuga preparativa. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para 2
tubos de ultracentrifuga e adicionou-se uma solugdo de sacarose 20% (20 ml) para a

formacdo do colchdo de sacarose que foi centrifugado a 33.000 x g por 2 h. Apds o
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enriquecimento da fracdo viral o RNA viral foi extraido com o kit RNeasy plant mini kit
(Qiagen), seguindo o manual do fabricante. Apos a extracdo de RNA, as amostras de
Panicum e Brachiaria foram combinadas formando uma amostra composta e enviadas
para a 0 sequenciamento de nucleotideos.

Tabela 3.1: Plantas utilizadas no processo de enriquecimento viral para o

sequenciamento do genoma completo do MCDV e detec¢do do virus por RT-PCR

Nome original Cadigo
Panicum maximum Hugo Gen- 09/2013 PM-09/2013
Panicum maximum Hugo Gen-19/2004 PM-19/2004
Panicum maximum planta filha Hugo 207 PMI-14/207 PM-207
Panicum maximum PM118/2009 PMI-18/2009
Panicum maximum hibrido H8 PM-H8
Brachiaria humidicula-H6 BH-H6

Hibrido de Brachiaria (Progénie de meio irméo de B. ruziziensis) HB

Brachiria decumbens x Brachiaria brizantha x Brachiaria

B-S73=3022
ruziziensis-hibrido sexual-S73=3022
Brachiaria brizantha B138 BB138
Brachiaria spp. hibrido meio-irmédo-exp9 parc 836 B-836

3.2.3. Sequenciamento de alto desempenho e andlise de bioinformatica

As amostras de RNA origindrias da fracdo viral foram agrupadas formando uma
amostra composta, que foi sequenciada na Macrogen INc. (Coréia do sul), utilizando a
plataforma Illumina HiSeq 2000.

As sequéncias obtidas (reads) foram montadas usando CLC Genomics
Workbench 7.0. Os contigs montados foram submetidos a analise do programa BLASTx
contra 0 banco de dados viral RefSeq (GenBank) e os contigs relacionados com
sequéncias virais de plantas foram selecionados. A analise do genoma foi realizada

utilizando o programa Geneious 7.1.
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A partir das sequéncias geradas, apos a identificacdo de Maize chlorotic dwarf
virus nas amostras sequenciadas, foram sintetizados oligonucleotideos especificos para

a deteccdo desse virus nas plantas sintomaticas selecionadas para o estudo.

3.2.4. Deteccdo de MCDV por RT-PCR nas plantas utilizadas no sequenciamento
de alto desempenho

A deteccdo teve 0 objetivo de confirmar a presenca do virus nas plantas utilizadas
para a identificacdo e o sequenciamento viral. A partir do consenso de contigs do genoma
viral obtido, o gene da CP foi analisado para desenho de oligonucleotideos especificos
destinados ao diagnostico do virus MCDV por RT-PCR em Panicum spp. e Brachiaria
spp. O RNA total foi extraido de folhas de Panicum spp. e Brachiaria spp (100 mg)
utilizando o reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific), seguindo instrucdes do
fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando a transcriptase reversa do kit SuperScript
1l (Thermo Fisher Scientific), a partir dos oligonucleotideos reverso especifico
MCDV4392 ACCAAGGCCTCGAATGCAC. A reacdo de transcricdo reversa foi
realizada utilizando 5 pl de RNA total, 1 ul de ANTP (10mM), 1 pl do primer MCDV4392
(10mM)e 5 ul de H.O DEPC (Diethyl Pyrocarbonate), seguida de 5 min de incubacéo a
temperatura de 65 °C para abrir a fita de RNA. Posteriormente, foi adicionado 4 pl de 5X
First-Strand Buffer, 2 ul de DTT (100mM), 1 ul da enzima SuperScript III (200U) e 1 pl
de RNase out. A temperatura de incubacéo utilizada nesta etapa foi de 55 °C, seguida por
um periodo de incubacédo a 70 °C por 15 min para a inativacdo da enzima.

A Platinum Tag DNA Polimerase (Thermo Fisher Scientific) foi utilizada para a
realizacdo da PCR, seguindo instrucGes do fabricante. Os oligonucleotideos especificos
utilizados na RT-PCR foram: MCDV2869 5 AGCCGCCACCCAATCAGTTT3 e

MCDV4392 5" ACCAAGGCCTCGAATGCACS'. Para a PCR utilizou-se 1 pul de cada
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oligonucleotideo (10 uM) MCDV2869 e MCDV4392, 5 ul de 10X PCR Buffer, 1,5 ul de
50 mM MgCly, seguida de 1 ul de ANTP, 1 pl de Tag DNA Polymerase Platinum, 3 ul do
c¢DNA e 36 ul de H20, para uma reacdo de final de 50 ul. Os produtos das PCRs foram
aplicados em gel de agarose e os fragmentos com tamanho esperado foram extraidos do
gel e purificados seguindo instrugdes do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare).

3.2.5. Clonagem da CP de MCDYV das plantas utilizadas no sequenciamento de alto
desempenho

Os fragmentos amplificados, purificados e eluidos foram ligados no vetor para
clonagem de produtos de PCR pGEM® -T Easy (Promega) de acordo com as instrucdes
do fabricante. A ligacdo entre os insertos e o vetor foi feita com a utilizacdo da T4 DNA
Ligase (Promega) incubando por 16 h a 16 °C no termociclador e clonados em E. coli da
linhagem DH10B. Apds a clonagem os plasmideos foram enviados para sequenciamento.
3.2.6. Isolamento da regido 3" do genoma de MCDV - 3’'RACE

0O 3’RACE consiste na amplificacdo por RT-PCR da extremidade 3" de um mRNA
a partir de um segmento interno de sequéncia pré-determinada. No 3’"RACE, aproveita-
se a cauda poli-A, existente na extremidade 3" de mMRNAs, como sitio de anelamento para
um primer genérico para que em conjunto com um primer especifico interno, amplificar
a sequéncia compreendida entre ambos.

Folhas do Hibrido de Brachiaria S73=3022 com sintomas virais foram maceradas
com nitrogénio liquido e o RNA total foi extraido utilizando o RNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN) de acordo com as instrugdes do fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando
a transcriptase reversa SuperScript 11 (Thermo Fisher Scientific) com o primer OligodT
M10 5 AAGCAGTGTTATCAACGCAGATs03'de acordo com as instrucdes do

fabricante. A PCR foi realizada utilizando-se a enzima DNA polimerase LongAmp
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(NEB), com a utilizagdo dos pares de oligonucleotideos MCDV-10125F-
TGTAAGGTGGTTGTCTATGGAG'3 e OligodTM10a
5 AAGCAGTGTTATCAACGCAGAS3" (Figura 3.2). Os produtos das PCRs foram
aplicados em gel de agarose e os fragmentos com tamanho esperado foram extraidos do
gel e purificados seguindo instrugdes do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare). Os produtos de PCR eluidos foram ligados no vetor de entrada para
produtos de PCR pGEM® -T Easy (Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante.
A ligacdo entre os insertos e o vetor foi feita com a utilizacdo da T4 DNA Ligase
(Promega) permanecendo overnight a 16 °C no termociclador e clonados em E. coli da

linhagem DH10B. Apds a clonagem os plasmideos foram enviados para sequenciamento.

1500pbe—
1000pb<—

500 pb+—

Figura 3.2: Eletroforese de 3"UTR de MCDV-BR. Analise do produto de PCR seguindo
estratéegia de 3'RACE por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando 0s
fragmentos amplificados da regido 3"UTR com amplicons de 1.725 pb. Marcador de

massa molecular 1kb Ladder Ludwig.
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3.2.7. Isolamento da regido 5" do genoma de MCDV 5'RACE

Para a amplificacdo da extremidade 5° utilizou-se o kit 5"RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends (Thermo Fisher Scientific), seguindo instrucdes do
fabricante. O 5"RACE consiste em uma estratégia para amplificar por RT-PCR a
extremidade 5° ndo conhecida de um mRNA a partir de fragmentos internos de sequéncia
conhecida. A sintese de cDNA ¢é feita utilizando primer “reverso”. Uma sequéncia
homopolimérica, neste caso de Citidina (Citosina) é adicionada a extremidade 3" com a
enzima Terminal Desoxinucleotideo Transferase (TdT). A primeira PCR é realizada com
um segundo primer especifico, mais interno ao primeiro e um primer complementar a
regido adicionada que possui uma regido ancora que vai ser utilizada nas proximas
rodadas de PCR (Primer AAP-G). Na segunda etapa, um terceiro primer especifico, mais
interno ao segundo é utilizado, e o primer AUAP que vai anelar a regido ancora da
primeira PCR.

