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RESUMO

Sequenciamento e analise da variabilidade genética de virus transmitidos por
acaros do género Brevipalpus no Brasil

Acredita-se que o Brasil é o centro de diversidade de virus transmitidos por acaros
do género Brevipalpus (VTB). Alguns desses VTB infectam culturas fundamentais
para o agronegocio brasileiro como citros e café, além de maracuja e de vérias
plantas ornamentais. Na ultima década os genomas de dois deles, Citrus leprosis
virus C (CiLV-C) e Coffee ringspot virus (CoRSV) foram sequenciados, mas ainda é
escasso 0 conhecimento sobre a diversidade genética e processos evolutivos
envolvidos na populacédo dessas espécies. Neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar molecularmente novas estirpes de CiLV-C e CoRSV que infectam
citros e café, respectivamente. E revelar as relacdes filogenéticas com espécies de
VTB conhecidas, assim como avaliar a variabilidade genética da populacao de CiLV-
C no Brasil. Para o estudo de CiLV-C, 47 amostras de Citrus sinensis apresentando
sintomas tipicos da leprose dos citros foram coletadas em diferentes regides do
Brasil no periodo de 2011-2015. A presenca de CiLV-C foi detectada por RT-PCR
em todas as amostras coletadas e, posteriormente, foi realizado o sequenciamento
de quatro regibes do genoma viral (p29, pl5, RI e MP) de cada isolado. As
sequéncias obtidas foram utilizadas no estudo de filogenia e variabilidade da
populacdo de CiLV-C no Brasil. Foi demonstrado que a populagédo de CiLV-C
apresenta uma variabilidade relativamente baixa; entretanto, foi identificada a
existéncia de duas linhagens dentro da espécie, nomeadas Cor e SJRP. Os
genomas completos de CiLV-C SJRP e também do dicorhavirus tentativo CoRSV
identificado em Limeira, SP, foram obtidos mediante o sequenciamento de RNA de
pequeno tamanho (siRNA). Cada sequéncia foi validada mediante o
sequenciamento de fragmentos gerados por RT-PCR ao longo do genoma. CiLV-C
SJRP apresenta cerca de 85% de identidade de nucleotideo com o membro-tipo do
género Cilevirus e exibe evidéncias de recombina¢do com isolados da linhagem Cor,
a prevalente no territério brasileiro. Globalmente, o genoma de CoRSV Limeira
apresenta mais de 90% de identidade de nucleotideo com isolado CoRSV Lavras, 0
que indica que ambos os isolados sdo membros da mesma espécie tentativa de
dichorhavirus.

Palavras-chave: Leprose dos citros; Mancha anular do cafeeiro; Acaros; Next
generation sequencing



12



13

ABSTRACT

Sequencing and analysis of the genetic variability of viruses transmitted by
Brevipalpus mites in Brazil

South America is most likely the center of diversity of Brevipalpus transmitted viruses
(BTV). Some of these BTV infect major crops of the Brazilian agribusiness such as
citrus and coffee. Passion fruit and several other ornamental plants are affected as
well. The genome of two of these viruses, Citrus leprosis virus C (CiLV-C) and Coffee
ringspot virus (CoRSV) were sequenced, but the knowledge about several molecular
characteristics and processes involved in the evolution of their populations are still
scarce. Thus, the objective of this study was to molecularly characterize new isolates
of BTV infecting citrus and coffee, reveal the phylogenetic relationships with known
species of BTV, and assess the genetic variability of the population of CiLV-C in
Brazil. For CiLV-C studies, 47 samples of Citrus sinensis showing typical symptoms
of leprosis were collected in different Brazilian regions during 2011-2015. The
presence of CiLV-C was detected by RT-PCR in all the collected samples and four
regions of the viral genome (p29, p15, IR and MP) of each isample were sequenced.
It has been shown that the CiLV-C population has relatively low variability; although
the existence of two lineages named Cor and SJRP were identified in this work. The
complete genomes of one isolate of the lineage SJRP (CiLV-C SJRP) and that of the
tentative dicorhavirus CoRSV found in Limeira, SP, were obtained by small RNA
(siRNA) Sequencing. Validation was performed by sequencing fragments generated
by RT-PCR using specific primers throughout the genome. CiLV-C SJRP has about
85% nucleotide identity with the genome of the type-member of the Cilevirus genus
and shows evidence of recombination with isolates of the lineage Cor, which are
prevalent in Brazil. CoRSV isolate Limeira has more than 90% of nucleotide identity
with CoRSV Lavras, indicating that both isolates are members of the same tentative
species of dichorhavirus.

Keywords: Citrus leprosis; Coffee ringspot; mites; Next generation sequencing
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1 INTRODUCAO

A producao agricola brasileira € fundamental para o comércio exterior do pais.
A citricultura é tida como um dos principais setores do agronegocio, destacando-se
no cenario mundial pela producdo e comercializacdo de suco de laranja concentrado
congelado (NEVES et al., 2006). No entanto, a produtividade citricola nacional ainda
é relativamente baixa, em parte em funcéo das pragas e doencas que acometem a
cultura, gerando altos custos de ordem fitossanitaria (NEVES et al., 2010). A leprose
dos citros € a principal doenca de etiologia viral que afeta a citricultura nacional
(BASTIANEL et al., 2010). A doenca também ocorre na maioria dos paises da
América do Sul e Central, e na América do Norte estd presente no México
(IZQUIERDO et al., 2011). Fora do continente americano sintomas associados a
leprose foram recentemente identificados no Havai (MELZER et al., 2013a; b).

O cafeeiro é também uma cultura relevante para o agronegocio brasileiro
(BOARI et al., 2011), e ao nivel mundial é considerado o quinto produto que gera
mais rigueza (RAMALHO et al., 2014). O Brasil é o maior produtor e exportador
mundial de café e segundo maior consumidor do produto. A produtividade e
qualidade do café sédo influenciadas por diversos fatores, dentre eles a ocorréncia de
doencas (BOARI, 2011) que podem ser causadas por fungos, bactérias, nematoides
e virus. A principal doenca causada por virus que afeta o cafeeiro € conhecida como
a mancha anular do cafeeiro (FIGUEIRA et al., 1995) a qual esta atualmente
distribuida na maioria dos estados brasileiros e na Costa Rica (KITAJIMA et al.,
2011a; ALMEIDA et al., 2012; RAMALHO et al., 2014; 2015).

Tanto a leprose dos citros como a mancha anular do cafeeiro sdo doencas
cuja transmissao de planta a planta é realizada por acaros do género Brevipalpus.
Portanto, os virus que causam estas doencas sdo conhecidos genericamente como
VTB (Virus Transmitidos por acaros do género Brevipalpus) (KITAJIMA et al.,
2003a). O género Brevipalpus é reconhecido como 0 grupo mais importante da
familia Tenuipalpidae (CHILDERS et al., 2003a). Compreende mais de 300
espécies, sendo B. phoenicis (Geijskes), B. californicus (Banks) e B. obovatus
(Donnadieu) reconhecidos como vetores de fitovirus. Atualmente B. phoenicis é
considerado como um complexo morfolégico de espécies, sendo B. yothersi (Baker)
o vetor de Citrus leprosis virus C (CiLV-C) (BEARD et al., 2015). O complexo
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morfolégico de espécie também é sugerido para B. californicus e B. obovatus
(BEARD et. al., 2015).

Além do acaro vetor, os VTB compartilham algumas caracteristicas, como a
transmissao de forma persistente pelos Brevipalpus spp., morfologia baciliforme,
inducdo de manchas cloréticas e/ou necréticas em seus hospedeiros e auséncia de
movimentacao sistémica em todos os hospedeiros vegetais em condi¢des naturais
(CHILDERS et al.,, 2003a; KITAJIMA et al.,, 2003a; KITAJIMA et al.,, 2010). No
entanto, do ponto de vista molecular, os VTB sao filogeneticamente diversos. Eles
tém sido classificados em trés géneros: Cilevirus, Higrevirus e Dichorhavirus (
LOCALI-FABRIS et al.,, 2012; MELZER et al., 2013b; DIETZGEN et al., 2014). Os
VTB induzem anomalias citolégicas contrastantes na célula vegetal que infectam,
uma caracteristica que permite separa-los em dois grupos: VTB nucleares (VTB-N) e
VTB citoplasmaticos (VTB-N) (BASTIANEL et al., 2010).

O recentemente proposto género Dichorhavirus agrupa os VTB nucleares e
tem como membro-tipo o Orchid fleck virus (OFV) (DIETZGEN et al., 2014). O OFV
caracteriza-se por possuir genoma bipartido de cadeia simples (ss) de RNA e senso
negativo. Além de OFV, o género possui duasespécies tentativas, o Coffee ringspot
virus (CoRSV) e o Clerodendrum chlorotic spot virus (CICSV), e duas possiveis
estirpes de OFV que infectam citros, Citrus leprosis virus nuclear type (CiLV-N) e
Citrus necrotic spot virus (CiNSV). Os géneros Cilevirus e Higrevirus agrupam os
VTB citoplasméticos. CiLV-C é o membro-tipo do género Cilevirus, apresenta
genoma bipartido de ssRNA e senso positivo (LOCALI-FABRIS et al., 2012). Esse
género apresenta mais uma espécie tentativa, Citrus leprosis virus C type 2 (CiLV-
C2), que infecta citros na Colémbia. CiLV-C2 Hw, detectado em hibisco no Havai,
apresenta alta similariade com CiLV-C2 e talvez seja uma nova estirpe dessa
espécie. O género Higrevirus possui um Unico membro, o Hibiscus green spot virus 2
(HGSV-2), que apresenta genoma tripartido de ssRNA de sentido positivo (MELZER
et al., 2013b). Além desses fitovirus, existem relatos de mais de 40 espécies de VTB
infectando espécies vegetais ainda ndo caracterizados molecularmente (KITAJIMA
et al., 2003a).

Embora nos ultimos cinco anos se tenham aprofundado o conhecimento
sobre os VTB, ainda sdo escassas a informacdes acerca da diversidade, aspectos
moleculares e taxondémicos da maioria desses virus e de suas relagbes com seus

acaros vetores e hospedeiros vegetais. Assim, novas pesquisas nessa area sao
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necessarias para um melhor entendimento sobre esses patossistemas, visando o
desenvolvimento de métodos de diagnostico das doencas causadas pelos VTB e
seu controle.

Devido a importancia para o agronegocio brasileiro de varias espécies
vegetais afetadas por VTB, esse trabalho teve como objetivo caracterizar
molecularmente novas estirpes de CiLV-C e CoRSV que infectam citros e café,
respectivamente, e estimar a variabilidade genética da populacdo de CiLV-C no
Brasil. Para tanto, foi avaliada a presenca de VTB associados a leprose dos citros
em plantas de citros e em trapoeraba (Commelina benghalensis), uma hospedeira
natural alternativa de CiLV-C. Foram realizadas coletas de tecidos com sintomas de
leprose em diferentes regifes geograficas do pais no periodo de 2011-2015 e
obtidas as sequéncias de nucleotideos parciais dos isolados de CiLV-C detectados.
Uma das amostras de laranja doce coletada em SJRP (S&o José do Rio Preto, SP)
foi utilizada como fonte de inGculo para a caracterizagdo completa de uma nova
estirpe de CiLV-C. O trabalho permitiu, pela primeira vez, avaliar a variabilidade
genética da populacdo de CiLV-C no Brasil, possibilitando uma abordagem sobre a
histéria evolutiva dos cilevirus no pais. Da mesma forma, obteve-se a sequéncia
gendmica de uma nova estripe de CoRSV a partir de uma planta de Coffea sp.
coletada em Limeira, SP apresentando sintomas tipicos causados pela mancha

anular do cafeeiro.



22



23

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Virus transmitidos por acaros Brevipalpus spp.

Os virus transmitidos por acaros do género Brevipalpus (VTB) tém sido
referenciados na literatura desde 1920, quando se relatou a leprose dos citros na
América do Sul (SPEGAZZINI, 1920; BITANCOURT, 1933; 1940; VERGANI, 1945).
A partir da década de 1940, identificou-se a associagdo dos sintomas descritos em
citros com &acaros Brevipalpus sp. (FREZZI, 1940). Em décadas posteriores, foi
demonstrado que, além da leprose dos citros, B. phoenicis também era o vetor dos
virus causadores da mancha anular do cafeeiro (CHAGAS, 1978), da pinta verde do
maracujazeiro (KITAJIMA et al., 1997) e da mancha anular do ligustro (RODRIGUES
et al., 1997). Outras espécies do acaro também tém sido consideradas vetoras de
VTB, no Japao, foi confirmado que B. califonicus transmite Orchid fleck virus (OFV)
para orquideas (MAEDA et al., 1998), enquanto foi observado que a mancha anular
da dama-da-noite (Cestrum nocturnum L.) estava associada a presencca de B.
obovatus (FREITAS-ASTUA et al., 2004). A partir do ano 2000, verificou-se que
inimeros virus, encontrados principalmente em ornamentais, eram associados a
presenca de B. phoenicis e/ou B. obovatus (KITAJIMA et al., 2003a; FREITAS-
ASTUA et al., 2004; KITAJIMA et al., 2010).

Recentemente, o género Brevipalpus foi reavaliado e, em particular B.
phoenicis, foi reclassificado em B. yothersi, B. phoenicis e B. papayensis (BEARD et
al., 2015). Aparentemente, ao menos B. yothersi transmite Citrus leprosis virus C
(CiiLV-C) no Brasil e na Colédmbia (ROY et al., 2015a; SANCHEZ-VELAZQUEZ et
al., 2015). B. califonicus esta relacionado com a transmisséo das estirpes de OFV
que causam a leprose nuclear no México e na Colémbia (ROY et al., 2015a). Além
do acaro vetor, os virus transmitidos pelos Brevipalpus spp. compartilham diversas
caracteristicas: as infecgbes causadas pelos VTB resultam invariavelmente em
lesbes localizadas em folhas, frutos, ramos e, em raros casos, nas flores (KITAJIMA
et al., 2010), ndo causando infeccdo sistémica em nenhuma de suas hospedeiras
naturais; sao transmitidos de forma persistente pelo vetor; apresentam morfologia
baciliforme (Figura 1A e B) (CHILDERS et al., 2003a; KITAJIMA et al.,, 2003a;), e
quanto ao local de replicacdo nas células vegetais hospedeiras pode ser em

compartimentos diferentes, no citoplasma ou no nucleo. A partir desta dltima
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caracteristica, os VTB sdo amplamente classificados como VTB citoplasmaticos
(VTB-C) ou VTB nucleares (VTB-N). Os VTB-C possuem particulas curtas e alojadas
nas cisternas do reticulo endoplasmatico e induzem inclusdes densas e vacuoladas,
0s viroplasmas, no citoplasma, que se acredita ser o sitio de acumulo e/ou sintese
do material viral (Figura 1A). Os VTB-N apresentam particulas curtas, presentes no
nacleo ou citoplasma, e presenca de viroplasmas eletro-transparentes no nucleo
(Figura 1B) (KONDO et al., 2003; KITAJIMA et al., 2003a;KITAJIMA et al., 2010).

Quanto a transmissao dos VTB, existem dois tipos de transmisséo persistente
descritos na literatura: propagativa, na qual ocorre a replicagdo do virus no vetor,
sendo caracterizada por um periodo de laténcia longo (semanas) e possibilidade de
transmissao transovariana; e a circulativa (ndo-propagativa), na qual ndo ocorre
replicacdo do virus no vetor, apresentando um periodo de laténcia curto (horas a
dias) e auséncia de transmissao transovariana (NOVELLI et al., 2005; 2007)Dados
de transmissdo pelo vetor, microscopia eletronica de transmissdo (MET) e ensaios
moleculares sugerem que os VTB-N sejam transmitidos pelo acaro vetor de maneira
persistente propagativa e os VTB-C, de maneira circulativa (KONDO et al., 2003;
NICOLINI et al., 2007; KITAJIMA et al., 2007, 2008a; RODRIGUES et al., 2013).
Recentemente foi sugerido que B. yothersi transmite CiLV-C, que € um VTB-C, de
forma propagativa (ROY et al.,, 2015a), mas essa informagdo ainda precisa ser
confirmada.

Além da leprose dos citros, que se destaca como a virose mais importante
transmitida por acaros Brevipalpus, este também é o vetor de uma crescente lista de
virus de plantas, atualmente cerca de 40 (KITAJIMA; MORAES, 2000; KITAJIMA et
al., 2003b, 2010). Esses VTB afetam culturas, como café e maracuja, além de mais
de 50 espécies de plantas ornamentais (KITAJIMA et al., 2003b, 2010; BOARI et al.,
2011; RAMALHO et al., 2014; ROY et al., 2015a).



25

o SV S

Figura 1 - Microscopia eletrbnica de transmissdo mostrando particulas baciliformes de VTB. (A)
Seccbes de células do parénquima foliar obtidas de lesées causadas por CiLV-C em
Citrus sinensis, identificando a presenca de grupos de virions (v) e viroplasma (*) no
citoplasma (retirado de ARENA et al., 2013); (B) Cortes ultrafinos de folhas de Coffea
sp. infectada por CoRSV, identificado a presenca de viroplasma no nucleo (retirado de
BOARI, 2011)
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2.2 Diversidade genética de virus transmitidos por acaros Brevipalpus spp.

Toda diversidade genética de VTB conhecida encontra-se distribuida em trés
géneros distintos: Cilevirus, Higrevirus e Dichorhavirus (LOCALI-FABRIS et al.,
2012; MELZER et al., 2013b; DIETZGEN et al., 2014).

O género Dichorhavirus agrupa os VTB nucleares, sendo o membro-tipo
deste género o Orchid fleck virus (OFV) (KONDO et al., 2006; DIETZGEN et al.,
2014). Com base na forma e tamanho dos virions de OFV e outros virus transmitidos
por Brevipalpus spp., esse VTB foi inicialmente agrupado juntamente com o0s
rhabdovirus sem género atribuido (WUNNER et al., 1995). Apés a caracterizacao
molecular de OFV foi proposto um novo género ao ICTV (Comité Internacional de
Taxonomia de Virus), o Dichorhabdovirus, que seria pertencente a familia
Rhabdoviridae e ordem Mononegavirales por possuir genoma bipartido de cadeia
simples (ss) de RNA e senso negativo (KONDO et al., 2006). No entanto, de acordo
com a chave de classificagdo do ICTV, todos os rhabdovirus compartilham néo
apenas a estrutura de particulas, mas também a estratégia de replicacdo, a
composicdo bioquimica [sSRNA (de sentido negativo)] e a organizacdo genbmica
(com genoma monopartido) (EASTON; PRINGLE, 2011). Em funcdo do genoma
bipartido dos VTB-N, a proposta da criacdo do género Dichorhabdovirus foi
substituida por outra mais recente (DIETZGEN et al., 2014), que sugere a criagao do

género Dichorhavirus (Figura 2), sem familia atribuida.
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O RNAL(6413 nt) do OFV codifica para cinco ORFs, correspondentes as
proteinas de 49 (ORF1), 26 (ORF2), 38 (ORF3), 20 (ORF4) e 61 kDa (ORF5), e o
RNA2 (6001 nt), que codifica para uma Unica proteina de 212 kDa (ORF6). As duas
moléculas de RNA apresentam as juncfes 3 -UGUGUC---GACACA-5" nas regides
terminais (Figura 2). No RNA1, a proteina de 49 kDa (ORF1l) apresenta alta
similaridade com as proteinas de nucleocapsideos (N) de fitovirus, sendo
considerada a proteina N dos dichorhavirus. Ja a proteina de 20 kDa (ORF2) néo
apresenta semelhanca aparente com outras sequéncias virais disponiveis no
GenBank (KONDO et al., 2006). A ORF3 codifica possivelmente a MP (proteina de
movimento, de 26 kDa) e a proteina de 38 kDa (ORF4) possivelmente € associada a
matriz (M) (ROY et al., 2015b). A proteina de 61 kDa (ORF5) possivelmente € uma
glicoproteina (G), com duas principais regides hidrofébicas, nas extremidades N e C
terminais, que constituem provavelmente o peptideo sinal e dominios de
transmembrana dessa proteina. No RNA2 a proteina de 212 kDa (ORF6) é a RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), uma poliproteina envolvida na replicacédo
do virus, também conhecida como proteina L para os dichorhavirus (KONDO et al.,
2006). Quanto a morfologia das particulas, os virions de OFV ndo sao
encapsidados, apresentam dimensdes de 40-50 nm de largura e 100-110 nm de
comprimento e se acumulam no nucleo das células infectadas, gerando
configuragcdes conhecidas como “rodas de carroga” (KITAJIMA et al., 2011a).

