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RESUMO

GAROFALO-LEAO, Isabela Guarnieri Furiato. Variabilidade gendmica e
emergéncia de pequenas ORFs no RNA2 de passion fruit green spot virus.
Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar ¢ Ambiental no Agronegdcio)
— Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria da

Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo, 2025.

O passion fruit green spot virus (PfGSV), pertencente ao género Cilevirus (familia
Kitaviridae), ¢ um virus fitopatogénico associado a surtos historicos na cultura do
maracujazeiro e capaz de infectar também espécies ornamentais. Estudos recentes
indicam que o extremo 5’ do RNA2 do PfGSV representa uma regido de plasticidade
gendmica, abrigando pequenas ORFs cuja emergéncia pode estar relacionada a processos
adaptativos envolvendo tanto o hospedeiro quanto o vetor Brevipalpus. Neste trabalho,
buscou-se caracterizar a variabilidade genética dessa regido, com €énfase na prevaléncia,
organizagao e possiveis funcionalidades das ORFs pi3, pll, Apll e p7. Para tanto, foram
analisados 27 isolados coletados entre 2013 e 2023, abrangendo 23 amostras do Brasil,
duas da Colombia e duas do Paraguai, a partir de sequéncias obtidas por sequenciamento
Sanger, dados prévios de HTS (high throughput sequencing) gerados pelo grupo de
pesquisa e informagdes depositadas no GenBank. As analises compreenderam detecc¢ao
molecular por RT-PCR, clonagem, e sequenciamento Sanger. Abordagens
bioinformaticas foram utilizadas para a montagem e alinhamento das sequéncias, buscas
de homologia, predi¢des de dominios funcionais, modelagem estrutural por AlphaFold e
avaliacdo do contexto de Kozak para as diferentes ORFs. Os resultados revelaram que o
alelo p/3 foi o mais prevalente, detectado em 21 isolados distribuidos em diferentes
regides e hospedeiros, enquanto p// ocorreu em apenas um isolado proveniente da Bahia
e Apll em trés isolados, dois do Paraguai e um de Sdo Paulo. As anélises demonstraram
que esses trés alelos representam uma série de truncamentos que interromperam a ORF,
sugerindo relacdo evolutiva entre eles. No caso da ORF p7 foram identificados seis alelos,
com varia¢do de comprimento decorrente de mutagdes no codon de inicio e de mutagdes
sem sentido que introduziram cddons de parada prematuros. A investigacdo dos contextos

de Kozak indicou padrdes fortemente favoraveis para p7 e eficiéncia moderada para p/5



e pl3, reforgando a hipdtese de que a tradugdo dessas pequenas ORFs poderia ser
modulada de maneira adaptativa. Predigdes funcionais apontaram para a presenca de
sitios conservados de glicosilacdo na ORF p/3 e seus alelos, além de similaridade remota
de pll com dominios nucleases, sugerindo potenciais papéis funcionais na interagao
virus-hospedeiro. De forma geral, os achados indicam que o extremo 5’ do RNA2 do
PfGSV ¢ uma regido com alta variabilidade, podendo atuar como reservatdrio para o
surgimento de ORFs emergentes. A caracterizacdo dessa plasticidade gendmica reforca a
importancia de pequenas proteinas acessorias na adaptacdo e evolucao viral, apontando
para possiveis mecanismos de manutencao do ciclo infeccioso e de otimizagdo da
transmissdo pelo vetor. O trabalho contribui para a compreensao da diversidade gendmica
do PfGSYV, fornecendo subsidios relevantes para estudos futuros de epidemiologia e

evolucao dos cilevirus.

Palavras-chave: virus transmitidos por Brevipalpus, Cilevirus, pequenas ORFs, ORFs
orfas.



ABSTRACT
GAROFALO-LEAO, Isabela Guarnieri Furiato. Genomic variability and

emergence of small ORFs in the RNA2 of passion fruit green spot virus. Thesis
(Masters in Plant and Animal Health, Food and Environmental Safety in the Agribusiness)
— Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria da

Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo, 2025.