Folhas do Hibrido de Brachiaria S73=3022 com sintomas virais foram maceradas
com nitrogénio liquido e o RNA total foi extraido utilizando o0 RNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN) de acordo com as instrugdes do fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando
a transcriptase reversa SuperScript IV (Thermo Fisher Scientific) com o primer
MCDVGSP467 5CCTCGGCTCGTGTCACTAAT 3 de acordo com as instrucdes do
fabricante. A PCR foi realizada utilizando-se a enzima DNA polimerase LongAmp
(NEB) e os pares de oligonucleotideos MCDVGSP320 5" TTAGCAACCACCTCTGCA
TC3" e AAP-Poli G para a primeiras MCDVGSP230 5" CTTAACACACGCCTAGTACT
3" e AUAP para a segunda PCR (Figura 3.3). Os produtos das PCRs foram separados e
visualizados em gel de agarose e os fragmentos com tamanho esperado foram extraidos
do gel e purificados seguindo instrugdes do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification

(GE Healthcare). Os produtos de PCR eluidos foram ligados no vetor de entrada para
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produtos de PCR pGEM® -T Easy (Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante.
A ligacdo entre os insertos e o vetor foi feita com a utilizacdo da T4 DNA Ligase
(Promega) incubando por 16 h a 16 °C no termociclador e clonados em E. coli da

linhagem DH10B. Apds a clonagem os plasmideos foram enviados para sequenciamento.

1* PCR 22 PCR

Figura 3.3: Eletroforese de 5"UTR de MCDV-BR. Anélise do produto de PCR em gel
de agarose 1% mostrando os fragmentos amplificados da regido 5"UTR via a técnica de
5"RACE. (A) primeira rodada de PCR com amplicon de 986 pb (B) Segunda rodada de
PCR com amplicon de 897pb. Marcador de massa molecular de 100 pb (Ludwig).

3.2.8. Arvore filogenética
As analises filogenéticas foram realizadas pelo método de méaxima
verossimilhanca implementado no algoritmo Fastree (Price et al 2009) com bootstrap de

1000 repeticdes, disponivel no programa Geneious 7.1 (Kearse et al., 2012).
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3.3. Resultados e Discusséo

A partir do sequenciamento de alto desempenho, foram obtidos aproximadamente
40.599.252 reads com tamanho de 100 pb. A montagem foi realizada gerando 5.530
contigs, dos quais 1 contig de tamanho 11.930 nt que correspondia ao genoma parcial de
Maize chlorotic dwarf virus (MCDV). Neste mesmo sequenciamento foi encontrado
também o virus Johnsongrass mosaic virus descrito no capitulo anterior.

Para a confirmacéo da presenca do MCDV nas diferentes espécies de plantas foi
realizada uma RT-PCR com oligonucleotideos especificos para este virus. Com isso, foi
possivel amplificar um fragmento de aproximadamente 1.520 pb, correspondendo ao
gene de CP3 e CP1. Destacamos que a RT-PCR somente identificou o virus na planta
Brachiaria S73=3022. A confirmacdo da deteccdo foi realizada por meio de clonagem e
sequenciamento deste produto amplificado.

O consenso gerado a partir dos contigs montados demonstrou a presenca de uma
ORF (open reading frame) de virus de 10.446 nt. As regiGes ndo traduzidas (UTRS)
5UTR e 3'UTR foram isoladas por RACE e confirmadas pelo sequenciamento Sanger,
apresentando respectivamente 442 e 1087 nt. A andalise do genoma viral, apés o
sequenciamento completo do isolado brasileiro de MCDV, confirmou presenca de ORFs
na orientacdo censo positivo. A ORF1 codifica entdo uma poliproteina de 3.481 aa, com
massa molecular predita de 392,99 kDa, comecando no cddon de iniciacdo AUG na
posicdo 443 nt e terminando no codon de terminacdo UGA na posi¢do 10.886 nt do
genoma. As trés pequenas ORFs descritas por Reddick e colaboradores (1997) para o
isolado MCDV-TN e por Chaouch e colaboradores (2004) para o isolado MCDV-S ndo
foram identificadas nos isolados MCDV-BR e MCDV-ML1. Contudo, ser4 necessario a
realizacdo de experimentos complementares para confirmar a presenca dessas pequenas

ORFs no genoma de Maize chlorotic dwarf virus. A ORFXx, descrita por Firth e
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colaboradores (2008), se encontra sobreposta na regidao N-terminal da poliproteina na fase
de leitura +1, foi identificada entre 969 nt e 1238 nt, ou seja, com 270 nt e codificando
proteina de 90 aa.

O MCDV-BR é composto por um ssRNA senso positivo, com tamanho de genoma
de 11.975 nt de comprimento, entretanto, a presenca da VVPg ainda néo foi confirmada. A

organizacdo gendmica do isolado MCDV-BR esta esquematizada na Figura 3.4.

5 ORFX )
ORF 1 ORT 3
“ Pl CP2 | CP3 CP1 R37 | Hel R69 Pro RdRP “

Figura 3.4: Organizacdo genémica do virus MCDV-BR. A representacéo foi montadé de
acordo com Chaouch e colaboradores (2004). Os sitios de clivagem da poliproteina
validados experimentalmente sdo mostrados como linhas sélidas. Os sitios de clivagem
n&o confirmados sdo mostrados como linhas tracejadas brancas. A interrogacao indica as
ORFs ndo encontrada no isolado MCDV-BR.

Na comparac¢do da sequéncia de aminoacidos da poliproteina do isolado MCDV-
BR com os isolados MCDV-S, MCDV-M1, MCDV-TN, RTSV (Rice tungro spherical
virus), BVCV (Bellflower vein chlorosis virus) e PYFV (Parsnip yellow fleck virus,
espécie do género Sequivirus mais proxima filogeneticamente), o isolado brasileiro
mostrou ser mais proximo do isolado MCDV-M1, com 75% de identidade na sequéncia
de aminoéacidos, seguido dos isolado MCDV-TN com 72%, MCDV-S com 58%, BVCV
com 35%, RSTV com 32% e PYFV com 17%. Apesar da sequéncia da poliproteina do
MCDV-BR néo ser tdo conservada com as de isolados de MCDV descritos, foram
identificados varios dominios altamente conservados entre os isolados.

O motivo conservado GxxGxGKS (Blinov et al., 1989), presente na proteina NTP-

binding e caracteristico dos virus pertencentes a ordem Picornavirales, foi encontrado na
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posicdo 1776-1783 (GPPGVGKS) no isolado MCDV-BR. O motivo conservado
adicional DD na proteina NTP-binding foi também identificado na posi¢do 1827-1828
(Turnbull-Ross et al., 1992). Na regido similar em todos os picornavirales da cisteina
protease 3C-Like, a triade catalitica de histidina (H), aspartato (D) e cisteina (C)
(Gorbalenya et al., 1989), que caracteriza esta proteina, esta presente nas posi¢oes 2690,
2728 e 2822, respectivamente. Esta protease tem especificidade por clivagem na ligacao
aminoéacidos entre 0 aminoacido glutamina (Q) e um aminoacidos com cadeias laterais
curtas, como valina (V) e serina (S) (Chaouch et al., 2004; Allaire et al., 1994; Druka et
al., 1996). Com isso, como relatado por Reddick e colaboradores (1997) e Chaouch e
colaboradores (2004), os sitios de clivagem das proteinas CP2 de Q/S, CP3 de Q/M e CP1
de Q/V estdo presentes igualmente para o isolado MCDV-BR. Finalmente, na RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), presente na regido C-terminal da poliproteina
foram encontrados 3 dominios conservados anédlogos aos “picorna-like”. No dominio A,
0 motivo DYSKFDGIGPP foi encontrado nas posi¢cdes 3166-3176, no dominio B o
motivo SGFAMTVIFNS foi identificado na posicao 3227-3237 e no dominio C o0 motivo
YGDD foi localizado entre os aminoacidos 3275-3279.