Além do OFV, agrupam-se no género proposto Dichorhavirus a espécie
tentativa CORSV (RAMALHO et al., 2014), e as estirpes de OFV que infectam citros,
Citrus leprosis virus nuclear type (CiLV-N) (ROY et al., 2013a, 2014a) e Citrus
necrotic spot virus (CiNSV) (CRUZ-JARAMILLO et al., 2014). Os dichorhavirus sao
muito semelhantes filogeneticamente, CiLV-N e CINSV apresentam mais de 90% de
identidade de nucleotideos com OFV (ROY et al., 2014b). Roy et al. (2015b)
detectaram CiLV-N em varias espécies de citros em Querétaro, México, e através de
estudos de filogenia utilizando sequéncias de aminoacidos das proteinas tentativas
N e G demonstraram alta semelhanca filogenética entre esses virus e OFV. As altas
semelhancas indicam que esses dichorhavirus pertencem a uma mesma espécie
(RAMOS-GONZALEZ et al., 2015). O CoRSV apresenta genoma semelhante aos
dichorhavirus, 0 RNAL1 (6552 nt) e 0 RNA2 (5945 nt) codificam para seis ORFs. No
RNA1 estdo presentes jungdes intergénicas, algumas delas idénticas a encontrada

em OFV, enquanto outras apresentam ligeiras diferencas (RAMALHO et al., 2014).
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O CoRSV possui uma relacdo de 70% de identidade de nucleotideos com OFV e
suas estirpes, sugerindo que este virus é um VTB distinto (DIETZGEN et al., 2014;
RAMALHO et al., 2014). Sequéncias parciais do gene N de varios isolados de
CoRSV coletados em diferentes estados do Brasil indicam que a populacdo desta
espécie apresenta baixa variabilidade genética e que a prevaléncia de CoRSV é
muito maior do que se acreditava (RAMALHO et al., 2015).

OFV foi encontrado pela primeira vez no Japdao em plantas de Cymbidium
(DOI et al.,, 1977), posteriormente foi relatado na Australia, Brasil, Dinamarca,
Alemanha, Coréia do Sul, Costa Rica, Paraguai e EUA, infectado muitas plantas do
género das Orchidaceae (GIBBS et al., 2000; BLANCHFIELD et al., 2001; KITAJIMA
et al., 2001; FREITAS-ASTUA et al., 2002b; RAMOS-GONZALEZ et al., 2015).
Atualmente OFV é distribuido mundialmente devido ao comércio internacional de
orquideas e a presenca cosmopolita do acaro vetor (RAMOS-GONZALEZ et al.,
2015).

O CoRSV foi relatado em 1938 no estado de Minas Gerais (BITANCOURT,
1938). Hoje, o virus esta presente na maioria dos estados brasileiros e na Costa
Rica (RODRIGUES et al., 2002; RAMALHO et al., 2014a, 2015). Ha relatos de uma
doenca associada a CoRSV nas Filipinas (REYES 1959, 1961), entretanto o virus
nao foi identificado nessa regido. Outros VTB do tipo nuclear sdo o CiLV-N e o
CIiNSV, relatados no México e na Colémbia (CRUZ-JARAMILLO et al., 2014; ROY et
al.,, 2014a). Através de um estudo de material herbarizado, recentemente foi
comprovado que CiLV-N esteve presente na Flérida na década de 1940 (HARTUNG
et al., 2015). H4 relatos de VTB-N no Panama e em algumas regides do estado de
Sédo Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais; porém, no Brasil o virus néo foi
caracterizado molecularmente, apenas por microscopia eletrénica de transmissao
(KITAJIMA et al., 1972a; BASTIANEL et al., 2010).

Clerodendrum chlorotic spot virus (CICSV) (KITAJIMA; MORAES, 2000)
embora ndo completamente caracterizado, apresenta relacbes estreitas com 0s
membros tentativos do género Dichorhavirus (KITAJIMA et al.,, 2008). De acordo
com DIETZGEN et al. (2014), as informagdes disponiveis sobre as caracteristicas
molculares e biologicas de CICSV indicam que este virus seja um tentativo

dichorhavirus.
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Figura 2 - Organizacao e estrutura gendmica de Orchid fleck virus (OFV), proposto por Kondo et al.
(2006). O genoma bipartido codifica cinco ORFs no RNA1 e uma ORF no RNA2, (-)
genoma e (+) genoma complementar. Apresentem juncdes intergénicas entre as ORFs e
terminais nas extremidades 3' e 5 das duas moléculas. Dominios funcionais foram
atribuidos de acordo com as sequéncias traduzidas: N, nucleocapsideo, MP, proteina de
movimento, M, matriz, G, glicoproteina, L, RNA polimerase dependente de RNA. As
sequéncias traduzidas com funcdo ndo identificada estdo representadas pela
nomenclatura numérica das ORF.

Os géneros Cilevirus e Higrevirus agrupam os VTB citoplasmaticos. CiLV-C é
0 membro-tipo do género Cilevirus, apresenta genoma bipartido de ssRNA e senso
positivo (Figura 3) (BASTIANEL et al., 2010; LOCALI-FABRIS et al., 2012). Ambas
as moléculas contém estrutura cap na extremidade 5 e cauda poli-A na extremidade
3. O RNAL1 (8745 nt) apresenta duas ORFs, correspondentes a uma proteina de
286 kDa (ORF1) e outra de 29 kDa (ORF2). O RNA2 (4986 nt) apresenta quatro
ORFs, correspondentes as proteinas de 15 (ORF3), 61 (ORF4), 32 (ORF5) e 24 kDA
(ORF6) (Figura 3). No RNA1, a proteina de 286 kDa é uma RdRp tentativa e contém
guatro dominios conservados: metiltransferase, protease, helicase e polimerase. A
proteina de 29 kDa (ORF2) é a proteina capsidial tentativa (p29). No RNA2, a
proteina de 32 kDa (ORF5) esta aparentemente envolvida na movimento célula-a-
célula do virus, apresenta dominios conservados com a superfamilia 30K, que séo
as proteinas de movimento em plantas (LOCALI-FABRIS et al., 2006), sendo
considerada a MP (proteina de movimento) dos cilevirus. As proteinas p61 (ORF4) e
p24 (ORF6) apresentam semelhangas distantes com proteinas estruturais
codificadas pelos Blunervirus e Negevirus (KUCHIBHATLA et al., 2014). A proteina
de 15kDa (ORF3) conhecida como p15, ndo apresenta fungéo conhecida (LOCALI-
FABRIS et al., 2006; PASCON et al., 2006). No RNAl1l de CiLV-C ocorre a
transcricdo de um RNA subgendmico (sgRNA1) de 0.7 kb que codifica a p29. No

RNAZ2 ocorre a geragdo de trés RNA subgenémicos, mais préximos a regido terminal



29

3, com 3 kb (sgRNA2), 1,5 kb (sgRNA3) e 0,6 kb (sgRNA4), provavelmente
envolvidos na expressdo dos genes p6l, p24, MP, respectivamente (ROY et al.,
2015a). Quanto a morfologia das particulas, CiLV-C possui particulas baciliformes e
curtas, apresentando largura de 60 a 70 nm e comprimento de 120 a 150 nm. Elas
sdo encontradas isoladas ou agrupadas no limen do reticulo endoplasmatico e seus
viroplasmas ocorrem como inclusdes citoplasméticas elétron densas e vacuoladas,
de forma e dimensdes variadas (KITAJIMA et al., 2003a).

Inicialmente, devido a morfologia das suas particulas e local de acimulo nas
células infectadas, o CiLV-C foi considerado um membro tentativo da familia
Rhabdoviridae (JACKSON et al., 2005). No entanto, a composicdo bioquimica das
moléculas de RNA (ssRNA- para os rhabdovirus e ssRNA+ para o CiLV-C),
associada ao conjunto de propriedades Unicas do virus: morfologia de particulas,
efeitos citopéaticos induzidos no hospedeiro, sequéncia distinta e particularidades na
sua transmissdo, foram a base para propor a criagdo de um novo género
denominado Cilevirus, tendo o CiLV-C como membro-tipo (LOCALI-FABRIS et al.,
2012). Aléem de CiLV-C, Citrus leprosis virus C type 2 (CiLV-C2) detectado na
Colémbia (ROY et al., 2013b) e CiLV-C2 Hw no Havali, sdo as outras duas espécies
tentativas do género Cilevirus (MELZER et al., 2013a; ROY et al., 2013b). O genoma
de CiLV-C2 apresenta organizagdo semelhante a do CiLV-C, exceto pela presenca
de uma longa regido 3 nao traduzida (3'-UTR) e uma ORF extra no RNA2, que
codifica uma proteina putativa de 7 kDa (MELZER et al., 2013a; ROY et al., 2013b).
Quanto a filogenia dos cilevirus, CiLV-C apresenta globalmente cerca de 55% de
identidade de nucleotideos com CiLV-C2. As regides de menor identidade entre
esses virus correspondem aos genes pl5 e RI (regido intergénica) do RNA2. O
CiLV-C2 Hw apresenta uma porcentagem global de identidade de nucleotideos de
85% com CiLV-C2 (MELZER et al., 2013a), podendo ser uma estirpe dessa especie.

O CiLV-C foi detectado no Panama por volta de 2000 e em pouco tempo
chegou ao sul do México (BASTIANEL et al.,, 2010; IZQUIERDO et al., 2011).
Atualmente este virus esta amplamente distribuido desde o México a Argentina. O
CiLV-C2 esta presente na Coldmbia e CiLV-C2 Hw no Havai, neste caso infectando
hibisco e néo citros (MELZER et al., 2013a).

Passion fruit green spot virus - PFGSV (KITAJIMA et al., 1997), Solanum
violaefolium ringspot virus - SVRSV (FERREIRA, 2005) e Ligustrum ringspot virus-
LigRSV (KITAJIMA et al.,, 2010) sdo VTB nao completamente caracterizados
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molecularmente, mas que apresentam similiaridade gendmica com os cilevirus.
PFGSV foi detectado pela primeira vez em Vera Cruz, Sdo Paulo (KITAJIMA et al.,
1997) e atualmente encontra-se na maioria dos estados brasileiros (Moraes et al.;
2006). SVRSV e LigRSV foram relatados em Sao Paulo e em alguns outros estados
do Brasil (KITAJIMA; MORAES, 2000; KITAJIMA et al., 2003a, 2008b).

RNAL
5 cap | MTR C-Prot Hel RdRp 3’ Poly (A)
p29
RNA2
5’ CAP |p15 ' p2a | 3’ Poly(A)
p61 MP

Figura 3 - Organizacéo e estrutura genémica de CiLV-C, proposta por Locali-Fabris et al. (2006).
As ORFs estao indicadas por retangulos e representadas, de acordo com a localizacao
em diferentes quadros de leitura, acima (+1) ou abaixo (+3). Dominios funcionais foram
atribuidos de acordo com as sequéncias traduzidas: MTR, metil-transferase; C-Prot,
cisteina protease; Hel, helicase; RdRp, RNA polimerase dependente de RNA; p29, capa
proteica; MP, proteina de movimento; p15, p61 e p24 ainda ndo possui fungéo atribuida

O género Higrevirus é representado por um unico VTB, o Hibiscus green spot
virus 2 (HGSV-2) detectado no Havai em 2013 (MELZER et al., 2013b). Existem
relatos anteriores no Brasil de VTB infectando varias espécies de hibiscos de
diferentes regiées do Brasil, sendo que o virus ficou conhecido como Hibiscus green
spot virus (HGSV) (KITAJIMA et al., 2003; ROY et al., 2015a). HGSV ainda nao foi
caracterizado completamente, mas sabe-se que este virus apresenta uma espécie
distinta & detectada no Havai. HGSV-2 foi encontrado causando sintomas cloroticos
em lim&o volkameriano (Citrus volkameriana) (MELZER et al., 2013b). O genoma do
HGSV-2 é de (+)ssRNA tripartido e codifica para oito ORFs (Figura 4), o0 RNAl
(8372 Kb) codifica para uma ORF de 273 kDa (ORF1), o RNA2 (3196 Kb) codifica
para 4 ORFs, de 50 (ORF2), 39 (ORF3), 9 (ORF4) e 6 kDa (ORF5) , 0 RNA3 (3134
Kb) codifica 3 ORFs, de 33 (ORF6), 29 (ORF7) e 23 kDa (ORF8). Apresentam cauda
poli-A nas extremidades 3’ das trés moléculas de RNA. A proteina de 273 kDa
(ORF1) é a tentativa RdRp e possui quatro dominios: metiltransferase, protease,
helicase e polimerase. Os dominios metiltransferase, helicase e polimerase
apresentam similaridade de nucleotideo de 38, 37, e 48% com o0s dominios

correspondentes do CiLV-C, respectivamente (MELZER et al., 2013b). Os genes
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que codificam as proteinas de 39 (ORF3), 9 (ORF4) e 6 kDa (ORF5) apresentam
similaridade com os TGB (Triple Gene Block), que sédo proteinas de movimento de
virus de plantas (MOROZOV; SOLOVYEV, 2003). As proteinas 50 (ORF2), 33
(ORF6) e 29 kDa (ORF7) ndo possuem semelhanca com nenhuma proteina
disponivel no banco de dados GenBank, e a proteina 23 kDa (ORF8) apresenta 26%
de identidade com a p24 de CiLV-C (MELZER et al., 2013b), mas também néo

possui funcdo conhecida.

RNA1
5 [ MTR C-Prot Hel RdRp 3’ Poly (A)
RNA2 RNA3
5 [oRF2 T| 3’ Poly (A) 5 3’ Poly (A)

ORF 3 |5_| ORF6 | ORF7 ORF 8

Figura 4 - Organizacdo e estrutura gendmica de Hibiscus green spot virus 2 (HGSV-2), proposta
por Melzer et al. (2013b). Apresenta genoma tripartido de (+)ssRNA. As ORFs estao
indicadas por retédngulos e representadas, de acordo com a localizagdo em diferentes
guadros de leitura, acima (+1) ou abaixo (+3). Dominios funcionais foram atribuidos de
acordo com as sequéncias traduzidas: MTR, metil-transferase; C-Prot, cisteina
protease; Hel, helicase; RdRp, RNA polimerase dependente de RNA; MP, proteina de
movimento. As sequéncias traduzidas com funcdo ndo identificada estdo
representadas pela nomenclatura numérica da ORF

2.3 Virus transmitidos por acaros Brevipalpus spp. associados a leprose dos

citros

As plantas do género Citrus e afins da familia Rutaceae, especialmente
Poncirus e Fortunella, sdo denominadas genericamente de citros. Estima-se a
origem dos citros esteja entre 20 e 30 milhdes de anos atras, nas regides tropicais e
subtropicais da Asia, foram introduzidas no Brasil pelas primeiras expedicdes
colonizadoras, provavelmente na Bahia. Entretanto, com melhores condi¢cdes para
vegetar e produzir do que nas proprias regides de origem, 0s citros se expandiram
para todo o pais (EMBRAPA, 2007).

A principal doenca de etiologia viral que afeta a citricultura em escala nacional
é a leprose dos citros. A infeccdo diminui o tempo de vida das plantas e a qualidade
dos frutos, reduzindo a produtividade e aumentando os custos de producdo dos
pomares de citros (RAMOS-GONZALEZ et al., 2015). Para o controle da doenca s&o
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realizadas aplicagBes de acaricidas (duas a quatro aplicagbes/época), e os dados
mais recentes que se tém disponivel indicam que esse controle gera um custo de
mais de $80 milhdes de dolares por ano para o cultivo de citros no Brasil
(BASTIANEL et al., 2010).

A leprose dos citros foi a primeira virose causada por um VTB descrita na
literatura. Essa doenca foi relatada na Flérida em 1907 (FAWCETT, 1911) e
inicialmente foi nomeada de scally bark ou nail head rust, devido aos sintomas
tipicos induzidos em frutos e ramos (FAWCETT, 1926). A etiologia da leprose dos
citros foi dificil de determinar, e varios fungos foram propostos como o agente causal
da doenca. Pesquisas iniciais sugeriram que o fungo Cladosporium herbarium era o
patdgeno causador da leprose dos citros (FAWCETT, 1911). Na América do Sul a
doenca foi relatada pela primeira vez em 1920 no Paraguai, onde recebeu a
denominacdo de lepra explosiva, e foi associada ao fungo Amylirosa aurantiorum
(SPEGAZZINI, 1920). No Brasil a leprose dos citros foi identificada no ano de 1931,
em Sado Paulo (BITANCOURT, 1934). Devido a abundéancia de lesGes nas folhas,
muito raras na Florida, a doenca foi chamada de variola. No final dos anos 1950, a
doenca foi erradicada na Flérida (CHILDERS et al., 2003b; KITAJIMA et al., 2011b),
possivelmente devido ao uso intensivo de enxofre como acaricida e a ocorréncia de
sucessivas geadas que, em conjunto, teriam eliminado as populacdes Brevipalpus
viruliferas (HARTUNG et al.,, 2015). Bitancourt (1955) sugeriu que a doenca
observada no Brasil era a mesma ocorrida na Flérida, e que era causada por um
virus, devido as les@es circulares localizadas, tipicamente causadas por este tipo de
patdgeno. A etiologia viral da doenca sé foi demonstrada em 1970, pela visualizacédo
de particulas virais por microscopia eletronica de transmissdo (MET) em folhas de
Citrus sinensis sintoméaticas (KITAJIMA et al., 1972a), sendo em seguida confirmada
pela transmissao do virus para novos tecidos por enxertia (CHAGAS; ROSSETTI,
1984). Hoje, através de estudos com materiais herbarizados sabe-se que leprose na
Flérida era causada por VTB distintos aos que ocorrem no Brasil associados a
leprose dos citros (BASTIANEL et al., 2010; HARTUNG et al., 2015).

A leprose dos citros se tornou prevalente na América do Sul, ocorrendo na
maioria dos estados brasileiros (BASTIANEL et al., 2006; CACERES et al., 2013).
Mais recentemente, Bolivia, Coldmbia, Venezuela, e todos os paises da América
Central, além do México, foram incorporados ao mapa de distribuicdo da leprose dos
citros (Figura 5) (CRUZ-JARAMILLO et al., 2014), o que a torna uma doenca
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considerada reemergente para alguns paises (SUBBARAO et al., 2015). A chegada
da leprose a América do Norte traz aos EUA a preocupacdo de que seus pomares
sejam reinfectados. Existe ainda uma ameaca potencial para outras regides
produtoras de citros devido a ampla distribuicdo do vetor (SALINAS-VARGAS et al.,
2013). Relatos antigos mencionam a presenca da doenca na Asia (China, india,
Ceildo, Japao, Filipinas, Java) e Africa (Egito e Africa do Sul) (FAWCETT, 1936;
BITANCOURT, 1955; CHOUDHARI; MALI 1978), porém ndo houve comprovacdes
posteriores. Fora do continente americano, sintomas associados a leprose foram
confirmados apenas no Havai, EUA (MELZER et al., 2013a, 2013b) (Figura 5).

A leprose dos citros esta associada a VTB presentes nos trés géneros
descritos e, de acordo com o local de maturacao do virus na célula hospedeira, a
leprose dos citros € amplamente subdividida em dois grupos: leprose do tipo nuclear
e leprose do tipo citoplasmatica (BASTIANEL et al., 2010). A leprose do tipo nuclear
foi relatada no Panama e em algumas regides do Brasil (Figura 6A), entretanto o
virus nao foi caracterizado molecularmente (BASTIANEL et al., 2010). No México,
este tipo de doenca é causada pelo CiLV-N e CiNSV (Figura 5B) e na Colémbia pelo
CiLV-N (Figura 6C) (ROY et al., 2014a; CRUZ-JARAMILLO et al., 2014). Entretanto,
a leprose tipica e prevalente em pomares de citros desde o México até a Argentina é
do tipo citoplasmatica, causada por CiLV-C (BASTIANEL et al., 2010; LOCALI-
FABRIS et al.,, 2012). Em algumas areas da Colémbia, a leprose citoplasmética
também é causada pelo CiLV-C2 (Figura 5C) (ROY et al.,, 2013b). Fora do
continente americano, sintomas de leprose foram encontrados em limao
volkameriano e foi associado a presenga de HGSV-2 (Figura 5A) (MELZER et al.,
2013b).
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Figura 5 - Distribuicdo da diversidade de VTB associados a leprose dos citros no continente
americano (retirado de ROY et al., 2015a). Em detalhe mostra a distribuicdo da leprose
nuclear e citoplasméatica em México (B) e Colémbia (C), (*) representa a presenca de
CiLV-N na Flérida, em1968 e (o) relato de leprose nuclear no Brasil e no Panama

No Brasil, CiLV-C infecta varias espécies dentro género Citrus, embora com
diferentes graus de susceptibilidade: as laranjas doces (C. sinensis) sdo altamente
suscetiveis, as tangerinas (C. reshni Tanaka, C. reticulata Blanco, C. deliciosa
Tenore) apresentam-se como intermediarias, enquanto os limées (C. limon L.
Osbeck) e as limas (C. aurantifolia Christmann Swingle) s&o considerados
resistentes (BASTIANEL et al., 2009, 2010). Nos ultimos anos, foram encontradas as
primeiras hospedeiras naturais do CiLV-C fora do género Citrus: a rutdcea Swinglea
glutinosa, frequentemente usada como cerca-viva na Colémbia (LEON et al., 2008) e
a trapoeraba (Commelina benghalensis), uma monocotiledénea invasora comum em
pomares de citros no Brasil (NUNES et al.,, 2012). Experimentalmente, outras
espécies vegetais distintas tém sido relatadas como hospedeiras do virus. Através
de inoculacdo mecéanica, a leprose pode ser transmitida a Gomphrena globosa,
Chenopodium amaranthicolor e C. quinoa (COLARICCIO et al., 1995). Através da



35

7

infeccdo por acaros viruliferos, a transmissdo é eficiente para pelo menos 50
espécies vegetais (NUNES et al., 2012; GARITA et al., 2014), dentre elas a planta-
modelo Arabidopsis thaliana (ARENA et al., 2013).

Em citros, a leprose caracteriza-se pelo surgimento de lesdes
cloréticas/anelares nas folhas, lesdes corticosas nos ramos e lesGes deprimidas
cloréticas/pardas nos frutos (Figura 7) (RODRIGUES et al., 2003). Geralmente os
sintomas sao visiveis entre 17 a 60 dias ap0s a infec¢do nos locais onde o acaro se
alimenta (BASSANEZI et al., 2002). Dependendo do numero de lesbes e sua época
de aparecimento, os sintomas podem gerar desfolha, seca de ramos e queda
prematura de frutos, promovendo reducdo drastica na producdo. Sintomas mais
severos podem surgir em decorréncia de grandes infestacdes de acaros viruliferos,
podendo levar a diminuicdo da vida util e até a morte de plantas altamente
suscetiveis (RODRIGUES et al., 2001; BASSANEZI et al., 2002; BASTIANEL et al.,
2009; 2010).

Figura 6 - Sintomas tipicos da leprose em laranja doce (Citrus sinensis) infectada por CiLV-C. (A)
folhas, (B) fruto e (C) ramos. Fonte: Pedro Ramos

2.4 Virus transmitidos por acaros Brevipalpus sp. associados a mancha anular

do cafeeiro

O cafeeiro Coffea arabica L., pertencente a familia Rubiaceae, é originario do
continente africano, das regides altas da Etiopia (Cafa e Enéaria), podendo ser a

regido de Cafa responsavel pela origem do nome café. E uma cultura de clima
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tropical de altitude, adaptado a clima umido e temperaturas amenas (GRANER et al.,
1967). C. arabica é uma das espécies mais cultivadas no Brasil (BOARI et al., 2011).

Muitas doencas podem causar danos ao cafeeiro, podendo ser de origem
fungica, bacteriana ou causadas por nematoides e virus. Uma Unica doenca virGtica
foi detectada no cafeeiro até o momento, a mancha anular do cafeeiro, causada pelo
CoRSV (BITANCOURT,1938). Embora exista um crescimento da comercializagéo de
café pela maioria dos paises tropicais e subtropicais, o Brasil € o principal produtor e
exportador mundial, sendo responsavel pela producdo de 35% dos graos de café no
mundo. Como tal, a presenca de CoRSV na cultura é uma preocupacédo critica
(CHAGAS et al., 2003; FIGUEIRA, 2008; RAMALHO et al., 2014). A rapida
disseminacdo desse virus, que tem sido observada nesses ultimos anos, poderia
estar ligada a dois fatores: o primeiro seria um desequilibrio ecoldgico, causado
pelos tratos culturais intensivos, favorecendo o aumento populacional do acaro vetor
e 0 segundo seria devido a uma variabilidade no genoma do virus, que o teria
tornado mais facilmente transmissivel (GIRAO, 2007).

A mancha anular do cafeeiro foi relatada pela primeira vez em 1938, na
cidade de Cacapava, SP (BITANCOURT,1938). Kitajima e Costa (1972b), muitos
anos depois, observaram em microscopio eletrbnico, particulas baciliformes nas
células dos tecidos foliares de cafeeiro infectado. Posteriormente, Chagas (1978)
conseguiu transmitir CoRSV por B. phoenicis e também mecanicamente para
plantas de Chenopodium quinoa e C. amaranticolor. Em 1995, foi constatado em
varios cafezais localizados na area do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, altas
incidéncias da doenca, causando desfolha e queda de frutos nas plantas afetadas.
Em 2002, a mancha anular do cafeeiro foi relatada na Costa Rica (RODRIGUES et
al., 2002). Nas Filipinas uma doenca semelhante foi descrita, mas o virus nao foi
identificado (REYES, 1961). Atualmente a doenca encontra-se distribuida na maioria
dos estados brasileiros e na Costa Rica (RAMALHO et al., 2014a, 2015). Sintomas
relacionados a mancha anular do cafeeiro foi relatada em plantas de Coffee sp. em
Sao Paulo, entretanto, parecem ser causados por um VTB distinto de CoRSV
(CHAGAS et al., 2007).

CoRSYV infecta naturalmente Coffea spp., Psylanthus ebracteolatus, também
uma rubiacea (KITAJIMA et al., 2007) e uma ornamental, Spatiphylum wallisi
(NOVELLI et al.,, 2007). Ha um caso de infeccdo experimental em maracujazeiro
(Passiflora edulis f. flavicarpa) pelo CoRSV (MASCARENHAS et al., 2009). Além de
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C. amaranticolor e C. quinoa, o CoRSV pode infectar varias outras hospedeiras
experimentais como a Tetragonia expansa, Alternanthera tenella, Nicotiana
tabacum, Chenopodium ambrosioides, Amaranthus deflexus (BOARI et al., 2003,
2004; ALMEIDA et al., 2006, 2008).

Os sintomas provocados por CoRSV se caracterizam por manchas cloroticas
nas folhas (Figura 7A), geralmente em forma de anéis concéntricos. Os frutos
apresentam manchas amareladas em forma de anéis ou irregulares e deprimidas
(BITANCOURT, 1938; SILBERSCHMIDT, 1941; CHAGAS, 1973, 1978). Sintomas
mais avermelhados séo observados em algumas plantas (CHAGAS et al., 2007).
Recentemente, foi observado que CoRSV pode induzir sintomas com uma variagao
de cor, de acordo com o clima e cultivar, sendo em alguns casos até dificil
diagnosticar a doenca (RAMALHO et al.,, 2015). Os tecidos afetados dos frutos
parecem ficar mais suscetiveis a fungos diversos, de modo que dependendo das
condi¢cdes ambientais serem mais ou menos favoraveis a infeccdo fangica, este
pode também apodrecer, secar ou ambos, o0 que acarreta a sua queda.
InvestigacBes tém demonstrado que o CoRSV pode afetar a qualidade da bebida do
café (REIS, 2001; BOARI et al., 2006), cuja perda da qualidade estaria relacionada
com a diminuicdo da atividade da polifenoxidase e aumento de compostos fendélicos
totais e acucares. Como o teor de compostos fendlicos influencia diretamente na
qualidade da bebida do café, a depreciacdo da bebida é diretamente proporcional ao
aumento da severidade da mancha anular nos frutos do cafeeiro (GIRAO, 2007).
Mesmo nos casos em que o rendimento global das plantas infectadas por CoRSV
ndo é afetado, queimaduras dos frutos infectados com o virus expostos podem
prejudicar seriamente a qualidade final da bebida de café, o qual por sua vez, se
traduz em uma desvalorizacdo acentuada dos frutos colhidos (BERTRAND et al.,
2012).

Trabalhos realizados por Ramalho et al. (2014) revelaram que CoRSV isolado
de Lavras, MG, foi capaz de infectar sistemicamente plantas de C. quinoa, quando
mantidas a temperatura maiores que 28°C. A gama de hospedeiros de CoRSV pode
ser influenciada significativamente por pequenas mudancas na temperatura. Esses
resultados tém sérias implicacbes para a expansdo do reservatorio de virus na
natureza, particularmente sabendo-se que as previsdes de que mudancas climaticas
podem impactar negativamente a producdo e qualidade do café (GROSS, 2009;
ALMEIDA et al., 2012; BERTRAND et al., 2012; DAVIS et al., 2012;). Modelos de
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previsdo meteorolégica sugerem um aumento de 2-4°C na temperatura média na
maioria das regides produtoras de café no Brasil (GROSS, 2009; BOARI et al., 2011,
ZULLO etal., 2011; BERTRAND et al., 2012; RAMALHO et al., 2015).

Figura 7 - Sintomas da mancha anular do cafeeiro em Coffea sp. infectado por VTB. (A) Coffea sp.
infectado por CoRSV; (B) Coffea sp. apresentando sintomas semelhante, coletado em
Sao Paulo. Fonte: Pedro Ramos

2.5 Virus transmitidos por acaros Breviplapus spp. que afetam outras culturas

e plantas ornamentais

Virus transmitidos pelo acaro Brevipalpus tém sido referenciados na literatura
desde 1930, quando se sugeriu o envolvimento de B. obovatus na disseminacgéo da
leprose dos citros na América do Sul (SPEGAZZINI, 1920; VERGANI, 1945). Aléem
de citros e café, existem diversas espécies vegetais que sao afetadas por VTB,
como Passiflora spp. e varias espécies ornamentais (KITAJIMA; MORAES, 2000;
KITAJIMA et al., 2000, 2010; RAMOS-GONZALEZ et al., 2015), entretanto, a maior
parte desses VTB ainda né&o foi caracterizada molecularmente.

O Brasil é o principal produtor e exportar de maracuja. Maracujazeiros sao
plantas da familia Passifloraceae, cultivadas para producdo de frutos, fins
ornamentais e produtos farmacolégicos. O género Passiflora € originario da América

do Sul e tem no Centro-Norte do Brasil o maior centro de distribuicdo geografica. O
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tipo mais cultivado é o amarelo (Passiflora edulis Deg. f. flavicarpa Sims.), cujo fruto
é utilizado para produzir suco e polpa, sendo também conhecido pelo seu ativo
calmante (ANTONIOLI-LUIZON, 2009).

Dentre as principais enfermidades da cultura do maracujazeiro encontra-se a
pinta verde do maracujazeiro (KITAJIMA et al., 1997). Seu nome deriva de manchas
verdes nos frutos amarelos e dos danos causados por lesbes nas hastes que
coalescem (ANTONIOLI-LUIZON, 2009). As manchas podem ocorrer em folhas
senescentes, cloréticas ou ao longo das nervuras (Figura 8A). Lesdes necroticas no
caule sdo frequentemente observadas, acompanhado de infestacdo pesada pelo
acaro vetor, Brevipalpus phoenicis, lesdes dos ramos podem se fundir, resultando no
anelamento e morte das plantas e, eventualmente, a destruicdo de todo o pomar
(KITAJIMA et al., 1997, 2003a).

A pinta verde do maracujazeiro foi relatada pela primeira vez no Brasil, no
municipio de Vera Cruz, SP, causando sérios prejuizos as plantacdes (KITAJIMA et
al., 1997). Uma enfermidade semelhante havia sido relatada na Bahia em 1994,
denominada definhamento precoce do maracujazeiro (SANTOS FILHO;
NASCIMENTO, 1997), hoje acredita-se que se trata da mesma doenca
(ANTONIOLI-LUIZON et al., 2009). Atualmente a doenca encontra-se em varios
outros estados como Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sergipe, Rondonia, Maranhéao,
Rio Grande do Norte, Paraiba e Para, além do Distrito Federal (KITAJIMA et al.,
1997; SANTOS FILHO et al., 1997; MORAES et al.; 2006).

Até 2010 foram contabilizadas mais de 50 espécies de plantas ornamentais
infectadas por VTB (KITAJIMA et al., 2010). O comércio internacional crescente
dessas plantas facilita significativamente o risco de propagacdo desses virus em
novas areas ainda nao afetadas (CHILDERS; RODRIGUES, 2005). De forma
semelhante, o comércio interno de ornamentais num pais de grande extensao como
o Brasil gera preocupacdes com relacdo a doencas e/ou pragas ainda restritas a
algumas regides (MIRANDA et al., 2007). E crescente a lista de VTB causando
doencas em plantas ornamentais. A mancha da orquidea € a Unica doenca que tem
0 seu agente etiologico caracterizado molecularmente, mas além dessa doenca
existe o relato da mancha anular de Ligustrum (VERGANI, 1942; KITAJIMA et al.,
2003b), mancha clorética do Clerodendrum (KITAJIMA E MORAES, 2000; KITAJIMA
et al., 2001), mancha anular em Solanum violaefolium (KITAJIMA et al., 2001b,
2003b; FERREIRA, 2005;), mancha verde em Hibiscus (KITAJIMA et al., 2003b;
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MELZER et al., 2013b), mancha anular em Malvaviscus (KITAJIMA et al.; 2003b),
mancha anular de Schefflera (KITAJIMA et al., 1999), mancha anular da dama-da-
noite (Cestrum nocturnum) (FREITAS-ASTUA et al., 2002a, 2004), entre diversas
outras doencas. De forma geral, essas viroses estdo distribuidas pelo continente
americano, entre paises como Argentina, Brasil, Bolivia, Cuba e Panami
(FERREIRA, 2005).

As orquideas sdo plantas ornamentais comercializadas em todo mundo,
gerando centenas de milhdes de délares anualmente (RAMOS-GONZALEZ et al.,
2015). A mancha da orquidea é causada pelo OFV, e afeta varios géneros de
orquideas, induzindo sintomas de clorose e necrose (Figura 8B) (DOI et al., 1969;
KUBO et al., 2006). Essa doenca foi relatada pela primeira vez no Japao, em plantas
de Cymbidium apresentando lesdes locais cloréticas ou necréticas (DOI et al., 1969).
Posteriormente, foi detectada em orquideas na Austrdlia, Brasil, Dinamarca,
Alemanha, Coréia, Costa Rica, Paraguai e EUA (KITAJIMA et al., 1974;
LESEMANN; DORAISWAMY, 1975; CHANG et al., 1976; DOI et al., 1977; GIBBS et
al., 2000; FREITAS-ASTUA et al., 2002a; CHILDERS, 2003a; KITAJIMA et al 2011a)
e atualmente possui distribuicdo mundial (RAMOS-GONZALEZ et al., 2015). A
mancha da orquidea é a Unica doenc¢a causada por VTB que apresenta distribuicao
mundial, devido ao intenso trafego internacional de orquideas e a presenca
cosmopolita do acaro vetor. Fora do continente, conhece-se apenas o0 caso da
mancha clorotica da violeta (Violet ringspot virus) descrito na Australia, embora nao
se saiba se esta associada a infestacdo por Brevipalpus (GOWANLOCK;
DIETZGEN, 1995).

Ligustrum spp. (Oleaceae) incluem muitos arbustos e arvores ornamentais.
Vergani (1942) relatou um tipo de 'lepra explosiva’' em Ligustrum sp. na Argentina e
demonstrou que o virus era transmitido por B obovatus. Posteriormente a doenca foi
diagnosticada no Brasil, no Rio Grande do Sul (BITANCOURT, 1955). Em Curitiba,
estudos de microscopia eletronica de transmissao utilizando tecido de Ligustrum sp.
infectado por VTB, revelaram a presenca de viroplasma no citoplasma das células
infectadas, expondo assim efeitos citopatologicos do tipo citoplasmatico (LIMA et al.,
1991). Essas observagdes foram confirmadas em plantas de Ligustrum lucidium em
Piracicaba, SP (Figura 8C) e a doenca ficou conhecida como mancha anular do

ligustro, causada pelo Ligustrum ringspot virus (LigRSV) (KITAJIMA et al., 2010).
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Atualmente a doenca estd distribuida em varias regides do Brasil e na Argentina
(VERGANI, 1942; KITAJIMA et al., 2010).

O género Clerodendrum (Verbenaceae) possui varias espécies arbustivas,
muitas delas utilizadas para fins ornamentais, incluindo Clerodendrum speciosum
(Gurke), conhecido como coragao-sangrento (KITAJIMA et al., 2003a). Em 2000,
foram encontrados sintomas de mancha clorética em Clerodendrum sp. em um
jardim de Piracicaba, SP (Figura 8D), associados a infestagdo por B. phoenicis
(KITAJIMA; MORAES, 2000; KITAJIMA et al., 2003a). A doenca foi chamada de
mancha clorética de Clerodendrum, causada pelo Clerodendrum chlorotic spot virus
(CICSV) (KITAJIMA; MORAES, 2000; GOMES, 2010). Verificou-se também a
disseminacao natural desse virus de coracao-sangrento para outras espécies, como
Chenopodium quinoa e C. amaranticolor (KITAJIMA et al., 2005). Essas plantas,
qgquando mantidas a 28-30°C, apresentam a movimentagdo sistémica de CICSV,
caracterizada pelo clareamento das nervuras e pelas manchas cloroticas
generalizadas (ALCANTARA et al., 2005). Atualmente a mancha clorética em
Clerodendrum encontra-se distribuida nos estados de S&o Paulo, Santa Catarina,
Par4, Amazonas e Distrito Federal (LAL; MUKHARJI, 1979; KITAJIMA et al., 2003a;
GOMES et al., 2010).