O critério de demarcacdo de espécie para a familia Secoviridae € definido como
75% de identidade de aminoacidos de CP, bem como a quantidade de CPs presente no
genoma, e 80% de identidade de aminoacidos de Pol (RNA polimerase dependente de
RNA). Considerando esses parametros, a analise da sequéncia de aminoacidos da
poliproteina revelou que o isolado MCDV-BR apresentou de 81 a 85% de identidade de
aminoéacidos da CP e de 80 a 84% de identidade de Pol quando comparado com essas
proteinas de outros isolados de MCDV depositados no GenBank. Vale ressaltar que 0s
isolados MCDV-S e MCDV-Type apresentaram 64 e 65% de identidade de aminoacidos

de CP e 58 e 59% de identidade de aminoacidos de Pol, podendo ser uma nova espécie,
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de acordo com o critério de demarcacdo de espécies. A analise filogenética de CP e de
Pol revela a diferenca deste isolado, pois este claramente localizou-se em um ramo
distinto separado de todos isolados de MCDV (Figura 3.5 e 3.6).

Este é o primeiro relato do virus MCDV infectando Brachiaria em condi¢des nao
experimentais. Os hospedeiros naturais deste virus sdo exclusivamente monocotiledéneos
como milho e sorgo. Nault e colaboradores (1973) descreveram a infeccéo experimental
de MCDV em Panicum miliaceum, Pennisetum glaucum, Sorghum saccharum (Sorgo
Sacarino), Sorghum sudanense (Capim de Sudao), Triticum spp (trigo), Zea mays (milho)
e Sorghum halepense usando o inseto vetor (G. nigrifrons). Entretanto, para o isolado
MCDV-BR, néo foi possivel a realizacdo do espectro de hospedeiros, pois 0 inseto vetor
para este isolado brasileiro ainda é desconhecido. Portanto, o desenvolvimento de um
clone infeccioso do virus sera uma alternativa para auxiliar na determinacdo do espectro
de hospedeiro deste isolado. A importancia da realizacdo do espectro de hospedeiro é para
o melhor entendimento da importancia e dos possiveis danos deste virus para a
agropecudria do pais, j& que também representam uma ameaca potencial para outras
plantas cultivadas, como por exemplo, milho, trigo, arroz, cana-de-acUcar, cevada e

sorgo.
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Figura 3.5: Arvore filogenética utilizado as sequéncias de aminoacidos da polimerase (Pol) das espécies virais da familia Secoviridae. MCDV
(Maize chlorotic dwarf virus): Isolado MCDV-M1 (Isolado fraco-AY829112), MCDV-TN (Isolado do estado de Tennessee- U67839) ou isolado
MCDV-T (lsolado tipo), e o isolado MCDV-S (Isolado severo- AY36255), MCDV-BR (lIsolado brasileiro em vermelho), RTSV (Rice tungro
spherical virus), BVCV (Bellflower vein chlorosis virus. Arvore filogenética construida pelo método de méaxima verossimilhanca implementado

no algoritmo Fastree (Price et al 2009) com bootstrap de 1000 repeticoes.
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Figura 3.6: Arvore filogenética utilizado as sequéncias de aminoéacidos da capa proteica (CP) das espécies virais da familia Secoviridae. MCDV

(Maize chlorotic dwarf virus): Isolado MCDV-M1 (Isolado fraco-AY829112), MCDV-TN (lIsolado do estado de Tennessee- U67839) ou isolado
MCDV-T (lIsolado tipo), e o isolado MCDV-S (Isolado severo- AY36255), MCDV-BR (lIsolado brasileiro em vermelho), RTSV (Rice tungro
spherical virus), BVCV (Bellflower vein chlorosis virus). Arvore filogenética construida pelo método de méaxima verossimilhanga implementado

no algoritmo Fastree (Price et al 2009) com bootstrap de 1000 repeticdes.
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3.4. Concluséo

Este trabalho descreve pela primeira vez a infeccdo natural de isolado de Maize
chlorotic dwarf virus em Brachiaria e também descreve pela primeira vez de MCDV no
Brasil. Com base na filogenia e na comparacdo de sequéncias de aminoacidos e
nucleotideos foi possivel comprovar que o virus isolado de Brachiaria S73=3022
pertence a espécie Maize chlorotic dwarf virus (MCDV).

Além de Maize chlorotic dwarf virus, foi encontrado um segundo virus infectando
essas plantas, o Johnsongrass mosaic virus, que pertence a familia Potyviridae e género
Potyvirus. (ja relatado por Silva et al. 2016). Estudos de interacdo entre esses dois virus,
com possiveis insetos vetores e suas plantas hospedeiras serdo realizados para o melhor
entendimento desse tipo de interacdo e do processo epidemioldgico desses virus.

As informac6es geradas serdo utilizadas no Programa de Melhoramento Genético
de Plantas Forrageiras na Embrapa Gado de Corte, visando o desenvolvimento de

linhagens resistentes a MCDV e a outros virus que infectam forrageiras.
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CAPITULO 4: Localizacdo subcelular das proteinas P1, CP1, CP2 e CP3 de Maize
chlorotic dwarf virus
4.1. Introducao

Em linhas gerais, a infecdo viral envolve as etapas consecutivas de
desencapsidacéo, replicacdo de genoma, expressao génica, supressao de silenciamento,
montagem de particula viral e movimento viral intracelular. Esses processos sao
conduzidos por proteinas virais, que recrutam a maquinaria celular para promover o
sucesso da infeccdo. As proteinas virais usualmente acumulam mais de uma funcao, isto
€, uma Unica proteina viral participa de varias etapas da infeccao.

Os virus induzem alteracdes celulares para montar seus complexos replicativos e
promover 0 movimento viral, de modo que a determinacéo da localizacao subcelular das
proteinas pode fornecer um indicativo de funcao.

Na familia Secoviridae, a maior parte das informacdes sobre funcdes de proteinas
provém de estudos com os géneros Nepovirus, Fabavirus, Comovirus e Cheravirus.
Entretanto, para o género Waikavirus, a Unica informacéo existente é da supressora de
silenciamento P1 (Stewart et al., 2017), que ainda ndo foi completamente caracterizada.
Para as demais proteinas codificadas pelo virus, supdem-se a funcdo de cada baseando-
se na comparacdo de sequéncia de aminoacidos de proteinas homologas conservadas
dentro da familia.

Para o género Nepovirus, Ritzenthaler e colaboradores (1995) demostraram que 0
movimento do virus célula-a-célula é realizado pelo trafego das particulas virais
montadas através de tubulos formados no plasmodesma pela proteina MP (proteina de
movimento viral), codificada pelo RNA2 (Wieczorek e Sanfagon, 1993).
Adicionalmente, foi mostrado também que o complexo de replicagdo viral dos nepovirus

é composto pelas proteinas X2, NTB, VPg, Pro-Pol e fatores do hospedeiro, que se
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associam a membranas intracelulares (Laliberte e Sanfagon, 2010; Nagy e Pogany, 2012),
induzindo uma proliferacdo de vesiculas membranosas no reticulo endoplasmatico (RE),
gue muitas vezes sdo encontrados como agregados na area perinuclear (Sanfacon, 2013).

Para o género Comovirus, Carvalho e colaboradores (2003) demonstraram que 0
movimento célula-a-célula de Cowpea mosaic virus (CPMV) ocorre por meio da particula
viral que é translocada através de tubulos no plasmodesma formado pela proteina de
movimento viral (MP) (Van lent et al., 1991). As proteinas 32K e 60K estdo envolvidas
na replicacdo viral, causando uma mudanca de morfologia nas membranas do reticulo
endoplasmatico, fazendo com que o virus CPMV replique em associacdo a pequenas
vesiculas membranosas, que sao formadas por rearranjo das membranas intracelulares
(Carette et al., 2002). Foi demostrado também que a CPS (Small Coat protein) do virus
CPMV foi definida como proteina supressora do silenciamento de génico pos-
transcricional, e que a porcdao C-terminal da proteina é particularmente importante para a
supressdo do silenciamento génico (Cafiizares et al., 2004).

Para o género Fabavirus, foi demostrado que a proteina VP37 é a proteina de
movimento de Broad bean wilt virus 2 (BBWYV 2). A proteina fusionada a GFP (GFP-
VP37) localizou-se de forma perinuclear e pontualmente na parede celular e no reticulo
endoplasmatico em N. benthamiana e em células de BY-2 (Célula de tabaco BY-2).
Estudos de delecdes na porcao C-terminal da proteina VP37 indicaram que essa regido é
essencial para a localizacdo na parede celular. Usando ensaios de Fluorescéncia
Bimolecular Complementar (BiFC), a proteina VP37 interagiu especificamente com a
proteina CPS. Essa associagdo sugere que a CPS esta envolvida no movimento célula-a-
célula e que a capacidade de formagdo do complexo VP37-CPS pode desempenhar um
papel importante nesse processo, direcionando o virus para o Plasmodesma (Liu et al.,

2009).
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Por ultimo, para o género Cheravirus, Yoshikawa e colaboradores (2006)
mostraram que a expressdo em células de tabaco de GFP fusionado com a proteina MP
de 42 kDa ¢ capaz de facilitar o trafego de célula a célula do GFP. A analise da delecao
de mutantes das proteinas MP, Vp24, Vp20 e Vp25, usando um vetor de expressao do
virus ALSV, indicou que a MP e as trés proteinas da capa (Vp24, Vp20, Vp25) sdo todas
indispensaveis para 0 movimento célula-a-célula do virus. Por meio de microscopia
eletrbnica, observou-se um acumulo de estruturas semelhantes a particulas virais que
passaram atraves dos plasmodesmas. Estes resultados demostram que ALSV se move de
célula-a-célula como particula viral (Yoshikawa et al., 2005).

Com isso, o objetivo geral deste trabalho foi co-localizar as proteinas P1, CP1,
CP2 e CP3 com marcadores de organela em folhas Nicotiana benthamiana, utilizando
microscopio confocal a laser, visando fornecer os primeiros indicios das possiveis

funces bioldgicas das proteinas mencionadas anteriormente.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Predicdo de localizacéo subcelular

As predicdes da localizacdo subcelular das proteinas P1, CP1, CP2 e CP3 foram
realizadas utilizando os programas online Plant-mPloc [http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bio
inf/plant-multi/], Wolf Psort [https://wolfpsort.ngc.jp/], Target P [http://www.cbs.dtu.
dk/services/TargetP/], cNLS MAPPER [http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS M

apper_form.cqi], NetNES [http://www.cbs.dtu.dk /services/NetNES/] e YLoc [https://abi

-services.informatik.uni-tuebingen.de/yloc/webloc.cgi]. Com base nessa predi¢do in
silico (Tabela 4.1), os marcadores de organela foram selecionados para uso na

metodologia de co-localizacéo.
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Tabela 4.1: Predicdo de localiza¢do subcelular das proteinas P1, CP1,
CP2 e CP3 do virus MCDV

Proteina Localizacéo
Pl Reticulo Endoplasmatico, Nucleo e Citoplasma
CP1 Mitocbndria e Nucleo
CP2 Ndcleo, Mitocondria e Citoplasma
CP3 Ndcleo, Mitocondria e Citoplasma

4.2.2. Amplificacdo dos genes virais que codificam para as proteinas P1, CP1, CP2 e
CP3.

Folhas do Hibrido de Brachiaria S73=3022 com sintomas virais foram maceradas
em nitrogénio liquido e 0 RNA total foi extraido utilizando-se 0 RNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN) de acordo com as instrucdes do fabricante.

O cDNA foi sintetizado utilizando a enzima transcriptase reversa Super Script IV
(Thermo Fisher Scientific), de acordo com as recomenda¢fes do fabricante. Os genes
foram amplificados por PCR com a enzima Phusion High-Fidelity DNA polimerase
(Thermo Fisher Scientific) utilizando os pares de primers especificos listados na Tabela
4.2. Os primers foram desenhados seguindo as recomendac6es do fabricante do sistema
Gateway® Technology (Thermo Fisher Scientific), onde foram adicionados sitios de
recombinacédo attBs nos pares de oligonucleotideos para a clonagem, em sitio com fase
aberta de leitura de eGFP. Para cada gene, foram inseridos nucleotideos para manutencéo
da fase de leitura e sem cddon de terminagdo. Os produtos das PCR (Figura 4.1) foram
purificados do gel de agarose seguindo instru¢des do kit ilustra GFX PCR DNAGel Band

Purification (GE Healthcare).
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Tabela 4.2: Oligonucleotideos utilizados nas amplificacdes. Reacdes de PCR adicionaram 0s

sitios de recombinacdo (attBs) para sistema Gateway® Technology (Thermo Fisher Scientific)

Proteinas Oligonucleotideos Sequencias 5” 3’
MCDVP1:GFP_ForN attB1-TCTAGTGGTTCACAAACGAA
Pl MCDVP1:GFP_RevN attB2-CTGCTTCTTAGCTTGTGTGGCTTT
MCDVCP2:GFP_ForN attB1-TCCGGGACAACCATAGTCAATAAT
cp2 MCDVCP2:GFP_RevN attB2-TATGTAGACAAATTGACAGAAATT

MCDVCP3:GFP_FORN attB1I-TATGTAGACAAATTGACAGAAATT

CP3 MCDVCP3:GFP_REVN attB2-TTGTGATACAAGCTCACGGACATT

MCDVCP1:GFP_FORN attB1-GTGAGCTTGGGCTTCTCTCTGAGG

CP1L MCDVCP1:GFP_REVN attB2-CTGCGCAACTGAATTGACCAAGGC

attB1-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGAAGGAGATAGAACCATG
attB2-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTT

Pl CP1 CP2 CP3

10.000 pb @—

2000pb @

1000pb @—

750 pb @—

Figura 4.1: RT-PCR de fragmentos correspondente as proteinas de MCDV-BR em
estudo. Foram realizadas amplificacdes dos fragmentos génicos, que foram separados e
visualizados por eletroforese em gel de agarose: P1 (2.090 pb), CP1 (837 pb), CP2 (630
pb) e CP3 (606 pb). Os sitios attBs de recombinacdo no vetor de entrada pDONR 207
foram adicionados pelos oligonucleotideos. Marcador de massa molecular 1kb Ladder

Ludwig.
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4.2.3. Clonagem no vetor de entrada pDONR 207

Apds a amplificacdo por meio de RT-PCR, no qual foram adicionados os sitios de
recombinacéo, a clonagem no vetor de entrada pDONR 207 (Figura 4.2) foi realizada
utilizando-se aproximadamente 480 ng de cada fragmento génico, 1 ul de BP clonase e 1
pl (150 ng) do vetor pDONR 207, incubando a 25 °C por 16 h em termociclador.
Posteriormente, foi adicionado 1 pl de Proteinase K na reacdo, permanecendo a 37 °C por
10 min no termociclador. Apods a recombinacao, os vetores usados para transformar E.
coli da linhagem DH10B por eletroporacao de acordo com Sambrook & Russel (2000).
Para confirmar a clonagem, os plasmideos recombinados foram digeridos com enzima de
restricdo ECORV (Promega) e sequenciados via método Sanger na empresa Macrogen

(Coreia do sul).