Solanum violaefolium é uma planta herbacea perene que produz pequenas
flores brancas e é utilizada como ornamental em diversas regides do Brasil
(KITAJIMA et al., 2003a). Em Piracicaba, SP, foram relatadas manchas anelares em
S. violaefoluim associadas a VTB (Figura 8E). A doenca foi denominada mancha
anular do Solanum violaefolium (KITAJIMA; MORAES, 2000). A transferéncia de B.
phoenicis encontrados nessas plantas para S. violaefolium sadias resultou em
sintomas semelhantes, completando os Postulados de Koch. Cortes ultrafinos a
partir dessas lesbes permitiram a observacdo de particulas baciliformes e efeitos
citopatologicos do tipo citoplasmatico (KITAJIMA; MORAES, 2000). A transmisséo
desse virus resultou em lesdes cloroéticas/necréticas em varias hospedeiras, como
Datura stramonium L., Nicotiana tabacum L., N. benthamiana Domin., N. glutinosa
L., N. clevelandii Gray., Cymbidium sp., Capsicum frutescens L., Catharantus roseus
(L.) G. Don., Bidens pilosa L., e Gomphrena globosa L. (KITAJIMA; MORAES, 2000;
KITAJIMA et al.,, 2001). Essa doenca esta associada ao SVRSV, mas pouco se

conhece sobre as caracteristicas moleculares deste VTB. Além de S&o Paulo, a
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mancha anular do S. violaefolium estd presente no Piaui (E.W. KITAJIMAY,
comunicacéo pessoal).

Sintomas de manchas cloroticas e verdes foram identificados em varias
espécies de hibisco (Figura 8F) (KITAJIMA et al., 1999; 2003a). A doenca ficou
conhecida como a mancha verde do hibisco, causada por um VTB do tipo
citoplasmatico Hibiscus green spot virus (HGSV). Sintomas semelhantes foram
observados em Hibiscus spp. coletados em varias regides do estado de Sao Paulo,
Rio de Janeiro, Minas Gerais, Bahia, Distrito Federal, além de Panama, Havai e
Nova Zelandia (KITAJIMA et al., 2010, 2003a). O isolado do Havai, encontrado em
H. arnottianus, foi completamente sequenciado, e observou-se que se trata de virus
diferente daquele relatado no Brasil, tendo sido denominado Hibiscus green spot
virus 2 (HGSV-2) (MELZER et al., 2013b). Ainda em 2013, Melzer et al. (2013a)
relataram sintomas associados a leprose em Hibiscus sp. no Havai. A doenca foi

chamada de mancha anular do hibisco e é causada pelo CiLV-C2 Hw.

L KITAJIMA, E.W. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.



Figura 8 - Sintomas de clorose e/ou necrose associados a VTB em plantas hospedeiras. (Retirado
de Kitajima et al.,, 2010; 2003a;) (A) Pinta verde do maracujazeiro; (B) Mancha da

orquidea; (C) Mancha anular do Ligustrum; (D) Mancha anular do Clerodendrum; (E)
mancha anular do Solanum violaefolium; (E) mancha verde em Hibiscus
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2.6 Taxonomia e biologia de Brevipalpus spp.

A familia Tenuipalpidae Berlese inclui mais de 600 espécies em 30 géneros
(SMILEY; GERSON, 1996) e, juntamente com as familias Tetranychidae,
Tuckerellidae e Linotetranidae, € agrupada na superfamilia Tetranychoidea,
subordem Prostigmata, classe Arachnida e subclasse Acari. Dentro da familia
Tenuipalpidae, o género Brevipalpus Donnadieu possui aproximadamente 300
espécies (CHILDERS et al., 2003a).

O Brevipalpus spp. € uma espécie polifaga e apresenta distribuicdo
cosmopolita, sendo encontrado na Africa, Asia, Australia, Europa, América do Norte,
Central e do Sul e llhas do Pacifico (HARAMOTO, 1969; KITAJIMA et al., 2003a;
2010; ROY et al., 2015a). Dentro deste género um pequeno numero de espécies é
reconhecido como vetores de fitovirus: Brevipalpus californicus (Banks) (Figura 9A),
B. obovatus (Donnadieu) e B. phoenicis (Geijskes) (Figura 9B) (GONZALES, 1975).
As trés principais espécies de Brevipalpus foram relatadas em 928 espécies de
plantas em 513 géneros distribuidas em 139 familias (CHILDERS et al., 2003a). As
hospedeiras consistem de monocotiledoneas, dicotiledoneas, plantas anuais,
perenes, plantas ornamentais, entre outras (FERREIRA, 2005).

Recentemente foi realizada uma revisdo sobre a taxondmia de Brevipalpus
spp., € atualmente B. phoenicis € considerado um complexo morfoldégico de
espécies (BEARD et al., 2015). Pela classificagdo atual, B. hondurani (Evans), B.
papayensis (Baker), B. phoenicis (Geijskes) e B. yothersi Baker (Figura 9C) sao
consideradas novas espécies (BEARD et al., 2015). De interesse particular sdo B.
yothersi e B. papayensis, considerados as principais espécies até pouco tempo
classificadas como B. phoenicis em plantas de citros e café, respectivamente.
Ambas as espécies sdo comprovadamente vetoras de CiLV-C e CoRSV (NUNES,
NOVELLI e FREITAS-ASTUA, dados ndo publicados). Métodos moleculares de
caracterizacdo dessas espécies sdo necessarios para uma detec¢do mais pratica e
ampla pois, até o0 momento, as caracteristicas morfolégicas sdo as mais utilizadas
para a diferenciacdo entre algumas espécies (Figura 9D; E; F) (ROY et al., 2015a).
O complexo morfoldgico de espécies também é sugerido para B. californicus e B.
obovatus (BEARD et. al., 2015).

Acaros Brevipalpus reproduzem-se em geral por partenogénese telitoca, onde

fémeas ndo fecundadas dao origem a fémeas idénticas a progenitora, embora
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ocasionalmente se desenvolvam machos (CHILDERS et al., 2003a). B. phoenicis
encontra-se na natureza exclusivamente na forma haploide, isto é, possuem dois
cromossomos que sdo geneticamente distintos ndo havendo cromossomos
homologos. A feminilizacdo é atribuida a infeccdo de uma bactéria endossimbiotica
do género Cardinium, resultando em um diminuicAo dos machos na populacéo
(WEEKS et al., 2001). Novas pesquisas demonstram que essas bactérias também
estdo presentes em populacdes de B. californicus e B. obovatus, em diferentes
regides do mundo (WEEKS et al., 2003; CHIGIRA; MIURA, 2005; NOVELLI et al.,
2005). O ciclo de vida tipico do acaro Brevipalpus compreende ovo, larva, protoninfa,
deuteroninfa e adulto, sendo que entre cada estagio de vida ocorre o
desenvolvimento imdvel, porém fisiologicamente ativo, denominada crisalida
(CHILDERS, 2003a). A duracdo de cada estadio de vida é dependente das
condicdes ambientais, podendo em condi¢Bes favoraveis ter uma sobrevida de
guase 2 meses, com postura de 30-40 ovos (CHIAVEGATO, 1986).

Os processos de aquisicao e inoculacdo dos VTB pelo Brevipalpus ocorrem
mediante alimentacdo em substratos contaminados (GOMES, 2010). O &caro inicia
seu processo de alimentacdo com a perfuracao da célula pelo seu estilete retratil e
injecdo de saliva para uma pré-digestdo do conteudo celular, seguidas da retracédo
do estilete e posterior ingestdo do contetdo celular extravasado. Assim, a aquisicdo
ocorre durante a ingestdo do conteudo celular contendo o virus e a inoculagéo

através da injecéo de saliva previamente contaminada (RODRIGUES, 1995).
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| ——Fpi2 sz, M7 e
Figura 9 - Identificacdo morfolégica das espécies de Brevipalpus vetores de CiLV-C e CiLV-N
através de microscopia eletrdnica de varredura. (retirado de Roy et al., 2015a). (A) B.

californicus; (B) B. yothersi; (C) B. phoenicis; (D) Padrédo circular das microplacas de B.
californicus; (E) B. yothersi e (F) B. phoenicis
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Folhas de laranja doce (Citrus sinensis) apresentando sintomas
caracteristicos de leprose dos citros foram coletadas em diferentes regides
geograficas do Brasil no periodo de 2014-2015 e enviadas para o laboratorio de
Biotecnologia do Centro APTA Citros Sylvio Moreira (CCSM). Cada folha foi
fotografada e as areas com sintomas foram armazenadas a -80°C para posterior
extracdo do RNA total. Extratos de RNA totais obtidos a partir de amostras de
laranja doce com caracteristicas semelhantes coletadas no periodo de 2011-2013
encontravam-se armazenados a -80° no laboratério de Biotecnologia do CCSM.
Todos os extratos de RNA total obtidos no periodo de 2011-2015 foram utilizados
como parte do estudo da filogenia e variabilidade genética do Citrus leprosis virus C
no Brasil. Entre as amostras utilizadas nas andlises foi incluida uma amostra de
Commelina benghalensis coletada em um pomar de S&do José do Rio Preto, SP
(SJRP) e uma amostra de laranja doce coletada na Argentina.

Para caracterizacdo completa de uma estirpe de CiLV-C coletada em SJRP
(CiLV-C SJRP) foi utilizada uma das amostras de laranja doce que também fez parte
da colecao para o estudo da populacdo dessa espécie no Brasil. A amostra utilizada
para a caracterizacdo completa do Coffee ringspot virus Limeira, SP (CoRSV
Limeira), foi uma planta de Coffea arabica apresentando sintomas tipicos da mancha
anular do cafeeiro coletada na fazenda Ibicaba, Limeira, SP, em 2014. As areas

sintomaticas foram fotodocumentadas e, posteriormente, armazenadas a -80°C.

3.2 Transmissao dos VTB para Arabidopsis thaliana mediada por Brevipalpus

SPP.

Foi realizado também um experimento de eficiéncia de transmissdo da estirpe
CiLV-C SJRP para A. thaliana e C. sinensis sadias. Neste caso, frutos apresentando
sintomas de leprose foram coletados na planta de C. sinensis em SJRP e enviados
para o laboratério de Acarologia do CCSM. Acaros B. yothersi (isolinha 1A) foram
transferidos para os frutos de laranja doce, onde foram mantidos por trés dias para

aquisicdo do virus e utilizagdo no experimento de inoculacdo. Foram utilizadas
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nesse teste 10 plantas de C. sinensis e 15 de A. thaliana. Trés folhas de cada planta
foram selecionadas e cada folha foi infestada com 5 &caros. A deteccdo do virus foi
realizada por RT-PCR utilizando os iniciadores para deteccédo de CiLV-C (Locali et
al.,, 2003). As plantas de A. thaliana sintomaticas e detectadas com o virus foram
utilizadas como fonte secundaria para a caracterizagdo completa da estirpe SIRP.
Todas as plantas foram mantidas a temperatura de 22 + 2°C e fotoperiodo de
12 horas numa cémara de crescimento controlado Adaptis-1000 (CONVIRON,
Canada). ApOs aparecimento dos sintomas, as folhas foram coletadas e

armazenadas a -80°C até posterior extracdo de RNA total.

3.3 Extracédo de RNA total e andlise de qualidade e integridade

O RNA total das folhas com lesdes causadas pelos VTB foi extraido mediante a
utilizagdo do reagente Trizol® (Thermo Scientific). Aproximadamente 500 mg de
tecido vegetal foi macerado com nitrogénio liquido e o protocolo foi conduzido de
acordo com as recomendacgbes do fabricante. Na Ultima etapa de lavagem, a
solucdo de etanol 75% foi substituida por etanol absoluto. Nos casos em que foi
utilizada Arabidopsis thaliana como hospedeira experimental dos VTB, o RNA total
foi extraido a partir do tecido de todas as folhas inoculadas e pelo mesmo método.
Todo o material utilizado para a extracdo foi previamente tratado com DEPC
(dietilpirocarbonato), com o intuito de inativar RNAses, e esterilizado em autoclave.

O RNA extraido foi quantificado usando-se o equipamento NanoDrop ND-8000
spectrophotometer (Thermo Scientific). A analise qualitativa (verificacdo de pureza e
integridade) foi realizada pela visualizacdo em gel de agarose 1,2% dos extratos
resultantes. Posteriormente, todos os extratos de RNA total foram armazenados a -
80° no laboratério de Biotecnologia do CCSM. A partir das amostras de RNA
utilizadas para caracterizagdo completa dos VTB também foi realizada uma anélise
guantitativa pelo equipamento Bioanalyzer 2100 (Agillent Tecnologias), na
FASTERIS (Plan-les-Ouates, Suica), e parte deste RNA foi mantida no laboratério

do CCSM, para posterior validagdo do sequenciamento.
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3.4 Deteccao dos VTB associados a leprose dos citros por RT-PCR

Para a deteccao por RT-PCR dos possiveis VTB nas amostras de citros e de
Commelina benghalensis foram utilizados os iniciadores descritos para a
amplificagéo de regides gendmicas de CiLV-C, CiLV-C2 e CiLV-N (Tabela 1). Cerca
de 500 ng de RNA total foi utilizado para sintese de cDNA com o kit RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific) e com os iniciadores
especificos. Os ciclos térmicos foram independentes para cada par de iniciadores.
Os produtos obtidos por RT-PCR foram observados em gel de agarose 0,8%. Todo
o material utilizado foi previamente tratado com DEPC (dietilpirocarbonato) e

esterilizado em autoclave.

Tabela 1 — Lista de iniciadores utilizados na deteccdo de VTB associados a leprose dos citros

VTB Sequéncia dos iniciadores (5’-3’) Referéncia
CiLv-C MP-F: GCGTATTGGCGTTGGATTTCTGAC (Locali et al., 2003)
MP-R: TGTATACCAAGCCGCCTGTGAACT
CiLVv-C2 p29-F: ATGAGTAACATTGTGTCGTTTTCGTTGT (Roy et al., 2013b)
p29-R: TCACTCTTCCTGTTCATCAACCTGTT
CiLV-N N-F: ATGGCTAACCCAAGTGAGATCGATTA (Roy et al., 2014a)

N-R: AGTTGCCTTGAGATCATCACATTGGT

3.5 Sequenciamento de sRNA dos virus transmitidos por Brevipalpus spp.

Os extratos dos RNA totais obtidos a partir de citros e café foram utilizados
para a caracterizacdo completa de CiLV-C SJRP e CoRSV Limeira,
respectivamente. Também foi sequenciada a planta de Arabidopsis thaliana
infectada com CiLV-C SJRP obtida no experimento de transmisséo, descrito no item
3.2. O RNA total de cada amostra foi enviado para o sequenciamento utilizando
tecnologia NGS (next generation sequencing) da plataforma Illumina GA 11X na
empresa FASTERIS. Anterior ao processo de sequenciamento, as amostras de RNA
foram submetidas a uma separacdo em gel de acrilamida, para selecdo do RNA de
pequeno tamanho (sRNA). No caso das sequéncias utilizadas no estudo da
variabilidade molecular dos virus associados a leprose dos citros foi realizado
apenas um sequenciamento parcial de todos os isolados. Esse procedimento

encontra-se mais detalhado no item 3.6.
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3.5.1 Validacdo do sequenciamento

Para validar as sequéncias obtidas pelo método NGS e obter amplificacdes de
alguns gaps que sobraram das montagens, foi desenhado e sintetizado um conjunto
de iniciadores que cobrem todo o genoma de CiLV-C SJRP e CoRSV Limeira. Os
iniciadores foram desenhados com auxilio do programa Primer3 de forma a obter
amplicons parcialmente sobrepostos entre eles, determinando assim o
sequenciamento completo do genoma de cada VTB.

A partir de 500 ng do RNA total de cada amostra original que se encontrava no
CCSM foi realizada a sintese de cDNA, com o Kit RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis (Thermo Scientific), utilizando os iniciadores especificos para cada
regido do genoma. Os ciclos térmicos foram os seguintes: um ciclo de 95°C durante
5 minutos, 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 52°C durante 30 segundos, 72°C
durante 1 minuto e, um ciclo de extensdo de 72°C durante 10 minutos. As
amplificacBes foram confirmadas em gel de agarose 0,8%.

Os fragmentos gerados por RT-PCR foram purificados com o kit Wizard SV and
PCR clean-up system (Promega). Cerca de 100 ng de cada fragmento foi utilizado
para a reacdo de ligacdo utilizando o vetor pGEM-T-easy vector (Promega). A
reacdo foi mantida a 16°C no escuro por 12 h e, posteriormente, utilizada na
transformacdo genética de Escherichia coli DH5a. A presengca de plasmideos
recombinantes nas células de E. coli transformadas foram confirmadas por digestao
utilizando a enzima de restricdo EcoRl (Fermentas). Os plasmideos foram
purificados com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). De trés a seis clones de cada fragmento do genoma de cada VTB foram
sequenciados utilizando os iniciadores especificos dos fragmentos e também com os
iniciadores universais do vetor pGEM-T-easy, Sp6 e T7 (Promega). O método de
sequenciamento utilizado foi o Sanger utilizando o kit Terminator 3.1 (Perkin Elmer,
Foster City, CA, USA) e o sequenciador automatico ABI Prism 3730 (Applied
Biosystems, CA, USA). Todas as sequéncias geradas foram analisadas no programa
Vector NTI (Life Technologies) e depositadas no banco de dados do GenBank.

Os fragmentos gerados foram analisados no programa Vector NTI (Life
Technologies) e comparados com as sequéncias geradas por NGS. As sequéncias
consenso determinaram 0s genomas finais dos virus estudados. A sequéncia

completa do genoma do CiLV-C SJRP foi depositado no GenBank, e a do CoRSV
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esta em fase de validacdo, mas posteriormente também sera depositada no banco

de dados.

3.6 Sequenciamento parcial dos isolados de CiLV-C

O RNA total de todos os isolados de CiLV-C extraidos a partir de citros e
Commelina benghalensis coletadas no periodo de 2011-2015 em diversas regides
geograficas no Brasil foram utilizadas no estudo da variabilidade molecular da
populacdo deste virus. Para tanto, foi realizada a amplificacdo de quatro regides do
genoma viral, entre elas uma do RNA1 e trés do RNA2 de todos os isolados. Os
iniciadores utilizados nas RT-PCR estdo descritos na Tabela 2. Para o RNA1 foi
amplificado um fragmento parcial de 820 nt do gene p29, no RNA2 foi amplificado
um fragmento de 680 nt do gene pl5, 960 nt da regido intergénica (RI) e também
292 nt do gene MP.