(5477) DrdI BsaHI (132)
(5406) BssSal BsrBI (181)

(5279) PspFI Hpal (306)
(5275) BseYI __ \ | PspOMI (325)
Eco01091 (326)
T Apal (329)

/ — U ™ \
A " f . |
of/,“e 12 terminator g - qu’
BfuAI - BspMI (532)

_— BstXI (1067)

. BmgBI (114s5)

~_- TspMI - Xmal (1178)
Smal - Srfl (1180)

(4492) BglI __
(4484) Eagl

(430%) Dralll —
- BbvCI (1323)

pDONR™207
5585 bp

BstZ171 (1516)
~ BssHII (1553)
BamHI (1594)

(3954) PfIFI - Tth111l ~— " Scal (1634)

"~ NcoI (1748)

(3743) BglII
(3687) BseRI - .
Bpml (1931)
.~ EcoRI (2047)
BspEI (2051)

(3551) EcoRV

(3293) AsiSI - Pvul
(3205) EcoNI

(2850) Nrul

Figura 4.2: Esquema representativo do vetor de entrada pDONR207. Esse vetor foi
utilizado para recombinacdo por sistema Gateway® Technology (Thermo Fisher
Scientific) para clonagem dos genes P1, CP1, CP2 e CP3 de MCDV.
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4.2.4. Clonagem no vetor de destino pK7FWG2

Apols a recombinacdo no vetor de entrada pDONR207, os genes foram
recombinados no vetor de destino pK7FWG2 (Figura 4.3, que expressa a proteina alvo
em fusdo C-terminal com eGFP. Para a recombinacédo, 580 ng de DNA plasmidial, 1 pl
de vetor de destino e 1 pul de LR clonase foram incubados por 16 h a 25 °C.
Posteriormente, foi adicionado 1 pl de Proteinase K na reacdo, permanecendo a 37 °C
por 10 min. Apos a recombinacdo, os vetores foram usados para transformacdo em E.
coli da linhagem DH10B por eletroporacdo, de acordo com Sambrook & Russel (2000).
Para a confirmacdo da clonagem, os plasmideos recombinados foram digeridos com
enzimas de restricdo Pstl, Ndel e EcoRV (Promega) e enviados para 0 sequenciamento
via Sanger (Macrogen-Coréia do Sul). Apo6s a confirmacdo, as construcdes em
pK7FWG2 foram inseridas por eletroporacdo em Agrobacterium tumefaciens GVV3101,

que foram agroinfiltradas com seringa em folhas de Nicotiana benthamiana.
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Figura 4.3: Esquema representativo do vetor de destino PK7FWG2. Esse vetor foi
utilizado para recombinacdo por sistema Gateway® Technology (Thermo Fisher

Scientific) para clonagem dos genes P1, CP1, CP2 e CP3 de MCDV.

4.2.5. Co-localizagdo com marcadores fluorescentes para organelas

A localizacdo subcelular observada pela expressao de proteinas fusionadas com
eGFP foi confirmada pela co-localizagdo com marcadores fluorescentes de diferentes
organelas disponiveis comercialmente, adquiridos no site TAIR (The Arabidopsis
information Resource) e desenvolvido por Nelson et al (2007).

Combinacbes de pares entre as construcdes pK7FWG2 para expressdo de
proteinas virais (P1, CP1, CP2 e CP3) em fusdo com eGFP e as construces para
expressdo de marcadores de organela (ER-mCHERRY, MT-mCHERRY, PX-

MCHERRY ou G-mCHERRY ( Neolson et al., 2007) foram agroinfiltradas juntamente
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em plantas de N. benthamiana. A visualizacdo em microscopio confocal a laser (Leica

TCS SP8) foi realizada 48 h apds a agroinfiltracao.

4.2.6. Agroinfiltracdo em plantas de Nicotiana benthamiana

Plantas de N. benthamiana foram agroinfiltradas com suspensao de combinag6es
de duas construgdes P1/CP1/CP2/CP3- PK7FWG2 e marcadores de organela para co-
expressdao em folhas N. benthamiana. Os controles foram agroinfiltrados com clones
individuais, ou seja, com uma unica construcdo. Em todas as agroinfiltracdes foi utilizada
a proteina supressora HC-PRO, previamente clonada no vetor binario pMOG8000, cedido
gentilmente pelo Dr. Jesus Angel Sanchez-Navarro- Universidad Politécnica de Valencia-
CSIC-Espanha.

Para a agroinfiltracdo foi centrifugando 4 ml de agrobactérias cultivadas por 48 h
a 28 °C. Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido em 3 ml de tampdo de
agroinfiltracdo (10 mM MgCL> + MES 10 mM pH 5,6; acetosyringone 150 uM) e a
suspensdo foi ajustada para uma densidade 6tica OD600 nm de 1.0. Usando seringa sem
agulha, a amostra foi infiltrada na face abaxial da folha. Dois dias ap6s a agroinfiltracdo
(dpa), as folhas foram coletadas e analisadas em microscépio confocal a laser (Leica TCS
SP8), as moléculas de GFP e mCHERRY foram excitadas no espectro de 488 nm e 552

nm. As observacGes foram feitas utilizando-se lentes objetivas de 20X, 40X e 63X.

4.3. Resultados e Discussao

As proteinas P1, CP1, CP2 e CP3 de MCDV-BR foram utilizadas para determinar
a localizagéo subcelular em tecidos agroinfiltrados de N. benthamiana, para predi¢éo das
provaveis funces dessas proteinas no processo infectivo, que até o momento sdo

desconhecidas.
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MCDV-BR codifica outras proteinas além das estudadas nessa etapa do trabalho,
porém, ndo foram incluidas nesse primeiro estudo, devido a indefinicdo dos sitios de
clivagem presentes na poliproteina viral. Contudo, experimentos posteriores serdo
desenvolvidos com essas proteinas adicionais para 0 melhor entendimento do processo
de infeccdo por MCDV-BR.

Genes candidatos das proteinas virais P1, CP1, CP2 e CP3 foram fusionadas na
extremidade amino (N-Terminal) de eGFP, correspondendo na fusdo da extremidade
carboxil (C-Terminal) de cada fusdo proteica obtida. As construgcdes génicas foram
transferidas para Agrobacterium tumefaciens visando a agroinoculacdo em folhas de N.
benthamiana, permitindo dessa maneira a expressao transiente das proteinas virais em
estudo.

4.3.1. Localizacdo citoplasmatica das proteinas P1 e CP3

A predicdo in silico indicou localizagdo no nucleo, reticulo endoplasmatico e
citoplasma para P1 de MCDV-BR. Ja para CP3 de MCDV-BR, a predi¢do foi para
mitocondria, nucleo e citoplasma. Por meio de expressdo transiente, essas proteinas
apresentaram acumulo em forma de pequenos granulos no citoplasma das células, que
constitui um fendtipo citopatoldgico tipico de proteinas de movimento (MP), que séo
direcionadas ao plasmodesma (Figura 4.4 e 4.5). As proteinas P1 e CP3 também foram
observadas como dois pontos fluorescentes de tamanho similar, sugerindo uma possivel
associacao destas proteinas com o plasmodesma (Figura 4.7 A e 4.7 B). Esta localizacéo
foi consistente, observada em todas as repetices do experimento. Além de possivelmente
estar envolvida no movimento célula-a-célula do virus, a P1 também atua como
supressora de silenciamento génico, segundo demonstrado por Stewart e colaboradores

(2017).
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Como controle dos ensaios de localizacéo, foi utilizado o vetor binario pK7FWG2
vazio (gentilmente cedido pelo professor Dr. Tatsuya Nagata-UNB-Brasilia) (Figura 4.6),
sem nenhuma fusdo, para o qual foi observado que a proteina fluorescente eGFP
apresentou tipica localizacdo dispersa no citoplasma e no nucleo, provavelmente devido
ao seu pequeno tamanho ou enovelamento tridimensional (Tanz et al., 2013). As imagens
de campo claro foram obtidas para auxiliar na identificacdo da localizacdo da
fluorescéncia na célula.

P1-eGFP ER-mCHERRY Campo Claro Sobreposi¢do

Figura 4.4: Visualizacdo em microscépio confocal leica SP8 da expressdo transiente da
proteina P1 do MCDV-BR fusionada com eGFP em folhas de N. benthamiana 2 dpa. A

e E: Observacdo da localizagdo da proteina P1 fusionada a eGFP no citoplasma (seta
branca). Presenca de pequenos granulos no citoplasma (seta branca). B: Marcador de
reticulo endoplasmatico. C e G: Campo claro. D e H: Sobreposicdo das imagens A-B-C

e E-F-G. F: Autofluorescéncia de cloroplasto. Barra de 20 pum.
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Cloroplasto

CP3-eGFP

Campo Claro

Sobreposigado

Figura 4.5: Visualizacdo em microscopio confocal leica SP8 da expressdo transiente da
proteina CP3 do MCDV-BR fusionada a eGFP em folhas de N. benthamiana 2 dpa. A e
D: Observacao da localizagdo da proteina CP3 fusionada a eGFP no citoplasma préximo
a parede celular (seta branca). Observacdo da presenca de pequenos grénulos no
citoplasma proximo a parede celular (seta branca). B: Autofluorescéncia de cloroplasto.