Tabela 2 - Lista de iniciadores utilizados no sequenciamento parcial de isolados de CiLV-C coletados
em diferentes regides do Brasil

Reg|gg gioL%?goma Sequéncia dos iniciadores (5°-3’) Referéncias

RNA1
029 F: ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGAC Este trabalho

R: ACCAGAGATTAGCGATTCAAAA

RNA2

p15 F: GTCAAGTGATATACCATTTTGCTTG Este trabalho
R: TCATCGTCTTTTCTGTAACCG

RI F: CGCACATAATAACGCTGCTG Este trabalho

R: AGCAGATGATGGATGTCGG
F: GCGTATTGGCGTTGGATTTCTGAC (Locali et al., 2003)
R: TGTATACCAAGCCGCCTGTGAACT

MP

A sintese de cDNA foi realizada com Kit RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis, com os iniciadores hexameros aleatorios e utilizando 500 ng de RNA
total. Cerca de 5ul de cDNA foi utilizado na PCR com kit GoTaq® Colorless Master
Mix (Promega) e utilizando os iniciadores especificos para amplificacdo de cada
fragmento de CiLV-C (Tabela 2). Os ciclos térmicos foram os seguintes: um ciclo de
95°C durante 5 minutos, 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 54°C durante 30
segundos e 72°C durante 1 minuto, um ciclo de extensdo de 72°C durante 10
minutos. As amplificagbes foram confirmadas em gel de agarose 0,8%. Os
procedimentos desde a purificacdo dos produtos de RT-PCR até analise dos dados

sdo 0s mesmos utilizados no resequenciamento, descritos no item 3.5.1.
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3.7 Andlise da filogenia e variabilidade genética da populacdo de CiLV-C no
Brasil

Para o estudo das relacdes filogenéticas da populacéo de CiLV-C foi realizado
um alinhamento multiplo de todas as sequéncias das quatro regides do genoma do
virus, utilizando o algoritmo MUSCLE implementado no programa MEGA6 (TAMURA
et al., 2013). O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos para cada conjunto
de sequéncias foi também estimado utilizando o MEGA6. Os modelos selecionados
para os dados de p29, pl15 e MP foi o Kimura -2 parameter (K2), enquanto para o
segmento do RNA2, que englobou as sequéncias concatenadas de pl15, Rl e MP, foi
Tamura Nei (TN93). Esses modelos foram utilizados para estimar as distancias de
nucleotideos e as relacbes filogenéticas foram inferidas utilizando os métodos
Neighbour-joining (NJ) e méaxima verossimilhanca (Maximum Likelihood). A robustez
das relacdes evolutivas nas arvores filogenéticas geradas foi avaliada mediante o
meétodo de bootstrap com 1000 réplicas.

As analises de variabilidade genética e outros parametros genéticos da
populacdo de CiLV-C foram estimados utilizando o programa DnaSP (versao
5.10.01) (Librado e Rozas, 2009), a partir do alinhamento de multiplas sequéncias.
Também foram realizados testes de neutralidade, onde foi calculado a presséo de
selecao de p29, p15 e MP dos isolados de CiLV-C. Estimou-se o calculo de ratio (w)
de substituicbes de nucleotideos ndo sinbnimas- dN (mutacdes ndo conservadas) e
substituicdes sindnimas- dS (mutacdes silenciosas) através do MEGAG, utilizando o
modelo Kumar e bootstrap de 1000 réplicas. Para deteccdo dos sitios de selecao
foram consideradas as ferramentas SLAC (Single likelihood ancestor counting), FEL
(Fixed effects likelihood) e REL (Random effects likelihood), que sdo métodos
implementados no pacote Hyphy (DELPORT et al.,, 2010). Os codons foram
considerados sob selecédo quando eram indicados por pelo menos dois métodos. O
modelo de substituicdo de melhor ajuste para cada conjunto de sequéncias foi
selecionado pelo programa e cada haplétipo foi representado apenas uma vez nas
analises. Antes das andlises, os alinhamentos foram verificados para a
recombinacgéo utilizando o algoritmo GARD também implementado no pacote Hyphy.

Eventos de recombinacdo entre os isolados de CiLV-C sequenciados foram
estimados utilizando nove métodos (RDP, GENECONV, Bootscan, MaxiChi,
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Chimera, SiScan, LARD, PhylPro e 3Seq) do programa RPD v4.43 (Martin et al.,
2010). Alinhamentos das sequéncias de nucleotideos (p29 e concatenado de pl5-
IR-MP) obtidos pelo MEGAG6 foram executados no RDP4, utlizando as
configuracbes padrdo. Aqueles eventos recombinantes detectados por trés ou mais
dos métodos (p<0.05) foram considerados nas analises.

Também foi realizado um estudo sobre a estrutura secundéaria da proteina p29
de todas as espécies descritas para 0 género Cilevirus. Para isso as sequéncias de
aminoéacidos deduzidos da proteina de CiLV-C Cor (GenBank ABC75822), CiLV-C
SJRP (KP336746), CiLV-C2 Colébmbia (ABA42876), e CiLV-C2 Havai (AGM16552)
foram alinhadas e suas estruturas secundarias foram obtidas utilizando o programa
PROMALS (Pei e Grishin, 2007).

3.8 Deteccéao diferencial entre os isolados CiLV-C Cor e CiLV-C SJRP por RT-
PCR

A fim de desenvolver um ensaio de deteccao diferencial para as linhagens de
CiLV-C Cor e CiLV-C SJRP, foram desenhados dois pares de iniciadores especificos
que amplificam parcialmente o gene p29 de cada isolado. Os iniciadores foram
projetados abrangendo a regido de insercdo de trés aminoacidos observada na
sequéncia da p29 de CiLV-C SJRP, quando comparado com CiLV-C Cor. As regides
divergentes foram selecionadas para a sintese dos iniciadores, a fim de amplificar os
fragmentos de tamanhos especificos de cada isolado.

A validacdo da deteccao diferencial por RT-PCR foi realizada com amostras
representantes das duas linhagens de CiLV-C em diferentes hospedeiras, as RT-
PCR foram realizadas como mencionado anteriormente no item 3.5.1. Os produtos
de RT-PCR foram purificados e sequenciados para confirmacéo da sua identidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Filogenia e variabilidade genética da populacdo de CiLV-C no Brasil

A leprose dos citros estd amplamente distribuida desde o México até a
Argentina, sendo o Citrus leprosis virus C (CiLV-C) o VTB prevalente nessas regioes
(BASTIANEL et al., 2010; LOCALI-FABRIS et al., 2012; DIETZGEN et al., 2014). No
entanto, a recente caracterizagcdo molecular de novos VTB associados a leprose dos
citros no México, na Colémbia e no Havai possibilitou a disponibilizacdo de técnicas
de deteccéo especificas para cada VTB conhecido (MELZER et al., 2013b; CRUZ-
JARAMILLO et al., 2014; ROY et al., 2014a).

Sendo assim o primeiro objetivo deste trabalho foi verificar quais espécies
virais estdo associadas a leprose dos citros no Brasil. Para tanto, foi montada uma
colecdo de amostras de citros com sintomas caracteristicos causados pela doenca
(lesdes locais cloréticas e necréticas). As amostras foram coletadas no periodo de
2011-2015 em diferentes regides geogréaficas do pais. Nesta colecao foi incluida
também uma amostra da Argentina e outra de Commelina benghalensis coletada em
Sédo José do Rio Preto, SP. Esse levantamento gerou um conjunto de 47 isolados
(Tabela 3), sendo 58% correspondente ao estado de Sao Paulo, a principal regido
produtora de laranja doce no mundo (NEVES et al., 2011).

Inicialmente, a presenca dos virus associados a leprose dos citros (CiLV-C,
CiLV-N e CiLV-C2) foi avaliada por meio de RT-PCR utilizando iniciadores
especificos (LOCALI et al., 2003; ROY et al.,, 2013b, 2014a). Nenhuma das 47
amostras geraram produtos de RT-PCR para CiLV-N e CiLV-C2; entretanto, todas as
amostras produziram fragmentos com o tamanho esperado de 320 pb com os
iniciadores especificos para detec¢cdo de CiLV-C (Figura 10). Esses resultados
demonstram que a leprose dos citros prevalente no Brasil € causada pelo CiLV-C,
como tinha sido observado previamente (BASTIANEL et al.,, 2010). H& relatos de
VTB-N associados a leprose no Brasil; porém em baixa incidéncia (BASTIANEL et
al., 2010). Além disso, é possivel que esse virus sejam diferentes aos caracterizado
em outros paises, 0 que justificaria sua ndo deteccdo no presente trabalho.Quanto
ao CiLV-C2, até o momento a presenca desse virus em citros encontra-se restrita a
Colébmbia, onde este virus parece estar substituindo a populacéo anterior de CiLV-C
(ROY et al., 2013a, 2015a).
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Tabela 3 - Lista dos isolados de CiLV-C utilizados no estudo de variabilidade e filogenia

(continua)
Identificagdo do isolado, cidade e Ano da Regido do N° de acesso no A
a - Referéncia
Estado da coleta coleta genomaviral GenBank
Isolados do Brasil
C}';I}gr?ag”&rgs 2012 p29 KR093040 Este trabalho
p29 KR093041
CiLV-C Amparo 2012 pl15 KR093078 Este trabalho
Amparo, SP RI KR093139
MP KR093106
p29 KR093042
CiLv-C _Aracaju 2012 p15 KR093079 Este trabalho
Aracaju, SE RI KR093140
MP KR093107
p29 KR093043
CiLV-C Araras 2014 pl5 KR093080 Este trabalho
Araras, SP RI KR093141
MP KR093108
p29 KR093045
CiLV-C Belém 2012 pl5 KR136415 Este trabalho
Belém, PA RI KR093143
MP KR093110
CiLV-C Borborema | Nunes et al
Borborema, SP 2012 MP JQ944802 "
. . 2012
(Commelina benghalensis)
p29 KR093046
CiLV-C Borborema I 2012 pl15 KR093084 Este trabalho
Borborema, SP RI KR093144
MP KR093112
p29 KR093047
CiLV-C Brasilia 2012 pl15 KR093085 Este trabalho
Brasilia, DF RI KR093145
MP KR093113
CiLv-C Campmas 2012 p29 KR093049 Este trabalho
Campinas, SP
CiLV-C Casa Branca 2012 p29 KR093050 Este trabalho
Casa Branca, SP pl5 KR093086
CiLV-C Colina 2012 p29 KR093051 Este trabalho
Colina, SP pl5 KR093082
p29 KR093048
CiLV-C Comendador Gomes 2012 pl5 KR093087 Este trabalho
Comendador Gomes, MG RI KR093146
MP KR093114
p29 KR093052
CiLV-C Conchal 2012 pl5 KR093088 Este trabalho
Conchal, SP IR KR093147

MP KR093115
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Tabela 3 - Lista dos isolados de CiLV-C utilizados no estudo de variabilidade e filogenia
(continuacao)

Identificagdo do isolado, cidade Ano da Regido do N° de acesso no

e Estado da coleta® coleta genoma viral® GenBank Referéncia
Isolados do Brasil
CiLV-C Cordeir6polis | 2006 RNA1 DQ352194 Locali-Fabris et
Cordeiropolis, SP RNA2 DQ352195 al., 2006
p29 KR093053
CiLV-C Cordeiropolis Il 2012 pl15 KR093089 Este trabalho
Cordeirdpolis, SP RI KR093148
MP KR093116
CiLv-C Qo[delropolls 1l 2012 MP KR093117 Este trabalho
Cordeirépolis, SP
p29 KR093054
CiLV-C Cosmorama 2012 pl15 KR093083 Este trabalho
Cosmorama, SP RI KR093149
MP KR093111
p29 KR093055
CiLV-C Goiania 2012 pl15 KR093090 Este trabalho
Goiania, GO RI KR093150
MP KR093118
CiLV-C Lavras 2012 MP KR093120 Este trabalho
Lavras, MG
p29 KR093056
CiLV-C Linha Espuma 2012 p15 KR093091 Este trabalho
Linha Espuma, SC RI KR093151
MP KR093119
p29 KR093057
CiLV-C Londrina 2012 pl15 KR093092 Este trabalho
Londrina, PR RI KR093152
MP KR093121
p29 KR093058
CiLV-C Manaus 2012 pl5 KR093093 Este trabalho
Manaus, AM RI KR093153
MP KR093122
p29 KR093059
CiLV-_C Maringéa 2012 p15 KR093094 Este trabalho
Maringéa, PR RI KR093154
MP KR093123
p29 KR093060
CiLV-C Miranddpolis 2012 p15 KR136416 Este trabalho
Mirandépolis, SP RI KR093155
MP KR093124
CiLV-C Nova Erechim Este trabalho
Nova Erechim, SC 2012 p29 KR093061
CiLV-C Nova Itaberaba Este trabalho
Nova Itaberaba, SC 2012 P29 KR093062
p29 KR093063
CiLV-C Palmas 2012 p1l5 KR093105 Este trabalho
Palmas, TO RI KR093166
MP KR093134
p29 KR093064
CiLV-C Piracicaba 2014 p1l5 KR093095 Este trabalho
Piracicaba, SP RI KR093156

MP KR093125
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Tabela 3 - Lista dos isolados de CiLV-C utilizados no estudo de variabilidade e filogenia
(continuacao)

Identificacdo do isolado, cidade e Ano da Regido do N° de acesso no Referéncia
Estado da coleta® coleta genoma viral” GenBank
Isolados do Brasil
. . p29 KR093065
C"F;I\;](;l';:]z”a[')tg‘a 2012 p15 KR093096 Este trabalho
' MP KR093126
p29 KR093066
CiLV-C Pratania 2012 p15 KR093097
Pratania, SP RI KR093157 Este trabalho
MP KR093127
C”ng\(/a grl;z:]cc):oB!rirC]:co 2012 029 KR093067 Este trabalho
p29 KR093070
CiLV-C Salto do Itd 2012 pl5 KR093099 Este trabalho
Salto do Itu, SP RI KR093159
MP KR093129
CiLV-C Santo Antonio da Este trabalho
Concecéao 2012 p29 KR093069
Santo Anténio da Concec¢édo, SP
p29 KR093068 Este trabalh
r
CiLV-C Santo Antdnio da Posse 2012 pl5 KR093098 Ste frabaino
Santo Antbnio da Posse, SP RI KR093158
MP KR093128
CiLV-C Séo Paulo 2006 RNA1 DQ157466 Pascon et al.,
Sao Paulo, SP RNA2 DQ157465 2006
p29 KR093071 Este trabalho
CiLV-C Serra Negra 2012 pl5 KR093100 Este trabalho
Serra Negra, SP RI KR093160
MP KR093130
CiLV-C SJRP | 2012 RNA1 KP336746 Este trabalho
Séo José do Rio Preto, SP RNA2 KP336747
p29 KR093072
CiLV-C SJRP 1I 2012 pl5 KR093101 Este trabalho
Séo José do Rio Preto, SP RI KR093161
MP KR093135
. pl5 KR093167
Si0 JC(;ISLéV(-ZIE): gﬁoRgrtlal':o sp 2012 RI KR093162 Este trabalho
' MP KR093136
CiLV-C SJRP IV p29 KR093077
Sao José do Rio Preto, SP 2013 Este trabalho
(Commelina benghalensis) MP KR093137
p29 KT253463
CiLV-C Sud Mennucci | 2015 pl5 KT253469 Este trabalho
Sud Mennucci, SP RI KT253475
MP KT253481
p29 KT253464
CiLV-C Sud Mennucci Il 2015 pl5 KT253470 Este trabalho
Sud Mennucci, SP RI KT253476
MP KT253482
p29 KT253465
CiLV-C Sud Mennucci lll 2015 pl5 KT253471 Este trabalho
Sud Mennucci, SP RI KT253477

MP KT253483
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Tabela 3 - Lista dos isolados de CiLV-C utilizados no estudo de variabilidade e filogenia
(concluséo)

Identificacdo do isolado, cidade e Ano da Regido do N° de acesso no Referéncia
Estado da coleta® coleta genoma viral’ GenBank
Isolados do Brasil
p29 KT253466
CiLV-C Sud Mennucci IV 2015 pl5 KT253472 Este trabalho
Sud Mennucci, SP RI KT253478
MP KT253484
p29 KT253467
CiLV-C Sud Mennucci V 2015 pl5 KT253473 Este trabalho
Sud Mennucci, SP RI KT253479
MP KT253485
p29 KT253468
CiLV-C Sud Mennucci VI 2015 pl5 KT253474 Este trabalho
Sud Mennucci, SP RI KT253480
MP KT253486
p29 KR093073
CiLV-C Tangua 2012 pl5 KR093102 Este trabalho
Tangua, RJ RI KR093163
MP KR093131
p29 KR093074
CiLV-C Tatui 2012 pl5 KR093103 Este trabalho
Tatui, SP RI KR093164
MP KR093132
p29 KR093075
CiLV-C Terenos 2012 pl5 KR093104 Este trabalho
Terenos, MS RI KR093165
MP KR093133
CiLV-C Uberaba 2012 p29 KR093076 Este trabalho
Uberaba, MG MP KR093138
Isolados de outros paises
CiLV-C Argentina | Céaceres et al.,
Chajari, Argentina 2012 MP JX163907 2013
p29 KR093044
CiLV-C Argentina Il p15 KR093081
Argengtina 2012 RI KR093142 Este trabalho
MP KR093109
CiLV-C Meta .
Meta, Coldmbia 2005 MP DQ272491 Leodn, 2006
CILV-C México 2010 p29 HQ292778 Castillo, 2011
Huimanguillo, México
CiLV-C Panaméa RNA1 DQ388512 " :
Panama 2006 RNA2 DO38s513  \ao publicado
CiLV-C Paraguai Céceres et al.,
Mbaracayu, Paraguai 2012 MP JX163908 2013
CiLV-C2 Co 2013 RNA1 JX000024 Roy et al.,
Coldmbia RNA2 JX000025 2013a
CILV-C2 Hw Melzer et al
Havai, USA 2013 RNA1 KC626783 "
o 2013a
Hibiscus spp.

#Exceto as hospedeiras que estfo indicadas todos os isolados foram oriundos de Citrus sinensis .
bQuatro regifes: p29, tentativa capa proteica; MP, proteina de movimento da superfamilia 30K; p15,
sem funcgéo conhecida e RI (regido intergénica do RNA2)
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Figura 10 - Gel de agarose 1% representando os produtos de RT-PCR para deteccédo de virus
associados a leprose dos citros. Os produtos de RT obtidos a partir de cada amostra
de RNA total foram analisados com trés iniciadores especificos para deteccdo de
CiLV-C (1- fragmento parcial do gene MP), CiLV-C2 (2- gene p29) e CiLV-N (3-
fragmento parcial do gene N). Os isolados foram identificados com as letras: (A)
Londrina, (B) Goiania, (C) Araras, (D) Sédo José do Rio Preto I, (E) Citros infectado
com CiLV-C, Cordeirdpolis, SP (controle positivo CiLV-C), (F) Citros infectado com
CiLV-C2, Meta, Coldbmbia (controle positivo CiLV-C2) e (G) Citros infectado com CiLV-
N, Guadalajara, México (controle positivo CiLV-N), (MpM) marcador de peso molecular
1Kb (Invitrogen, EUA). Os tamanhos dos fragmentos amplificados esperados sdo de
321, 795 e 655 pb para CiLV-C, CiLV-C2, e CiLV-N, respectivamente. A figura mostra
4 dos 47 isolados analisados neste trabalho

4.1.1 Estudo das relacdes filogenéticas na populacao de CiLV-C no Brasil

As sequéncias obtidas a partir de cada isolado de CiLV-C foram utilizadas no
estudo filogenético. Para estes estudos, além do fragmento do gene MP utilizado
para a detecgdo, outras trés regides gendmicas (gene p29 no RNAL, p15 e RI no
RNAZ2) foram amplificadas por PCR (Figura 11). Os fragmentos correspondentes as
guatro regides genbmicas de CiLV-C foram sequenciados, cobrindo globalmente
22,3% do genoma viral.