C: Campo claro. D: Sobreposicdo das imagens A-B-C. Barra de 20 um

Figura 4.6: Visualizacdo em microscépio confocal leica SP8 da expressao transiente do

vetor binario pK7FWG2 vazio expressando GFP em folhas de N. benthamiana 2 dpa
utilizado como controle. A: Localizacdo da proteina fluorescente eGFP dispersa no
citoplasma e no nucleo. B. Autofluorescéncia de cloroplasto. C: Campo claro. D:

Sobreposicdo das imagens A-B-C. Barra de 20 pum
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P1-eGFP

CP3-eGFP

Figura 4.7: Visualizacdo em microscépio confocal leica SP8 da expressédo transiente das
proteinas P1(A) e CP3(B) do virus MCDV-BR fusionadas a eGFP agroinfiltradas em
folhas de N. benthamiana 2 dpa. A e B: Observacdo de pequenos granulos no citoplasma

proximo a parede celular (setas brancas)

Na familia Secoviridae, as proteinas de movimento que foram identificadas
pertencem aos géneros Nepovirus (Tomato ringspot virus), Comovirus (Cowpea mosaic
virus), Fabavirus (Broad bean wilt virus 1) e Cheravirus (Cherry rasp leaf virus). Essas
quatro MPs se localizaram no plasmodesma (PD) e formaram tdbulos, que sdo
modificagdes menores do plasmodesma realizada por essas MPs para facilitar a

movimentacdo viral. Alinhamentos de sequéncia de aminoacidos realizados entres as
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quatro MP dos virus acima mencionados com a P1 e CP3 de MCDV-BR nao revelou
nenhuma similaridade significativa entre as proteinas, apesar desses virus pertencerem a
mesma familia e por analogia, apresentarem aparentemente a mesma localizacao celular.
Ressaltamos nessas comparacGes que o motivo conservado LPL, caracteristico de
proteinas de movimento viral, foi encontrado na posicdo 368-370 da proteina P1 do
MCDV-BR, sugerindo que esta proteina possivelmente seja a MP do virus MCDV. Este
motivo também foi identificado na MP de Apple latente spherical virus, pertencente ao
género Cheravirus, familia Secoviridae (Chunjiang et al., 2000).

Vale mencionar, que uma distribuicdo de fluorescéncia semelhante as proteinas
P1 e CP3 foi observada para algumas proteinas eucariéticas presente no plasmodesma,
como a PDLP1(Amari et al., 2010), AtBG2 (Zavaliev et al., 2013), PAPK1 (Lee et al.,
2005), Calreticulina AtCRT2 (Chen et al., 2005), Miosina VI1I1-B e Miosina XI-F (Amari
et al., 2014). Tais proteinas eucarioticas mencionadas residem ou estdo associadas ao
plasmodesma, sendo que ja foram identificadas suas interacdes com proteinas de
movimento viral.

Essas evidéncias permitem sugerir que a P1 e CP3 do MCDV-BR estejam
envolvidas no movimento viral, entretanto, experimentos adicionais serdo necessarios
para demonstrar o mecanismo de acdo destas proteinas.

4.3.2. Localizacdo da proteina CP1 nas mitocondrias.

A predicéo in silico da localizacao subcelular da proteina CP1 indicou a presenca
de um peptideo sinal (KRWSH) que direciona essa proteina para a mitocondria (Horton
et al., 2007). A possivel associacdo da CP1 com a mitocondria foi avaliada realizando a
co-expressdao da proteina CP1 fusionada ao eGFP com marcador especifico de

mitocondria (COXIV-mCHERRY) (Neolson et al., 2007).
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Em plantas de N. benthamiana agroinfiltradas com a fusdo CP1-eGFP, observou-
se a presenca de agregados fluorescentes distribuidos no citoplasma. A sobreposicao da
CP1 com o marcador de mitocondria indicou uma possivel associacdo da proteina com
essa organela (Figura 4.8 A-H).

Este padrdo de localizacdo foi descrito para outros virus de (+) sSRNA de
diferentes familias. Como exemplo, podemos citar os virus Melon necrotic spot virus e
Carnation italian ringspot virus (Gomez-Aix et al., 2014; Di-Franco et al., 1984)
pertencentes a familia Tombusviridae, e o Beet necrotic yellow vein virus da familia
Benyviridae (Erhardt et al., 2001). Para esses virus foi demostrado que as proteinas
localizadas na mitocdndria fazem parte do complexo de replicacdo viral, promovendo
rearranjo da membrana do hospedeiro. Estas modificacBes incluem formacdes de
vesiculas em diferentes organelas (Grangeon et al. 2012). Este rearranjo serviria para
ancorar o complexo replicativo e fornecer um isolamento dessas estruturas contra o
sistema de defesa das plantas (Laliberté e Sanfacon, 2010).

Essa é a primeira evidéncia de associacdo da proteina CP1 de MCDV com a
mitocondria na familia Secoviridae. No entanto, experimentos complementares serao

realizados para comprovar essa possivel associacao.
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CP1-eGFP MT-mCHERRY Campo Claro Sobreposi¢ao

A

Figura 4.8: Visualizacdo em microscépio confocal leica SP8 da expressdo transiente da

proteina CP1 do MCDV-BR fusionada a eGFP em folhas de N. benthamiana 2 dpa. A-
H: Co-expressdo da proteina CP1 com o marcador de mitocdndria. A e E: Observacéo de
expressao da proteina CP1 formando agregados fluorescentes distribuidos no citoplasma.
B e F:Expressdo do marcado de mitocondria MT-Mcherry. C e G: Campo Claro. D e H:

Sobreposicdo das imagens A-B-C e E-F-G.

4.3.3. Localizacdo da proteina CP2 e CP3 no nucleo.

A predi¢cdo in silico de CP2 e CP3 do MCDV-BR indicou localizacdo na
mitocondria e no citoplasma. Entretanto, foi observado que as fusdes CP2-eGFP e CP3-
eGFP formaram agregados no nucleoplasma (Figura 4.9 B e C). Apesar da localizagéo
nuclear da proteina CP2, a andlise in silico ndo indicou nenhum sinal de endere¢camento
nuclear (NSL) conhecido. Por outro lado, para a proteina CP3 foi identificado o dominio
NSL (KRK) (Cheng et al., 2001) na posic¢do 90-93 da proteina, observagdo que poderia

corroborar a localizagéo nuclear.
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Como controle dos experimentos foi utilizado o vetor binario pK7FWG2 vazio,
em que o GFP livre ficou distribuido no citoplasma e também no nucleo (Figura 4.8A).
As observacdes na microscopia confocal demonstraram que as fusdes CP2-eGFP e CP3-
eGFP que foram expressas em N. benthamiana ndo refletem o padrdo de distribuicéo

comumente observado no controle.

eGFP CP2-eGFP CP2-¢GFP CP3-eGFP

CP3-eGFP

Figura 4.9: Visualizacdo em microscépio confocal leica SP8 da expressédo transiente das
proteinas CP2 e CP3 fusionadas a eGFP agroinfiltradas em folhas de N. benthamiana 2
dpa. A: Visualizagdo em microscopio confocal da expressdo transiente do vetor binario
PK7FWG2 vazio expressando GFP. B e C: Localizagdo da CP2 fusionada a eGFP
mostrando um acumulo em forma de agregados no nucleoplasma. D e E: Expressdo
transiente da CP3 fusionada a eGFP mostrando acumulo em forma de agregados no

nucleoplasma e na periferia do nucleo.
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Estudos de localizacdo subcelular com o geminivirus Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV) identificaram que a CP quando expressa sozinha € majoritariamente
localizada no nucléolo, apresentado um sinal fraco no nucleoplasma. Entretanto, foram
observados agregados no nucleoplasma ap6s a agroinfiltracdo do clone infeccioso
TYLCV e da CP, e nos ensaios de BiFC com CP e Rep. Adicionalmente, na presenca do
clone infeccioso, a CP co-localizou com as proteinas de Arabidopsis ALY4 e U3-55K,
que sdo relacionadas a biogénese de mMRNA e de rRNA e processamento de RNA,
respectivamente, sugerindo que a CP pode interferir no metabolismo de RNA (Wang et
al., 2017). Para outros virus como o Cucumber mosaic virus (CMV), a presenca de
agregados proteicos no nucleo foi observada para a proteina 2b, que esta envolvida na
supressdo do silenciamento génico pos-transcricional (Lucy et al., 2000).