Para a analise, além das sequéncias obtidas neste trabalho também foram
utilizadas sequéncias de CiLV-C isolados de vérias regibes das Americas
disponiveis no banco de dados do GenBank. Ao todo, a lista é composta de 57
isolados de CiLV-C, 55 obtidos a partir de Citrus sinensis e dois isolados a partir de
Commelina benghalensis (Tabela 3). O numero total de isolados utilizado para a
montagem das arvores filogenéticas foi de acordo com o numero de sequéncias
disponiveis para cada regido analisada, sendo 49 isolados para a p29 e MP, 42 para
a pl5, 39 para a Rl do RNA2 e para o concatenado do RNA2 (pl15, Rl e MP) (Figura
12).
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RNA1 5'Cap RdRp
(8.7 kb)
7920p
r IR r
(4.9 kb) m
3093 bp 900 bp 320 bp

Figura 11 - Regides do genoma de CiLV-C selecionadas para o estudo de filogenia e variabilidade
da populagédo. No RNAL1 foi amplificado 792 pb do gene p29, no RNA2 foi amplificado
393 pb do gene pl5, 900 pb da RI e 320pb da MP

As arvores filogenéticas geradas a partir das sequéncias de nucleotideos da
p29 e MP separaram os isolados em dois grupos, com mais de 95% de consisténcia
utilizando os métodos Neighbor joining e Maximum likelihood (Figura 12A e B). Em
ambas as arvores, a maioria dos isolados foi agrupado em um grande clado onde
encontram-se 0s genomas completos de CiLV-C isolado do Panama, Cordeirépolis |
(LOCALI-FABRIS et al., 2006), e Sao Paulo (PASCON et al., 2006). Este grupo foi
identificado como clado Cor, abreviagao referente a cidade Cordeiropolis, SP, Brasil,
local do isolamento de uma das estirpes de CiLV-C primeiramente sequenciada e
identificada como CiLV-C Cor (LOCALI et al., 2006; LOCALI-FABRIS et al., 2012).
No menor clado, as sequéncias agrupadas corresponderam aos isolados coletados
em S&o José do Rio Preto (SJRP), Cosmorama e Sud Mennucci. Essas cidades
localizam-se no noroeste do estado de S&o Paulo e estdo localizadas a uma
distancia de 100 a 300 km entre si. Esse clado foi identificado como SJRP, referente
a cidade de igual nome, local de origem de dois isolados do clado.

Na arvore gerada com as sequéncias do gene MP, o clado Cor agrupou a
maioria das sequéncias recuperadas do banco de dados do GenBank, as que foram
colectadas a partir de citros do México, Colémbia, Panam4a, Paraguai, Argentina e
grande maioria dos estados brasileiros. Os dois isolados obtidos a partir de C.
benghalensis, identificados como Borborema | e SJRP 1V, foram distribuidos

separadamente nos ramos Cor e SJRP, respectivamente (Figura 12B). Quanto a
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topologia da arvore de p15 (Figura 12C), é muito diferente quando comparada com
as arvores geradas pelas sequéncias de p29 e MP. Todos os isolados ficaram
agrupados dentro de um mesmo clado, juntamente com as sequéncias completas de
CiLV-C Cor. A éarvore gerada pelas sequéncias da RI teve uma tendéncia
semelhante a arvore de pl15, entretanto, todas as sequéncias ficaram dentro de um
mesmo clado, sendo que as sequéncias do clado Cor e SJRP observadas nas
arvores de p29 e MP ficaram subgrupadas (Figura 12D). Para entender melhor as
relacdes filogenéticas de CiLV-C foi realizada uma anélise de concatenado com as
sequéncias de p15, Rl e MP de cada isolado. A topologia da arvore gerada (Figura
12E) assemelha-se com as arvores obtidas para p29 e MP.

De forma geral, a topologia da arvores geradas pelas sequéncias do RNAL e
RNA2 de CiLV-C sao contrastantes. Considerando as sequéncias da p29 e MP, a
populacdo de CiLV-C é separada em dois clados e quando se considera as
sequéncias da pl5, RI e concatenado do RNA2, a populacdo é nitidamente
agrupada dentro de um mesmo clado. Esses resultados contrastantes nos levou a

avaliar possiveis eventos de recombinac¢do no RNA2 de CiLV-C.
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Figura 12 - Arvores filogenéticas geradas pelo Neighbor joining a partir de quatro regides
gendmicas dos isolados de CiLV-C. Além das sequéncias obtidas no trabalho, foram
utilizadas sequéncias de CiLV-C disponiveis no GenBank. Isolados do clado Cor e
SJRP estdo destacados em azul e vermelho, respectivamente. (A) sequéncia parcial
de 792 nts da p29, (B) sequéncia parcial de 300 nts da MP; (C) sequéncia parcial de
392 nts da p15; (D) sequéncia parcial de 900 nts da RI, (E) Fragmento englobando
as sequéncias concatenadas do RNA2 de 1593 nts (p15 + Rl + MP). Sequéncia
completa de CiLV-C2, Colémbia (JX000024 e JX000025) foram incorporadas nas
andlises, os valores de bootstrap (1000 repeti¢cdes) estdo indicados nos principais
nés dos clados
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4.1.2 Deteccéo de possiveis eventos de recombinacdo no genoma de CiLV-C

Para detectar possiveis eventos de recombinacéo entre isolados de CiLV-C,
as sequéncias de p29, pl5, Rl e MP foram analisadas, sendo que as sequéncias
correspondentes ao RNA2 (pl1l5-RI-MP) foram concatenadas antes da analise.
Apenas aqueles eventos detectados por trés ou mais métodos dos nove
implementados no programa RDR4 foram considerados resultados confiaveis. Além
disso, as sequéncias codificadoras (p29, pl5 e MP) foram testadas utilizando o
algoritmo GRAD, implementado no pacote Hyphy.

Nenhuma evidéncia de recombinacéo foi detectada nas sequéncias de p29 e
MP, tanto pelo RDR4, como pelo GRAD. Da mesma forma, o GRAD né&o indicou
nenhum evento de recombinacdo em p15, quando analisada de forma independente.
Entretanto, quando analisado o concatenado, foram detectados eventos putativos de
recombinacdo em todos os isolados do clado SJRP e envolvendo regibes gendmicas
semelhantes. Essas regifes vao desde a metade do extremo 3’ da pl5 até quase
gue a parte final da RI (Tabela 4, Figura 13).Por exemplo, em CiLV-C SJRP I, os
pontos de interrup¢do de inicio e fim estdo nas posi¢des 204 da pl5 e 816 da R,
gue correspondem as posicdes 204 e 1209 na sequéncia concatenada do RNA2. De
acordo com o programa, sete dos nove métodos detectaram os possiveis doadores
minoritarios dos eventos de recombinacédo: CiLV-C Londrina (para os isolados CiLV-
C SJRP | e Sud Mennucci I) e CiLV-C Argentina Il (para CiLV-C Cosmorama e CiLV-
C SJRP 1), sendo que os parentais maioritarios sdo ainda desconhecidos.

Em dois isolados do clado Cor também foram detectados sinais de
recombinacdo nas sequéncias do RNA2. Diferentemente aos eventos identificados
no clado SJRP, a regido gendmica envolvida nos eventos dos isolados do clado Cor
foi menor, com foco na regido 3' proximal da RI, e também foram detectados por
apenas quatro dos nove métodos implementados no RDR4 (Tabela 4, Figura 13).



65

Tabela 4 - Eventos de recombinacdo no RNA2 de CiLV-C

Isolados
com eventos Método (probabilidade)
semelhantes

Parental Parental
minoritario maioritario

Clado EVventos de Posicao®
recombinacéao

Geneconv (1.13x10"33),
VA Bootscan (1.39x107),

CILV-CSUud e 151, CiLV-C  Desconhecid ﬁ'é‘r\]/nfcgul? MaxChi (3.48 x107),
Mennucci | Londrina o] v dVI, Chimaera (2.37 x10™),
»van SiScan (5.68x107),

3Seq (1.61x107)

Geneconv (1.13x107),
Bootscan (1.39x10°%),
CiLv-CSud 151, CILV-C  Desconhecid ) MaxChi (3.48 xlo'@
Mennucci IV Argentinall o Chimaera (2.37 x10™),
SiScan (5.68x107),

3Seq (1.61x10°°%)

Geneconv (1.13x10:)
- . Bootscan (1.39x107),
CiLV-C SJRP | 204-1209 LC"'(;/.C Desconhecid - MaxChi (3.48 x107),
ondrina 0 Chimaera (2.37 x10™),
SiScan (5.68x107),
SIRP 3Seq (1.61x10°)

Geneconv (1.13x10:)
- . Bootscan (1.39x107),
CiLV-C SIRP Il 2331215 , CLV.C - Desconhecid : MaxChi (3.48 x10),
rgentina 0 Chimaera (2.37 x107),
SiScan (5.68x107),
3Seq (1.61x10°)

Geneconv (1.13x10f)
SAg A/ ; Bootscan (1.39x107),
CiLV ﬁlSJRP 759-1211 A C|LV_ C | Desconhecid i MaxChi (3.48 xlo'@,
rgentina 0 Chimaera (2.37 x10™),
SiScan (5.68x107),
3Seq (1.61x10°%)

Geneconv (1.13x107)

- - . Bootscan (1.39x10'4),
CVC 2331212, CLV-C - Desconhecid : MaxChi (3.48 x107),

osmorama rgentlna (0] Chimaera (2_37 X10_7),
SiScan (5.68x107),

3Seq (1.61x10°%)

CiLV-C ] CiLV-C CiLV-C ] Bootscan (3.61x10°),
Cor Maringa 715-1500 Miranddpolis Borborema MaxChi (3.62 x10™*), 3Seq

(5.55x10°)
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A variacao genética € gerada por erros que ocorrem durante a replicacao de
genomas. Em virus, os dois principais tipos de erros até agora descritos sdo de
mutacdo e recombinacdo (RAMIREZ et al., 1995; ROOSSINCK, 1997; GARCIA-
ARENAL et al., 2013). A recombinacdo € o processo pelo qual segmentos da
informacdo genética séo alterados entre as cadeias de nucleotideos de diferentes
variantes genéticas. O processo de recombinagdo é considerado uma das principais
fontes de variabilidade molecular em virus de plantas (GARCIA-ARENAL et al.,
2001; BUJARSKI, 2013). Em conjunto, os resultados evidenciam a recombinacao
como uma fonte de variabilidade genética em popula¢des naturais de CiLV-C e
sugere-se que a zona entre a p15-RI do RNA2 seja um ponto de entrecruzamento
no genoma deste virus.

O RNA sub-gendémico especifico para o gene p61 foi detectado durante a
replicacéo de CiLV-C e CiLV-C2 (PASCON et al., 2006; ROY et al., 2013b). A Rl do
RNAZ2 dos cilevirus encontra-se anterior a p61 e provavelmente abriga elementos
promotores necessarios para dirigir a expressdo do RNA sub-genémico da p61, essa
associacdo de recombinacdo de RNA com a transcricdo foi observada em outros
virus com esse sistema de expressdo, como em Brome mosaic Vvirus
(WIERZCHOSLAWSKI et al., 2003, 2004).

Os eventos de recominacéo na regido p15-Rl do RNA2 de CiLV-C ficam mais
evidentes quando se tem destaque que esta regido apresenta alta variabilidade
entre CiLV-C e as espécies tentativas do género (ROY et al., 2013b; MELZER et al.,
2013a). Em geral, a Rl dos cilevirus apresenta pequenas regides semelhantes a
ORFs, uma delas que abriga uma ORF tentativa que codifica uma proteina de 7 kDa
(p7). Ap7 é encontrada nas posicoes de 32, 160 e 515 nt apds o gene pl5 em CiLV-
C, CiLV-C2 e CiLV-C2 Hw, respectivamente; sendo que em CiLV-C2 Hw esse gene
encontra-se parcialmente duplicado. Em CiLV-C2 e CiLV-C2 Hw a p7 apresenta um
dominio transmembrana ndo observado na proteina codificada pelo CiLV-C. Embora
mais evidéncias sejam necessarias para compreender a evolugcdo dos cilevirus, €
possivel supor que a regidao entre a p15-RI € propensa a eventos de recombinacao

inter e intra cilevirus.
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4.1.3 Variabilidade genética da populacéo de CiLV-C no Brasil

Para o estudo de variabilidade na populacdo foram utilizadas as mesmas
sequéncias detalhadas no estudo de filogenia (Tabela 3). As distancias genéticas
dentro e entre os clados definidas pelas sequéncias da p29 e MP foram calculadas
utilizando o programa MEGA6. Com base nas sequéncias de p29, a distancia
genética variou de 0,000-0,034 dentro do clado Cor, e 0,000-0,015 dentro do clado
SJRP, sendo que os valores entre os clados foram bem maiores, de 0,140-0,188.
Essa tendéncia também foi observada para as sequéncias de MP, entretanto em
menor propor¢ao,sendo para o clado Cor variou de 0,000-0,027, clado SJRP de
0,000-0,014 e entre os clados de 0,108-0,179. As distancias genéticas para a pl5
apresentaram menor intervalo de valores (0,000-0,034) quando comparadas com 0s
valores para RI (0,001-0,085).

A variabilidade molecular da populagdo CiLV-C também foi estimada
calculando varios parametros genéticos de populacédo, tais como a diversidade de
nucleotideos (1) e diversidade de haplétipos (Hd) através da utilizagcdo do DnaSP 5.
Apenas as sequéncias recuperadas a partir de citros foram consideradas nessas
avaliacfes. Os valores de diversidade de nucleotideos considerando todos os
isolados dos dois clados variaram de 0,010-0,057, sendo os valores mais elevados
os correspondentes as sequéncias da MP (0,057) e p29 (0,053), ao passo que a RI
apresentou um valor intermediario (0,021) e p15 o valor mais baixo (0,010) (Tabela
5). Quando as mesmas andlises foram realizadas com apenas os isolados
agrupados no clado Cor, os valores de 1 associados as sequéncias de p29 (0,009) e
MP (0,010) foram cerca de seis vezes mais baixo do que os valores obtidos nas
analises incluindo todos os isolados, enquanto para a Rl (0,010) e p15 (0,015) os
valores apresentaram apenas pequenas reducdes. A diversidade haplétipo (Hd) para
a RI das sequéncias pertencentes ao clado Cor e SJRP atingiu 0 maximo (Hd = 1)
indicando que cada isolado deste conjunto representa um haplétipo de CiLV-C
(Tabela 5).

A diversidade de nucleotideos de CiLV-C estimada para p29 e MP (0,057 e
0,053) oscilou em uma faixa semelhante a observada em outras populac¢des de virus
gue infectam citros, Citrus psorosis virus (11 = 0.083), Citrus tristeza virus (0.038) e
Citrus leaf blotch virus (0.021) (RUBIO et al., 2001; VIVES et al., 2002; MARTIN,

2006). No entanto, a variabilidade molecular da populacédo CiLV-C é principalmente
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determinada pela existéncia dos isolados do clado SJRP. Quando as sequéncias
destes isolados foram negligenciadas, os valores de p29 e MP (0,009 e 0,010) foram
reduzidos quase seis vezes. A baixa variabilidade parece ser uma constante ao
longo do genoma CiLV-C, que também é comprovado com as analises de pl5
(0,010), e embora em menor extensdo, com as sequéncias da RI (0,021). A
diversidade de nucleotideos associada a pl5 e RI foram quase similares, quando
calculada para toda a populagéo e para o clado Cor (115 = 0,010 e 1) = 0,015).
Esse resultado provavelmente reflete a aquisicdo dessa regido por recombinacao
nos isolados do clado SJRP. Por outro lado, os resultados revelam que a
subpopulacdo do clado Cor, que apresenta a menor variabilidade quando
comparada como o clado SJRP, é amplamente distribuida por todo o territério
brasileiro. E interessante salientar que os isolados utilizados nas anélises foram
obtidos a partir de vérias regibes do Brasil e também de outras regides das
Américas, a partir das sequéncias disponiveis no GenBank, e a presenca de CiLV-C
Cor foi confirmada em regifes desde o México até a Argentina. Consistentemente, a
analise da sequéncia obtida recentemente de um isolado do CiLV-C, originalmente
coletado na Argentina em 1967, também corroboram esses resultados. O isolado de
CiLV-C da Argentina foi recuperado a partir da casca de frutos de laranja doce
herbarizados apresentando sintomas de leprose que encontravam-se no herbério do
USDA (HARTUNG et al.,, 2015). A partir desta amostra foi recuperado 87% da
sequéncia do RNA1 e 98% RNA2 do genoma viral. Globalmente essas sequéncias
apresentam mais de 99% de identidade de nucleotideos com CiLV-C Cor,
caracterizado em 2006, sugerindo que a baixa variabilidade de CiLV-C nao é apenas
espacial, mas também temporal.

A auséncia da atividade de reparo da RNA polimerase dependente de RNA
leva a altas taxas de mutacdes, sendo um fator com grande potencial de geracao de
diversidade genética em virus de RNA (GIBBS et al., 1995; DOMINGO-CALAP;
SANJUAN, 2011). Além disso, a variabilidade de uma populacéo também pode ser
introduzida por recombinacdo (SIMON; HOLMES, 2011; GREENBAUM et al., 2012),
como foi visto nos isolados da linhagem SJRP. No entanto, a baixa variabilidade
genética parece ser comum em populacdes de virus de plantas, o que
provavelmente esta associado a gargalos genéticos continuos, ou seja, causada
pela infecgdo de uma nova célula ou pelo vetor de transmissdo (GIBBS et al., 1995;
GARCIA-ARENAL et al., 2001; GUTIERREZ et al., 2012; RAMALHO et al., 2015). A
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este respeito, parece plausivel que algumas caracteristicas da biologia de CiLV-C
contribuam para a baixa variabilidade genética e potencializagdo do impacto dos
pontos de estrangulamento na diversidade da populacao viral. Apesar de CiLV-C
infectar experimentalmente espécies de plantas pertencentes a 28 familias, a gama
de hospedeiros naturais do virus € limitada a poucos géneros de plantas (Citrus
spp., Commelina benghalensis e Swinglea glutinosa). Em todos eles o virus €&
incapaz de se espalhar sistemicamente (BASTIANEL et al., 2006; LEON et al., 2008;
ARENA et al., 2013; GARITA et al., 2013, 2014). Em consequéncia, a transmissao
do CiLV-C na planta ocorre exclusivamente mediada pelos &caros viruliferos apés a
multiplicacdo em um baixo nimero relativo de células epidérmicas e do parénquima
em torno dos locais de alimentacdo do acaro (GARITA et al., 2013). Um estudo
recente indica a multiplicacdo de cilevirus em seus acaros vetores (ROY et al.,
2015a). Neste contexto, a replicacdo alternativa em células vegetais e
acarospoderiam restringir ainda mais a variabilidade da populagdo do virus, como
previamente observado para outros virus que se propagam em seus vetores, COmo o
CoRSV (RAMALHO et al., 2015), o Rice dwarf virus (PU et al., 2011) e o Tomato
spotted wilt virus (SIN et al., 2005).

Tabela 5 - Pardmetros genéticos para quatro regides gendmicas de CiLV-C. Os valores foram
analisados de forma independente incluido todos os isolados e também considerando
apenas os isolados pertencentes ao clado Cor

Regido do Comprimento da

" Clado®Ne°isolados S Eta(n) k ™ h Hd
genoma regido (nt)
Todos/47 186 196 41.06 0.053 40  0.990
p29 792
Cor/38 83 84 7.59 0.009 32 0.986
Todos/41 52 53 4.03 0.010 30 0.961
pl15 393
Cor/31 49 50 421 0.010 24 0.953
Todos/46 62 71 16.53 0.057 26 0.902
MP 288
Cor/36 31 33 2.79 0.010 20 0.851
Todos/38 168 182 18.02 0.021 38 1
IR 965
Cor/28 133 143 12,99 0.015 28 1

# foram considerados apenas isolados de CiLV-C a partir de citros;

S Numero de sitios (segregantes) polimérficos; Eta (n): Numero total de mutagdes; h: Numero de
haplétipos; k: nUmero médio de diferengas de nucleotideos; T: diversidade de nucleotideos; Hd:
diversidade de hapl6tipo
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4.1.4 Estimativa da pressao de selegéo sobre alguns genes de CiLV-C

A relagao entre as frequéncias de substituicdo n&do sinbnimas e sinébnimas (w
= dN / dS) foi estimada nos codons des alguns genes de CiLV-C (Tabela 6). Em
geral, os valores de w foram inferiores a 1, indicando uma sele¢cdo negativa ou
purificacdo, embora tenha sido observado um nivel diferente de presséo sob cada
gene analisado. De acordo com os resultados, p29 (w = 0,07) e MP (w = 0,10) foram
expostos a forcas de selecdo mais fortes quando comparados com pl15 (w = 0,50).
Além disso, nas andlises realizadas apenas com as sequéncias dos isolados do
clado Cor os valores de w para pl5 mantiveram-se inalterados, enquanto para p29

(0,18) e MP (0,26) os valores aumentaram ligeiramente (Tabela 6).