Algumas proteinas eucaridticas também apresentam o mesmo padrdo de
localizacdo da CP2 e CP3, como a RNPS, elF4A-I11 (Korolevaet al., 2009) e U3-55K (Pendle
et al., 2005). Tais proteinas fazem parte do Complexo de Juncdo de Exons (CJE). Apés o
processamento de pré-mensageiro RNA (splicing), com a retirada de intron e ligacéo de éxons,
este complexo proteico fica ligado ao RNA, majoritariamente na juncao éxon-éxon. O complexo
possui multiplas funcdes, e as proteinas associadas a esse complexo sdo recrutadas em diferentes
etapas da transcri¢do génica, como no processamento do pré-mRNA, na exportacdo do RNA,
na traducdo e degradacdo do mesmo (Boehm et al., 2016). Segundo Boudreault e
colaboradores (2016), infecgdes virais podem induzir mudangas globais no processamento
alternativo de mRNAs, influenciando na expressdo génica e no sistema de defesa do
hospedeiro, promovendo um ambiente ideal para replicagcdo viral (Boudreault et al.,
2016).

De maneira semelhante, algumas proteinas de virus que infectam humanos

também apresentam o mesmo padréo de localizagdo da CP2 e CP3, como é o caso de
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ICP4 de Herpes simplex virus 1. Foi demonstrado que esta proteina atua como fator de
transcricao, ativando a expresséo de genes precoces e tardios, sendo essencial no processo
de infeccdo viral, (Aho et al., 2017).

Outra proteina que apresenta agregados no nucleo, observado por confocal em
células expressando fusdo com GFP, é a VP2 de Chicken anemia virus (CAV). Usando
programas de identificacdo de sequéncias conservadas de sinalizacdo de localizacao
nuclear (NLS), a proteina VP2 apresentou duas regides com NLS, sendo uma continua e
outra bipartida. Ensaios de mutacdo sitio-dirigida, alterando aminoacidos criticos dessas
duas NLS, demonstraram reducdo percentual de enderecamento nuclear, chegando
mesmo a ndo localizacdo em ndcleo, apenas citoplasma (Cheng et al., 2001). Devido a
interacdo desta proteina com a MCM3 (Proteina de manutencdo de mini-cromossomo),
foi associada a funcdo de VP2 na replicacdo do DNA viral.

Estudos subsequentes deverdo ser realizados para desvendar as funcdes
desempenhadas por CP2 e CP3 do MCDV-BR, porém, devido a distribuicdo peculiar
apresentada por essas proteinas formando agregados no nucleo, estas podem estar
envolvidas na interacdo com a cromatina, na biogénese de mRNA e rRNA, na atuacédo
como fator de transcricao, no processamento do mRNA do hospedeiro, na interacdo com

as proteinas de importacdo e exportacdo nuclear e na supressdo do silenciamento génico.
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4.4. Conclusdes e Perspectivas

A localizacdo subcelular das proteinas P1, CP1, CP2 e CP3 do MCDV-BR
realizada neste trabalho é a primeira evidéncia experimental do comportamento dessas
proteinas. No entanto, ainda sdo necessarios experimentos adicionais e complementares
para realizar a validacdo da localizacdo dessas proteinas. Como ensaios de
imunomarcacdo com anticorpos especificos com visualizacdo em microscopio de
transmissdo poderiam corroborar as observacGes obtidas nos experimentos de co-
localizacdo.

Uma limitacdo nos ensaios de sublocalizacdo usando proteinas fluorescentes
reside na fusdo (N ou C-terminal) das proteinas em estudo com versdes da proteina GFP,
fato que, eventualmente, pode interferir no enovelamento correto da proteina alvo,
podendo resultar em alteragdes na sua localizacédo e funcdo. Devido a este fato, os ensaios
posteriores serdo realizados fusionando eGFP no N-terminal das proteinas em estudo.

Para confirmar as funcdes das proteinas virais, deve ser realizada a construcdo do
um clone infectivo de MCDV-BR. Além disso, ensaios de interacdo proteina-proteina,
com proteinas virais e proteinas do hospedeiro potencialmente envolvidas nos processos
de interacdo virus/hospedeiro podem ser realizados utilizando as técnicas de BiFC e Y2H,
visando compreender mais detalhadamente o processo de infeccao viral.

Finalmente, experimentos de localizacdo subcelular das proteinas virais deve ser
realizados em plantas de Brachiaria brizantha, hospedeira original onde o virus foi

isolado pela primeira vez, a fim de confirmar os resultados obtidos em N. benthamiana.
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Abstract The complete genome sequence (9,865
nucleotides) of a highly divergent johnsongrass mosaic
virus isolate (JGMV-CNPGL) was determined using Illu-
mina sequencing. This isolate infected 10 genotypes of
gramineous plants including maize. A comparative analysis
of the complete genome showed 80 % nucleotide (nt)
sequence identity (86 % amino acid (aa) sequence identity)
to a johnsongrass mosaic virus isolate from Australia. The
coat protein (CP) identity values, however, were lower than
those for the whole genome (78 % and 80 % for nt and aa,
respectively) and were close to the species demarcation
values (77 % nt and 80 % aa). Unexpectedly, the amino-
terminal portion of CP of JGMV-CNPGL showed only
38 % sequence identity to other JGMYV isolates. The bio-
logical implications of this sequence divergence remain to
be elucidated.

Elephant grass (Pennisetum purpureum) is a perennial
grass species belonging to the family Poaceae, which
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includes maize, sorghum, wheat, rice, oat, barley, millet,
brachiaria and panicum. Elephant grass, also known as
napier grass, was first described in 1827 by Heinrich
Schumacher in Africa, where this species originated [1].
The introduction of elephant grass into Brazil occurred in
1920, and this plant adapted to different soil types, except
for poorly drained soils [2]. In the last 15 years, it has been
used for feeding cattle due to its nutritional quality and
yield [3]. The potential of elephant grass as a biomass
source for bioethanol production has also been recognized
[4].

Elephant grass is propagated by vegetative means using
mature stems [3], an agricultural practice that favors the
accumulation of viruses in crop plants (?references?). Until
now, viruses of three genera (Potyvirus, Mastrevirus, and
Sobemovirus) and an unclassified virus of the family Lu-
teoviridae have been reported to infect elephant grass
worldwide. In Brazil, johnsongrass mosaic virus has been
reported recently by our research group [5].

Johnsongrass mosaic virus (JGMV) belongs to the genus
Potyvirus (family Potyviridae), causing mosaic symptoms
and severe yield losses in several monocot species. This
virus is transmitted in a non-persistent manner by some
aphid species: Aphis craccivora, Aphis gossypii, Myzus
persicae and Rhopalosiphum maidis [6, 7]. JGMV was first
described in Australia as maize dwarf mosaic virus [8] and
later as a johnsongrass strain of sugarcane mosaic virus
based on its biological and serological properties [7, 9].
However, Shukla and Ward [9] demonstrated, based on
nucleotide and amino acid sequences of the coat protein
(CP), that this virus was indeed a member of a new poty-
virus species, which was given the name Johnsongrass
mosaic virus. Previous reports have demonstrated the
occurrence of this virus in Australia [8, 10, 11], South
America [5, 12, 13], Nigeria [14] and the USA [6, 15]. In
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the USA, JIGMYV was first isolated in Texas and described
as an MDMYV isolate capable of infecting oat, johnsongrass
and maize [6]. Now, this strain is designated as JGMV-
MDO (maize dwarf oat strain) [15]. JGMV has also been
reported in Venezuela infecting several varieties of maize
[12, 16] and in Colombia infecting Brachiaria spp.
(JGMV-Brac) [13]. A distinct JGMV isolate in Brazil
infecting Pennisetum purpureum was reported previously
by our group, and its CP gene was sequenced [5].

Here, we have investigated the biological characteristics
of this Brazilian JGMYV isolate, hereafter designated as
JGMV-CNPGL (Centro Nacional de Pesquisa de Gado de
Leite strain), and determined its complete genome
sequence. Potyvirus-like flexuous and filamentous viral
particles were observed in leaves of P. purpureum. Leaf

tissues were fixed with 2 % phosphotungstic acid and then
examined by transmission electron microscopy (Fig. 1A).
The host range and symptomatology of this virus were
determined by mechanical inoculation of infected leaf
extracts (Fig. 1C) into 14 putative host plants. These plants
were kept in greenhouse conditions and monitored for 30
days for the appearance of symptoms. The first symptoms
were observed 13 days post-inoculation (dpi), and the
infection was confirmed by RT-PCR using specific primers
JG8352-F (CAAAGCCCCATACTTGTCGG) and JG9413-
R (TTAGCCCCACGGTATGAATG). Ten inoculated
plants were susceptible to JGMV-CNPGL, showing two
main types of symptoms: chlorotic veins observed in Zea
mays 2B587, Zea mays 3646H1(Fig. 1B) and Pennisetum
glaucum (Millet ADRS500) and mosaic symptoms in

Fig. 1 (A) Virus particles of johnsongrass mosaic virus isolate
JGMV-CNPGL (Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite
strain) infecting Pennisetum purpureum. (B) Symptoms of isolate
JGMV-CNPGL in Zea mays 3646H1. (C) Symptoms induced by the

@ Springer

JGMV-CNPGL isolate in Pennisetum purpureum. (D) Symptoms of
isolate  JGMV-CNPGL in Panicum maximum cv. Mombaga;
(E) Symptoms of isolate JGMV-CNPGL in Sorghum bicolor BRS332
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Fig. 2 Phylogenetic analysis using nucleotide sequences of the
polyprotein region of potyviruses. The blue color indicates viruses
that infect dicotyledonous plants, and the green color indicates viruses
infecting monocots. The complete nucleotide sequence of JGMV-

Brachiaria brizantha cv. Arapoty, Brachiaria brizantha cv.
Xaraés, Panicum maximum cv. Mombaga (Guineagrass)
(Fig. 1D), Panicum maximum cv. Massai, Panicum maxi-
mum C12, BRS Capileto, and Sorghum bicolor BRS332
(Fig. 1E). JGMV-CNPGL did not infect Triticum aestivium
BRS264 (wheat), Hordeum vulgare L. VCU-CPAC (bar-
ley), Crotalaria juncea or Glycine max (soybean) under
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CNPGL ORF1 was aligned with other potyvirus sequences (Supple-
mentary Table 1) using the translation alignment tool implemented in
Geneious 9.1. The phylogenetic tree was inferred using the FastTree
algorithm implemented in Geneious 9.1 (color figure online)

greenhouse conditions. The JGMV-CNPGL host range was
similar to that reported for JGMV-N [14] and JGMV-MDO
[15]. More importantly, JGMV-CNPGL infected maize,
suggesting that this virus represent a potential threat to this
crop in Brazil, one of the largest maize producers.

For genome sequencing of JGMV-CNPGL, viral parti-
cles were partially purified as follows. Infected leaves were

@ Springer
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Fig. 3 Pairwise comparison matrix of CP protein sequences from
several JGMYV isolates. The identity values are presented in the lower
triangular matrix, ordered according to the phylogenetic tree. The
color represents the identity values (blue to red). The Brazilian isolate
(JGMV-CNPGL) was compared to other JGMV sequences from the
GenBank database, originating from Australia (A27631, 726920,

first ground in liquid nitrogen, then homogenized in PBS-
EDTA and B-mercaptoethanol, and filtered with cheese-
cloth. The filtrate was then centrifuged through a sucrose
cushion at 33,000 x g for 2 h, and the pellet was resus-
pended in PBS. From this enriched virus fraction, total
RNA was extracted using an RNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA), following the manufacturer’s
manual. RNA samples were sequenced at Catholic
University of Brasilia (UCB) using a Nextera DNA Library
Preparation Kit and an Illumina MiSeq platform. The
paired-ends reads (7,402,180) were quality-filtered, the
adapter sequences were removed, and contigs were
assembled de novo using CLC Genomics Workbench
version 6.0.3. The assembled contigs were compared using
blastx against the Viral RefSeq database, and contigs
related to JGMV were selected and mapped to the refer-
ence genome of JGMV (NC-003606). The complete gen-
ome sequence was 9,865 nucleotides (nt) long with two
open reading frames (ORFs), and 28,967 reads aligned
back to it. ORF1, which encompasses 9,414 nt, encodes a
large polyprotein consisting of 3,059 amino acids (aa).
After proteolytic cleavage, the proteins P1, HC-Pro, P3,
6K1, CI, 6K2, VPg, Nla-pro, NIb and CP are predicted.
ORF2 (2,793-3,068 nt), embedded in the P3 cistron,
encodes the P3N+-PIPO protein (91aa), which was identi-
fied by the presence of the conserved motif G;Aq. Several
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AF032404, AY387806-AY387828), the USA (IMU07217 and
JMUO07218J) and Nigeria (P83574J). The phylogenetic tree was
inferred using the same dataset, and the branches were proportionally
transformed using FigTree v. 1.4.2 (available at http://tree.bio.ed.ac.
uk/software/figtree/) (color figure online)

motifs previously reported to be conserved among poty-
viruses have been found, including HXDGXSG and
FIIRGR in P1 [17], GDD in NIb, Y/FK/RNK in HC-Pro
[18] and DAG in the CP. However, the KITC motif of HC-
Pro, which is involved in the interaction of the viral particle
and the stylus [19], is absent in the JGMV-CNPGL isolate.
The lack of this conserved motif has been reported for
other potyviruses such as soybean mosaic virus [20] and
wisteria vein mosaic virus [21]. The 5’ and 3’ untranslated
regions (UTR) were 237 nt and 451 nt long, respectively,
and both were confirmed by RACE. The JGMV-CNPGL
genome was deposited under GenBank accession number
KT833782.

The complete nucleotide sequence of JGMV-CNPGL
ORF1 was aligned with other potyvirus sequences (Sup-
plementary Table 1) using the translation alignment tool
implemented in Geneious 7.1 [22]. As shown in Fig. 2,
JGMV isolates clustered with canna yellow streak virus.
All the viruses grouped in this clade infect only monocots,
suggesting an ancestral adaptation towards these hosts. A
comparison of the JGMV-CNPGL genome sequence with
those of other potyviruses revealed highest nucleotide
sequence identity (80 % nt and 86 % aa) to a JGMV isolate
from Australia (NC-003606). The nucleotide sequence
identity between these viruses was 70 % for P1, 76 % for
HC-Pro, 85 % for P3, 86 % for 6K1, 83 % for CI, 83 % for
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6K2, 81 % for VPg, 84 % for Nla-pro, 85 % for NIb, 78 %
for CP, 41 % for 5’UTR and 85 % for 3’UTR. Figure 3
presents the full comparison matrix sequence and phylo-
genetic analysis based on CP aa sequences of JGMV-
CNPGL and other JGMYV isolates from three different
countries (Australia, United States and Nigeria).

To establish a new potyvirus species, its members must
share CP identity values lower than 76-77 % nt and 80 %
aa. The identity between the CP of JGMV-CNPGL and
JGMYV Australian isolate was 78 % nt and 82 % aa,
respectively, slightly above the threshold for new species
demarcation [23]. Although these two isolates belong to the
same species, the N-terminal region of CP from JGMV-
CNPGL is highly divergent in the region from aa residues 9
to 85, showing only 38 % identity in this region. Interest-
ingly, another JGMYV isolate infecting Panicum maximum
was recently reported in Brazil (GenBank accession num-
ber 289893). Although this isolate shares 80 % sequence
identity with JGMV Australia, it cannot infect P. pur-
pureum and maize, unlike JGMV-CNPGL. These obser-
vations indicate that these differences among JGMV
isolates lead to biological variations regarding host range,
for instance. The implications of this amino-terminal
variation in JGMV-CNPGL remain to be investigated.
Considering that P. purpureum and P. maximum originated
in Africa, it is reasonable to assume that JGMYV also
emerged in the same area. More-intense sampling efforts
may help to understand its evolutionary history and adap-
tations to distinct hosts.
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