Tabela 6 - Estimativa da pressao de sele¢do sobre quatro regiées gendmicas de CiLV-C. Os valores
foram obtidos incluindo todos os isolados e também considerando apenas os isolados
pertencentes ao clado Cor

Modelo de ~ . N N
ORF substituicio de Método Pressdo de Posicdo dos aminoacidos nas sequéncias de
¢ selecdo CiLV-C SJRP?
nucleotideo
SLAC-FEL-REL 27, 39, 113, 156, 157, 173, 207, 211, 227, 259
p29 TrN purificagdo 2,7, 23, 30, 47, 49, 57, 58, 76, 87, 99, 100, 104,
FEL-REL 116, 118, 133, 137, 140, 151, 154, 165,
171,172,180, 181, 190, 196, 202, 213, 214, 217,
219, 245, 254
SLAC-FEL-REL -
p15 HKY85 positiva
FEL-REL 91
SLAC-FEL-REL 71,112,148
MP® GTR purificacdo

59, 74, 80, 84, 85, 92, 93, 96, 97, 98, 99, 102,

FEL-REL 103, 111, 115, 118, 121, 136, 146

# foram considerados apenas isolados de CiLV-C a partir de citros;
dS: frequéncia de substituicdo sinbnima; dN: frequéncia de substituicdo ndo-sinbnima; w: presséo de
selecao;

A baixa diversidade de gama de hospedeiro natural de CiLV-C e a
transmissdo mediada por Brevipalpus spp. também podem contribuir para o
mecanismo de selecdo negativa ou purificacdo sobre a evolucdo de CiLVC.
Ramalho et al. (2015) também observaram mecanismos semelhantes na populacéo

de CoRSV. Através de analises com as sequéncias do gene N de 47 isolados de
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CoRSV, os autores observaram valores de w entre 0,2 3 0,3, sugerindo que esta
regido dos dichorhavirus est4d sob selecdo negativa (RAMALHO et al.,, 2015). A
selecdo negativa ou purificacdo € a principal forca evolutiva que atua sobre
populacdes de virus de plantas, tendo como resultado a conservacao de estruturas
moleculares especificas (GARCIA-ARENAL et al., 2001; THOMAS et al., 2003). Em
particular, a p29 (tentativa proteina do capsideo viral) e MP (proteina de movimento)
de CiLV-C parecem seguir a regra, uma vez que devem estar envolvidas na
formacdo das particulas virais, na interacdo do virus com 0s seus vetores e no
movimento célula-a-célula. Infelizmente, o papel funcional da pl5 no ciclo de
multiplicagao viral continua ainda desconhecido.

Utilizando os métodos SLAC (p <0,1), FEL (p <0,1) e REL (fator de Bayes =
50) implementados em Hyphy, foi possivel estimar as forcas seletivas sob sitios
especificos das ORF analisadas. Os modelos de substituicdo de nucleotideos
selecionados para as analises das sequéncias da p29 foi TrN93 (Tamura-Nei) para
pl5 e MP foi HKY85 (Hasegawa, Kishino e Yano). Os programas FEL e REL
indicaram 22 cédons sob forte selecdo negativa em MP (Tabela 7), mas quando
também se considerou o método SLAC, os valores foram reduzidos para trés codons
(71, 112 e 148). SLAC é um método que tende a ser mais conservador entre as trés
ferramentas utilizadas, reduzindo assim a possibilidade de identificacdo falsa de
codons sob selecédo (POON et al., 2009).

Tabela 7 — Deducéo da pressao de selecao sobre aminoacidos codificados por CiLV-C

Regido do Comprimento Clado °/N°

genoma daregido (nt) isolados ds dN w (dN/dS)
Todos/47 0.252 £ 0.037 0.018 £ 0.003 0.07
p29 792
Cor/38 0.022 +0.004 0.004 + 0.001 0.18
Todos/41 0.014 £+ 0.004  0.007 + 0.002 0.50
p15 393
Cor/31 0.014 £0.004  0.008 +0.002 0.57
Todos/46 0.202 +0.043  0.021 + 0.007 0.10
MP 288
Cor/36 0.019+0.006  0.005 + 0.002 0.26
Todos/38 - - -
IR 965
Cor/28 - - -

% KP336746 e KP336747, numero de acesso no GenBank do RNA1 e RNA2 de CiLV-C SJRP,

respectivamente.
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Varios dos coédons encontrados sob forte selecao negativa em CiLV-C estédo
envolvidos em sequéncias conservadas e motivos estruturais de proteinas de
movimento de virus planta da superfamilia 30K (por exemplo, llegs € Sergs, ha cadeia
beta 2; Valg,, Progs, Progg € Alage, Na alca 2; Serig, € Luejps na cadeia beta 3; Leusso
na alca 3; e Valiis e GInjp; na beta 4) realizada por um estudo recente
(MUSHEGIAN E ELENA, 2015). Em p15, apenas o cédon na posi¢ao 91 foi indicado
sob selecdo positiva utilizando os métodos FEL e REL, enquanto que em p29, 10
cédons foram identificados sob selecdo negativa pelos trés métodos, e outros 34

codons também foram reconhecidos com FEL e REL (Tabela 7).

4.1.6 Estrutura secundaria das proteinas p29 dos cilevirus

Para compreender melhor a proteina de capa (p29) de CiLV-C, aminoacidos
desta regido dos isolados Cor e SJRP foram analisados usando o algoritmo
PROMALS, que geraram alinhamentos de sequéncias utilizando informacdes a partir
de pesquisas de banco de dados e previsao de estrutura secundaria. Sequéncias de
aminoécidos deduzidas a partir de CiLV-C2 e CiLV-C2 Hw também foram incluidas
no alinhamento, de modo a identificar elementos estruturais conservados atraves
dessas proteinas. Foi possivel identificar que cinco das oito posicdes sob selecéo
negativa, segundo os métodos SLAC, REL e FEL, s&o distribuidas na metade 3’ do
gene, quatro deles codificam para o aminoacido Asp e, destes, dois sdo parte da
maior estrutura de alfa-hélice ao longo das quatro proteinas analisadas (Figura 14).
A predicao indicou uma estrutura secundaria predominante em alfa-hélice ligada por
regides de estrutura beta (Figura 14). Os aminoacidos Progz e Glngs, introduzidos
como consequéncia das insercfes nucleotidicas na ORF p29 do isolado SJRP,
foram identificados na borda de uma pequena alfa hélice.

Proteinas da capa de virus de RNA (+) estdo envolvidas em vérias fungbes
durante a replicacao, a interacdo com o vetor e o desenvolvimento de sintomas sao
determinantes da patogenicidade viral e da epidemiologia (BUJARSKI, 2013;
WEBER; BUJARSKI, 2015). A este respeito, 0s nossos estudos sugerem que 0s
aminoacidos codificados pelos cbédons selecionados negativamente podem
desempenhar papéis funcionais ou estruturais importantes. Analises com um clone

infeccioso de CiLV-C podera determinar o papel dos aminoacidos selecionados
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negativamente para o virus e seu papel interacdo com o vetor e os hospedeiros

vegetais.

CiLV-C_SJRP_1I
CiLV-C_SJRP_IV
CiLV-C_Cosmorama
CiLV-C_Sud_Mennucci_I
CiLV-C_Sud_Mennucci_II
CiLV-C_ Cordeiropolis_ I
CiLV-C_Cordeiropolis_II
CiLV-C_Londrina
CiLV-C_Maringa
CiLV-C_Uberaba
CiLV-C2_Hawaii
CiLV-C2_Colembia

CiLV-C_SJRP_1I
CiLV-C_SJRP_IV
CilLV-C_Cosmorama
CiLV-C_Sud_ Mennucci_I
CiLV-C_Sud_Mennucci_II
CiLV-C_Cordeiropolis_I
CiLV-C_Cordeiropolis_II
CiLV-C_Londrina
CiLV-C_Maringa
CiLV-C_Uberaba
CiLV-C2_Hawaii
CiLVv-C2_Colecmbia

CiLV-C_SJRP_I
CiLV-C_SJRP_1IV
CiLV-C_Cosmorama
CiLV-C_Sud Mennucci_ I
CiLV-C_Sud_Mennucci_II
CiLV-C_Cordeiropolis_I
CiLV-C_Cordeiropolis_II
CilLV-C_Londrina
CiLV-C_Maringa
CiLV-C_Uberaba

CiLV-C2 Hawaii
CiLV-C2_Colombia

CiLV-C_SJRP_I
CilV-C_SJRP_IV
CiLV-C_Cosmorama
CiLVv-C_Sud Mennuceci_ I
CiLV-C_Sud_Mennucci_II
CiLV-C_Cordeiropolis_I
CiLV-C_Cordeiropolis_II
CiLVv-C_Londrina
CiLV-C_Maringa
CiLV-C_Uberaba
CiLV-C2_Hawaii
CiLV-C2_Colombia

Figura 14 - Alinhamento das sequéncias de aminoéacidos deduzidos da p29 a partir de isolados de
CiLV-C e CiLV-C2. O consenso prevé a estrutura secundaria (a: alfa hélice; B, beta) na
parte superior de CiLV-C e na parte inferior de CiLV-C2. As letras em azul indicam as
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4.1.7 Eficiéncia de transmissdo de CiLV-C SJRP mediada por Brevipalpus

yothersi

Para verificar a transmissdo de CiLVC SJRP pelo acaro vetor, os ensaios
foram realizados utilizando como fonte viral frutos de laranja doce sintomaticos
coletados na planta onde o isolado CiLV-C SJRP | foi obtido. Apos trés dias de
aquisicdo, os acaros viruliferos foram transferidos para plantas sadias de Citrus
sinensis e Arabidopsis thaliana e trés experimentos independentes foram realizados.
Os sintomas tipicos de leprose foram observados entre 15-20 e 8-10 dias ap0s a
inoculacdo em C. sinensis e A. thaliana, respectivamente. A transmisséao eficiente de
CiLV-C SJRP foi confirmada em mais de 90% das plantas de A. thaliana e 93% das
de citros (Tabela 8). As plantas de A. thaliana infectadas foram utilizadas como fonte
secundéaria para a caracterizacdo completa de CiLV-C SJRP. Os valores de
eficiéncia de transmissdo sdo semelhantes aos relatados para a transmisséo de
CiLV-C Cor (Arrivabem et al., 2005).

Tabela 8 - Eficiéncia de transmissdo de CiLVC SJRP por 4caros Brevipalpus sp

N de infecg&o®/ N° Porcentagem de plantas

Hospedeiro Experimento  pantas inoculadas infectadas
1 15/15 100
Arabidopsis thaliana 2 15/15 100
3 14/15 93.3
1 10/10 100
Citrus sinensis var. > 9/10 90
Pera
3 10/10 100

%a presenca do virus foi confirmada por ensaios de RT-PCR utilizando os iniciadores para
amplificacé@o parcial do gene MP de CiLV-C

4.2 Caracterizagdo molecular de CiLV-C isolado de S&o José do Rio Preto
(CiLV-C SJRP)

Através do estudo da filogenia e variabilidade populacional de CiLV-C foi
possivel detectar isolados recombinantes e com variabilidade genética distinta da
maioria dos isolados da populacéo. Esses isolados foram oriundos da regido de Séao

José do Rio Preto, SP, assim foi proposto o sequenciamento total do genoma de um
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desses virus, identificado como CiLV-C SJRP. Os extratos de RNA total foram
obtidos a partir de plantas de Citrus sinensis, fonte primaria do isolado, e também a
partir de Arabidopsis thaliana resultantes do experimento de transmissdo com o
mesmo isolado. Portanto, as duas fontes de RNA foram processadas
independentemente.

O sequenciamento de sRNA gerou uma biblioteca de 4.693.816 reads para C.
sinensis e 2.264.321 reads para A. thaliana (Tabela 9). Apds remocdo das
sequéncias derivadas de cada planta, os contigs gerados a partir de ambas as
bibliotecas e que exibiam semelhancas mais elevadas com o RNAL1 e o RNA2 de
CiLV-C, foram alinhados. Os valores de identidade entre as sequéncias geradas a
partir das duas plantas foram superiores a 98%, essas sequéncias foram analisadas

em conjunto para gerar a montagem do genoma de CiLV-C SJRP.

Tabela 9- Composicdo da biblioteca e cobertura do genoma viral de CiLVC SJRP a partir do
sequenciamento de proxima geragdo de sRNA derivados de Citrus sinensis e Arabidopsis

thaliana
Biblioteca de Biblioteca de
Citrus sinensis Arabidopsis thaliana

Total de reads (20-25

nts de comprimento) 4.693.816 2.264.321
: a
CiLV-C SJRP
RNA1 RNA2 RNA1 RNA2
RNA viral
correspondente aos 1.829.215 579.817 868.813 812.968
reads
Reads néo-especificos do
RNA viral 2.864.601  4.113.999 1.395.508 1.451.353

Total de bases do RNA

40.291.858 12.775.407 19.878.115 18.582.061
correspondente aos reads

Comprimento do RNA viral (nts) 8.753 5.004 8.753 5.004
Cobertura do RNA viral (%) 98 86 94 98
Cobertura do genoma viral 4603.9x 2552.6x 2271.0x 3713.9x

8 KP336746 e KP336747, numero de acesso no GenBank do RNA1 e RNA2 de CiLV-C SJRP,
respectivamente
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Para obter as sequéncias nao geradas pelo NGS e confirmar a sequéncia
viral, foi desenvolvido um conjunto de 34 pares de iniciadores (Tabela 10), utilizando
as informacdes resultantes do NGS como referéncia. O resequenciamento permitiu a
obtencdo do genoma completo de CiLV-C SJRP. As sequéncias completas do RNA1
e RNA2 de CiLV-C SJRP foram depositadas no GenBank, com 0s numeros de
acesso KP336746 e KP336747, respectivamente.

Utilizando o genoma de CiLV-C SJRP como referéncia, foi determinada a
porcentagem de leituras obtidas a partir de bibliotecas de C. sinensis e A. thaliana.
Para citros, a porcentagem de cobertura foi de 98% e 86% do RNAl e 2,
respectivamente; e para A. thaliana foi de 94% para o RNA1 e 98% para o0 RNA2
(Tabela 9). Em ambas as bibliotecas, os sRNA virais mais abundantes foram

agueles com 21-22 nt de comprimento.

Tabela 10 - Lista dos iniciadores utilizados para amplificacdo completa do genoma (RNA1 e RNA2)
de Citrus leprosis virus C SJRP, com base nas sequéncias geradas pela FASTERIS

(Suica)
(continua)
Sequéncia do iniciador (5'—3’) Direcéo Regi&o-alvo Tamanho do
amplicon (pb)
RNA1
GTCAAGTGATATACCATTTTGC F 9-33 666
TCATCGTCTTTTCTGTAACCG R 655-665
CGCACATAATAACGCTGCTG F 595-614 677
GCAACAGAACCAAACATCTC R 1259-1278
TGTTCATAGGTTGGATGTGT F 1171-1191 652
AGCAGATGATGGATGTCGG R 1804-1820
CGGTATAGTTCGGTTCCTTA F 1750-1768 789
ACAAGCAAGCTGTAATGACT R 2489-2508
CCCATTTCATCTCAAATAAAGG F 2436-2458 685
CTAAATACCGCAGTTCCACC R 3101-3121
TTCACTTGGTTTTAGGACGC F 3022-3041 670
ACGTTCATGTGTAGCAGAAG R 3672-3691
ACTTGAATCCGAATGCTTACA F 3595-3615 688
AAAGATTACTGCCGGCTTTT R 4263-4282
TAAGGCTATCGTTGGTGTTG F 4201-4221 670
GCGGTTCTCAACAGTTGG R 4853-4871
CCTTGTTGGTCGATACTTTCT F 4809-4829 664
AAGATTGAACCACCACTACTT R 5452-5472
GAAAGATAGATTTGACCATGAC F 5377-5399 665
TTAGCTGCATGACCTCAAAC R 6022-6041
TGCTTAAATCTATTGTCGGTCA F 5952-5974 660
CCCCAATCACCTCATCAAC R 6592-6611
CGCAATGTTCCCCAATTATC F 6434-6453 767
TCATCACCGGAAAATACTGC R 7181-7200
ACACTGTTCCTTATGGCTTT F 7124-7143 651
TAGCCTGCATAATCTCAGCA R 7755-7774
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Tabela 10 - Lista dos iniciadores utilizados para amplificagdo complete do genoma (RNA1 e RNA2)
de Citrus leprosis virus C SJRP, com base na sequéncia geradas pela FASTERIS (Suica)
(concluséo)

Tamanho do

Sequéncia do iniciador (5'—3’) Direc&o Regi&o-alvo amplicon (pb)
RNA1
ACCGTGAATTTGTATTTTGTCA F 7686-7706 657
GTCAGCAACGGAATCCTTAG R 8321-8341
ACTGCCCTAAGTATGCTGAA F 8036-8055 653
CAGCTGGAAGAGACTAGAAA R 8668-8687
RNA2
TGTTCTAGGCTAATAACTCTCA F 36-58
ATAAATCTAATCAAACTATTGTA Fa 11-45 667-692
CTGAAACAGCTCATGAAACA R 684-703
ACTTGTGTTTGTCATTTGCC F 608-627 464
ATCGGCTTTATGACCTTACC R 1052-1071
TATGTATTGAAGCGCGGTTT F 931-951 657
GCTTGATTTGTTGTAGGCTC R 1568-1586
CAACCGGTTTGTACATATTGT F 1492-1512 576
AAGCCTTTGGTATTGAGTGA R 2048-2067
GGGCAAGTACATATTGGTGA F 1971-1991 682
AACAACCAGATGATGTACAGA R 2632-2652
TTCTGTGTCAATTATTCTATGC F 2562-2584 650
TCAATGGTATCAGCTATGTCG R 3191-3211
GTTACTCCCAACTTACACTCA F 3089-3109 667
AACACGACCCGAAATGTTAT R 3736-3755
GACAGGACTCATGTAAACGG F 3669-3688 550
CTGCTTGATGTCGGCAAC R 4201-4218
CGAATAAACGCCTTTTGAGG F 4130-4149 813
CCACCAGCTAGAAGAGACTA R 4921-4943

O genoma completo do CiLV-C SJRP apresenta 13.757 nt de comprimento,
distribuidos em 8.753 nt no RNAL1 e 5.004 nt no RNA2. Globalmente, o RNAL e
RNA2 mostrou 85,6% e 88,3% de identidade, respectivamente, com o genoma de
CiLV-C Cor (LOCALI et al., 2006) (Tabela 11). Os alinhamentos das sequéncias dos
dois isolados de CiLV-C revelaram a presenca de uma regido altamente conservada
nos primeiros 1400 nt da regido terminal 5 do RNA2 (Figura 15). No RNA1, foram
observados dois picos de alta semelhanca entre os isolados, nas posi¢cdes 500 e
1250, aproximadamente (Figura 15). Provavelmente essa regido esta associada com
o motivo metiltransferase, codificado por sequéncias identificadas nesta regido e
conservados em uma ampla variedade de virus de ssRNA (Rozanov et al., 1992).
Outras comparagoes entre SIJRP e Cor isolados revelou que os genes RdRp e p29
apresentam 85,4 e 85% de identidade de nucleotideos, respectivamente (Tabela
11). Na sequéncia da p29 de CiLV-C SJRP detectou-se a presenca de trés

aminoacidos deduzidos, nas posi¢cdes 247 e 252 proximo ao local de inicio de



79

traducdo da proteina, esses aminoacidos ndo sdo encontrados na sequéncia da p29

de CiLV-C Caor.

Tabela 11 - Porcentagem de identidade de nucleotideos e aminoacidos deduzidos entre 0 membro-

tipo (CiLV-C) e as espécies tentativas (CiLV-C2) do género Cilevirus

_ CiLV-C Cor CiLV-C2 Colombia CiLV-C2 Hawaii
CiLV-C SJRP

Nt Aa nt aa nt Aa

RNA1 85.6 - 60.1 - 60.1 -
ORF RdRp 85.4 93.1 61.4 58.5 61.4 58.4
ORF p29 85.0 89.4 49.2 32.7 49 32.1

RNA2 88.4 - 52.6 - 52 -
ORF p15 99.5 100.0 44.7 12.9 45.2 16.4
ORF p61 81.8 84.0 52 31.4 51.2 31
ORF MP 86.8 91.9 56.6 49.2 54.9 48.5
ORF p24 87.4 93.0 63.9 59.6 62 58.2

RI 96.7 - 46 - 46 ;

As comparacdes de nucleotideos das ORFs pl5, p61, MP e p24 do RNA2

apresentaram 99,5%, 81,8%, 87% e 87% de identidade, respectivamente com CiLV-
C Cor (Tabela 11). A Rl do RNA2, entre a p15 e p61, mostrou 98,7% de identidade

com a sequéncia de CiLV-C Cor. Apesar de terem sido observados elevados valores

de identidade de nucleotideos (> 98%) ao longo da p15 e RI, excluindo esta parte,

que abrange os primeiros 1400 nt do RNA2, o restante da molécula apresentou

84,2% de identidade com a regido correspondente a CiLV-Cor. Curiosamente, a

regido 5' terminal do RNA2 de CiLV-C SJRP (pl5 e IR) apresentou 0os menores

valores de identidade (=45%) quando comparada com a regido semelhante dos

membros tentativos do género Cilevirus, CiLV-C2 e CiLV-C2 Hw (Tabela 11, Figura

15).
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Figura 15 - Porcentagem de identidade de nucleotideo ao longo da sequéncia gendmica de CiLV-C SJRP
comparada a CiLV-C Cor, CiLV-C2 Colémbia e CiLV-C2 Havai. CiLV-C SJRP é referéncia para
posicao dos nucleotideos e esta indicado no inicio e fim de cada ORF

Em geral, os valores de identidade de nucleotideos entre as ORFs de CiLV-C
SJRP e CiLV-C2 foram menores (49-63,9%) do que os observados em comparacéo
com CiLV-C Cor (85-99,5%) (Tabela 11). As sequéncias de aminoacidos deduzidos
da RdRp de CiLV-C SJRP tem 93,1% de identidade com a regido equivalente de
CiLV-C Cor, ao passo que as proteinas previstas da p24 e MP mostraram 93% e
91,4% de identidade, respectivamente. As comparacfes das proteinas codificadas
pelas ORFs pl5 e p61 mostraram a mais alta (100%) e a mais baixa (84%)
identidade, respectivamente (Tabela 11).

CiLV-C SJPR apresenta as principais caracteristicas biolégicas semelhantes
a CiLV-C Cor: transmissdo por Brevipalpus sp., sintomas cloréticos/necroticos
localizados, morfologia baciliforme e gama de hospedeiro. Atualmente nao existe um
limiar baseado na identidade de nucleotideos ou mesmo critérios biolégicos para
definicAo das espécies do género Cilevirus. No entanto, com base nos dados de
identidade do genoma de CiLV-C2 (ROY et al., 2013b), parece ser 6bvia a existéncia

de duas espécies de cilevirus associadas a leprose dos citros. O CiLV-C2 e CiLV-C
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Cor apresentam 55% de identidade de nucleotideo, por outro lado CiLV-C2 e CiLV-C
Hw possuem cerca de 85% de identidade. Esses Ultimos virus podem representar
duas linhagens da espécie, separadas geograficamente e em diferentes hospedeiras
(CiLV-C2 na Colémbia, infectando C. sinensis e CiLV-C2 Hw, no Havai em hibisco).
O CiLVC Cor e CiLVC SJRP também apresentam cerca de 85% de identidade de
nucleotideos ao longo do genoma; entretanto, as duas linhagens estédo presentes na
mesma area geografica e compartilham os mesmos hospedeiros conhecidos até o
momento, diferentemente do que € observado para CiLV-C2 e CiLV-C2 Hw. Mais
trabalhos devem ser realizados com o0 objetivo de entender se outras forgas (além
da deriva genética) estdo atuando sobre as duas linhagens de CiLV-C. Conhecer a
relacdo virus-vetor € uma etapa muito importante para relacionar a diversidade
desses virus com seus vetores. Recentemente, foi demonstrado que existe uma
diversidade de Brevipalpus no Brasil (SANCHEZ-VELAZQUEZ et al., 2015), sendo
gue B. phoenicis passou a ser reconhecido como um complexo morfolégico de
espécies (BEARD et al., 2015) e B. yothersi é provavelmente o principal vetor de
CiLV-C (BEARD et al., 2013; ROY et al., 2015a). Sendo assim, a caracterizacao das
espécies de Brevipalpus vetores de CiLV-C Cor e SJRP € um ponto chave para a

diferenciacéao entre essas linhagens.
4.2.1 Deteccéo diferencial de CiLV-C Cor e CiLV-C SJRP por RT-PCR

Um conjunto dos isolados do estudo de variabilidade foi analisado utilizando
dois pares de iniciadores desenvolvidos para a identificacdo da p29 de CiLV-C Cor e
SJRP (Tabela 12). Como esperado, apés analises de RT-PCR, fragmentos de
aproximadamente 330 e 456 pb foram observados em amostras previamente
identificadas como sendo infectadas por isolados do clado Cor e SJRP,
respectivamente (Figura 16). P6de-se observar a auséncia de infeccdo mista nas
amostras testadas. Nenhum dos pares de iniciadores detectou CiLV-C2, que foi
amplificado apenas com os iniciadores especificos (ROY et al., 2013b) para a

deteccgdo deste virus em amostra utilizada como controle positivo nas analises.
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Tabela 12 - Iniciadores utilizados na detecgéo diferencial das estirpes de CiLV-C

Estirpe de Sequéncia dos iniciadores (5’-3’) Reférencia
CiLV-C

CiLV-C Cor

F: CAGAAGGCCGAGGTTGTAAAG
R: GTAGTGATCACTGAACTCGAATACC Este trabalho
F: GTAARCAAAAGGTCGAGGTTGTCC
R: TCTGTTGTCTAGCAGCRAGTAATG Este trabalho

CiLV-C SJRP

p29 CiLV-C Cor p29 CiLV-C SJRP

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

G

0.5 Kbp mp P p— = E» e o

Figura 16 - Deteccéo diferencial entre isolados de CiLV-C Cor e CiLV-C SJRP por RT-PCR. Eletroforese
de gel de agarose 1% dos produtos de RT-PCR obtidos a partir de nove isolados de CiLV-C.
p29 CiLV-C Cor e p29 CiLV-C SJRP indicam as reacdes realizadas com o0s iniciadores
especificas para deteccdo de cada linhagem respectivamente. (1)Marcador de peso
molecular 1Kb Plus (Invitrogen, EUA); (2 e 13) Citros sadio; (3 e 14) Citros infectado com
CiLV-C2, Colébmbia; (4 e 15) Arabidopsis thaliana infectada com CiLV-C SJRP; (5 e 16)
Citros, Cosmorama,; (6 e 17) Citros, SJRP; (7 e 18) Commelina benghalensis, SJRP; (8 e 19)
Citros, Argentina; (9 e 20) Citros, Londrina; (10 e 20) Citros, Brasilia; (11 e 21) Citros,
Maringd; (12 e 23) Citros, Salto de Itu

Em contraste com o diagnaéstico tradicional de leprose dos citros baseado na
amplificacdo parcial da MP (Locali et al., 2003), o qual detecta amplamente a
populacdo de CiLV-C no Brasil, a utilizacado dos dois pares de iniciadores com base
na p29 permite a detecgao diferencial entre os isolados pertencentes ao clados Cor
ou SJRP. Esse teste possibilitou identificar a presenca do CiLV-C SIJRP também nas

cidades de Barretos e Regindpolis, além das localidades originais (Figura 17).
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Figura 17 — Deteg&o por RT-PCR de isolados de CiLV-C da linhagem SJRP detectados no noroeste
do estado de Sdo Paulo, nas cidades de SJRP (rosa), Cosmorama (marrom), Sud
Mennucci (vermelho), Barretos (amarelo) e Regindpolis (preto)

4.3 Caracterizacao molecular de Coffee ringspot virus isolado de Limeira, SP
(CoRSV Limeira)

Até inicio de 2014, ndo se conhecia a sequéncia gendmica completa do
Coffee ringspot virus (CoRSV), agente causador da mancha anular do cafeeiro.
Desta forma, um dos objetivos deste trabalho foi caracterizar molecularmente
CoRSV em plantas de Coffea sp. apresentando sintomas tipicos da doenca.

Para tanto, um isolado de CoRSV foi sequenciado a partir de plantas de
Coffea sp. sintomaticas coletadas na regido de Limeira, SP. O sequenciamento a
partir de sSRNA gerou uma biblioteca de 18.228.977 leituras. Foram retiradas as
sequéncias gendmicas de café (utilizou-se uma versdo parcial do genoma desta
planta), e os contigs que exibiam maior semelhanca com os dichorhavirus foram
alinhados, gerando o genoma inicial do isolado Limeira. Para validagdo do
sequenciamento foram desenhados 24 pares de iniciadores (Tabela 13). Os
fragmentos gerados foram sequenciados e as analises de bioinformatica estéo
sendo realizadas para a obtencdo do genoma completo de CoRSV Limeira. Para
caracterizacdo completa deste isolado também sera realizado um novo
sequenciamento dos extremos 3’ e 5 das duas moléculas de RNA, pelo método

Sanger, para posteriormente tornar essas sequéncias disponiveis no GenBank. No
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entanto, com 0s as sequéncias parcais de CoRSV Limeira, alguns resultados podem

ser inferidos.

Tabela 13 - Lista dos iniciadores utilizados para amplificacdo completa do genoma (RNA e RNA2) de
Coffee ringspot virus (CoRSV), com base nas sequéncias geradas pela FASTERIS (Suica)

Sequéncia dos iniciadores (5'—3")  Diregdo Regido- Tamanho do
alvo amplicon (bp)
RNA1
GAAACCAAAGACCCCACC F: 1-18 650
ATAGGAACGGAGAGTGATCA R: 631-650
ATGAGACTTGCTGTGAAGAG F: 551-570 682
CCTTCTGATGTTCCTGAGAG R: 1214-1233
GCATCAAGGACAAAGCTAAC F: 1140-1159 668
TGGGACTTGTTGATGAGATG R: 1788-1807
CCACCAAGATATGCAGGAAA F: 1713-1732 665
ACAACAGAACACCATGTACT R: 2358-2377
TAGAGAGAGAAGACGCTGAA F: 2289-2308 694
AACTGTCCTGCTTGATGATT R: 2963-2982
TTAGCAATATGGATGACGCA F: 2905-2924 667
GAGTCAGTGTGGTGTAATGT R: 3552-3571
TCCATATAACACGTCTGCTG F: 3496-3515 650
GGGGATTAATCTTTTCCTTGG R: 4125-4145
CTGTTAAAAGGCCCAGGTC F: 4068-4086 679
AAGTCCTTTTCTCTGCTGTT R: 4727-4746
AACCTGGAATGCATAGATACA F: 4657-4677 662
CTCCATATCCAACACCTTCC R: 5299-5318
GCTGCGGATTATGCTCTATA F: 5220-5239 694
CTTTTATGTCTGGCCACTTG R: 5894-5913
GTCACATTCACATCAAGGAC F: 5737-5756 480
TACGGTGTGCATCTGTTTT R: 6198-6216
RNA2
CATAGTTTTACACATGATTTCGC F: 14-36 680
AGGCCATCTTCTATTCCGT R: 675-693
GCTAGATACATTCCTTGGCA F: 595-614 650
ATCGTAGCTTTTCTAACCCC R: 1225-1244
GGCTCAATGTGCAACAAATT F: 1149-1158 654
GGTGCTCAGTGATAGTGAAA R: 1783-1802
CTTCGCATTGATGTCTTTCA F: 1750-1769 639
TCTGATAGAGATGTCATGAATGA R: 2366-2388
CAGACAGGGTTAATCAGGAC F: 2298-2317 653
CTACGAAGAACAGCTAGACC R: 2931-2950
GTCTCGTTCGTTAGAGGATC F: 2879-2898 666
GAGTATCTCCTTGACAGCAG R: 3525-3544
CACCAAAGAGAAGTTCAAGC F: 3470-3489 662
ATCTGTCCTTACTTTGGCTG R: 4112-4131
AAATGATGACAAAATGGCGG F: 4058-4077 666
GGGATTGATCTGGTTATGGG R: 4704-4723
CAATGTGATAGCCGACAGTA F: 4655-4674 671
CTTGTGGACCATTGATCTCA R: 5306-5325
AGTTAGTTTCTCTGTTTCAAGC F: 5237-5258
TTGTGATAGGTCTCCGCTTA R: 5697-5716 480
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Até o momento, o genoma parcial de CoRSV Limeira apresenta 12.293 nt de
comprimento, 6.481nt correspondem ao RNAl e 5.812 nt ao RNA2. Durante o
periodo do desenvolvimento deste trabalho foi disponibilizado o genoma do CoRSV
isolado Lavras (RAMALHO et al., 2014). Globalmente CoRSV Limeira apresenta
mais de 90% de identidade de nucleotideos com o genoma de CoRSV Lavras
(KF812525 e KF812526), 92,3% e 89,9% de identidade de nucleotideo para 0 RNA1
e RNA2, respectivamente. A porcentagem de identidade de nucleotideos entre as
ORFs de CoRSV Limeira e CoRSV Lavras variou entre 97,4 (ORF5) e 98 (ORF3 e
ORF4); contudo, a identidade de aminoacidos deduzidos foi superior a 98% em
todas as ORFs analisadas. Na comparacdo com Orchid fleck virus (AB516441 e
AB244418) a identidade foi de 46,5 e 58,2% para o RNAL1 e RNA2, respectivamente,
e com Citrus leprosis virus nuclear type (KF209275 e KF209276) a identidade foi de
52% para o0 RNAL e 58,6% para o RNA2 (Tabela 14). Comparando a identidade de
aminoécidos deduzidos de CoRSV Limeira com OFV, CiLV-N e CIiNSV, os
resultados variaram entre 45 e 71,4% (Tabela 14). De acordo com esses resultados,
possivelmente CoRSV Limeira e CoRSV Lavras sdo estirpes de uma mesma

espécie.

Tabela 14 - Porcentagem de identidade de nucleotideo e aminoacidos deduzidos entre CoRSV
Limeira e OFV e as espécies tentativas do género Dichorhavirus.

CoRSV Limeira CoRSV Lavras OFV CiLV-N CiNSV

nt aa nt Aa nt aa nt aa
RNA1 88,2 - 49,2 - 48,5 - 45,7
ORF1 97,4 99,8 56,6 64,7 57 65 56,5 64,5
ORF2 97,9 98,7 48,3 54,1 49,3 54,1 499 54,5
ORF3 98 99,1 61,7 71,4 52,2 64,7 54,9 65
ORF4 98 98,4 544 519 542 519 53,7 52,4
ORF5 97,4 98,1 49 46 48,3 45 48,3 45
RNA2 87,9 - 58,2 - 575 - 57,8
ORF6 93 98 61,1 69,8 60,8 69,9 60,6 68,9

%CoRSV Lavras (KF812525 KF812526); "OFV (AB516441 e AB244418); °CiLV-N (KF209275 e
KF209276)

No entanto, a identidade de nucleotideos destes isolados com o OFV,
membro-tipo do género proposto Dichorhavirus, é cerca de 60%, evidenciando se

tratar de uma outra espécie. Isolados de CoRSV foram recentemente detectados em
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véarios estados brasileiros, como Minas Gerais, Bahia e Espirito Santo (RAMALHO et
al., 2015). Resultados sobre a filogenia e sintomatologia causada por CoRSV
indicam que embora esses virus apresentem baixa variabilidade, causam sintomas
diferenciados, sendo que o clima e a cultivar do cafeeiro sdo os principais fatores
relacionados a essa variagcao (RAMALHO et al., 2015).

Por outro lado, os dois virus da leprose dos citros do tipo nuclear (CiLV-N e
CINSV) apresentam mais de 90% de identidade de nucleotideos ao longo do
genoma de OFV (Figura 18). Essas relacdes filogenéticas indicam que CIiNSV e
CiLV-N sao estirpes de OFV que infectam citros e as pequenas diferencas no
genoma destes virus podem estar relacionadas com a adaptacdo a uma nova planta
hospedeira e/ou vetor (RAMOS-GONZALEZ et al., 2015; DIETZGEN et al. 2014;
ROY et al., 2014b).

RNA 1 RNA 2

60 80 100
I |

Porcentagem de identidade

20
l

OFV vs CINSV
m QFV vs CoRSV Limeira
® QFVvs CoRSV Lavras
® OFVvs CiLV-N

o — — - -
I | | I I I |

228 1728 2682 3830 4580 6413 183 6001

Posicao dos nucleotideos de acordo com o genoma de OFV

Figura 18 - Porcentagem de identidade de nucleotideo ao longo da sequéncia genémica de OFV
comparado a CoORSV Limeira, CoRSV Lavras e CiLV-N. OFV (NCO009608 e
NC009609) é referéncia para posi¢do dos nucleotideos e esta indicado no inicio e final
de cada ORF
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Foram identificadas duas linhagens de CiLV-C no Brasil, Cor e SJRP. O CiLV-
C Cor encontra-se amplamente distribuido no pais e em alguns outros paises, como
Argentina, México, Panama e Paraguai, enquanto CiLV-C SJRP foi detecado apenas
no noroeste do estado de S&o Paulo;

Globalmente, a populacdo de CiLV-C apresenta uma variabilidade genética
baixa, possivelmente resultado de continuos efeitos de gargalo. No entanto, a
ocorréncia da linhagem SJRP imprime uma diversidade superior a espécie;

O CiLV-C SJRP é um recombinante natural, sendo que o parental minoritario
€ um isolado de CiLV-C pertencente a linhagem Cor e o parental maioritario é ainda
desconhecido; eventos de recombinacdo similares estdo presentes no RNA2 de
todas as estirpes de CiLV-C SJRP estudadas;

Desenvolveu-se um teste baseado em RT-PCR que permite a deteccao
diferencial das estirpes Cor e SJRP de CiLV-C;

As sequéncias de CoRSV Limeira apresentam mais de 90% de identidade de
nucleotideos com CoRSV Lavras. Os dois isolados sdo estirpes de uma mesma
espécie.
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