Passion fruit green spot virus (PfGSV), belonging to the genus Cilevirus (family
Kitaviridae), is a plant pathogenic virus associated with historical outbreaks in passion
fruit crops and capable of infecting ornamental species. Recent studies indicate that the
5" end of PfGSV RNAZ2 represents a region of genomic plasticity, harboring small ORFs
whose emergence may be related to adaptive processes involving both the host and the
Brevipalpus vector. This study sought to characterize the genetic variability of this region,
with an emphasis on the prevalence, organization, and possible functions of the ORFs
pl3, pll, Apll, and p7. Twenty-seven isolates collected between 2013 and 2023 were
analyzed, including 23 samples from Brazil, two from Colombia, and two from Paraguay.
These isolates were based on Sanger sequencing, previous HTS (High-Throughput
Sequencing) data generated by the research group, and information deposited in
GenBank. The analyses included molecular detection by RT-PCR, cloning, and Sanger
sequencing. Bioinformatic approaches were used for sequence assembly and alignment,
homology searches, functional domain predictions, structural modeling by AlphaFold,
and Kozak context evaluation for the different ORFs. The results revealed that the p13
allele was the most prevalent, detected in 21 isolates distributed across different regions
and hosts, while p11 occurred in only one isolate from Bahia and Ap11 in three isolates,
two from Paraguay and one from Sao Paulo. The analyses demonstrated that these three
alleles represent a series of truncations that interrupted the ORF, suggesting an
evolutionary relationship between them. In the case of ORF p7, six alleles were identified,
with length variation resulting from mutations in the start codon and nonsense mutations
that introduced premature stop codons. The investigation of Kozak contexts indicated
strongly favorable patterns for p7 and moderate efficiency for p15 and p13, reinforcing
the hypothesis that the translation of these small ORFs could be adaptively modulated.
Functional predictions indicated the presence of conserved glycosylation sites in the p13

OREF and its alleles, as well as remote similarity of p11 to nuclease domains, suggesting



potential functional roles in virus-host interactions. Overall, the findings indicate that the
5" end of PfGSV RNA2 is a region of high variability and may act as a reservoir for the
emergence of emerging ORFs. The characterization of this genomic plasticity reinforces
the importance of small accessory proteins in viral adaptation and evolution, pointing to
possible mechanisms for maintaining the infectious cycle and optimizing transmission by
the vector. This work contributes to the understanding of PfGSV genomic diversity,
providing relevant information for future studies on the epidemiology and evolution of

cileviruses.

Keywords: Brevipalpus-transmitted viruses, Cilevirus, small ORFs, orphan ORFs.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de maracuja, fruto de relevancia economica,
ambiental e alimentar. Sua importancia decorre tanto de suas multiplas formas de
consumo quanto ao papel do cultivo do maracujazeiro (Passiflora spp.), planta do género
Passiflora, familia Passifloraceae, em diversas regides do pais. Contudo, a producao
enfrenta desafios significativos devido a incidéncia de diferentes patogenos. Entre as
doencas fungicas, destacam-se a antracnose, causada por Colletotrichum sp., que gera
lesdes marrons em folhas e frutos, e a fusariose, provocada por Fusarium sp., que causa
murcha e morte das plantas. A mancha-bacteriana, causada por Xanthomonas sp.,
manifesta-se como manchas translucidas que necrosam folhas e frutos (Viana et al., 2003;
Machado et al., 2017). A principal virose, o endurecimento dos frutos, ¢ causada pelo
cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMYV, Potyvirus vignae), levando ao
endurecimento do pericarpo e a reducdo da polpa (Santos-Filho et al., 2017). Outras
viroses, como o definhamento precoce ou a pinta verde, embora menos frequentes, sao

ameagas aos pomares brasileiros (Kitajima ef al., 2003a).

Os cilevirus (género Cilevirus, familia Kitaviridae) sdo fitovirus transmitidos de
maneira persistente por acaros do género Brevipalpus (Ramos-Gonzélez et al., 2023).
Estes virus possuem genomas segmentados de RNA de fita simples com polaridade
positiva, e sdo encapsulados em particulas baciliformes curtas. Entre os cilevirus
descritos, o passion fruit green spot virus (PfGSV, Cilevirus passiflorae) foi responsavel
por surtos de doencas que devastaram pomares de maracujazeiros durante a década de
1990, associados a sintomas como lesoes cloroticas, necroses e manchas verdes nos frutos
maduros (Santos-Filho ef al., 1999; Kitajima et al., 2003a). A doenca compromete a
aparéncia e o valor comercial dos frutos, além de afetarem a produtividade das plantas.
Apesar da importancia fitopatoldégica do PfGSV, muitos aspectos de sua biologia,

epidemiologia e interagdo com o hospedeiro permanecem pouco compreendidos.

O genoma do PfGSV ¢ composto por dois segmentos, RNAT e RNA2. O RNAI
contém duas ORFs (fases de leitura aberta, do inglés open reading frames), a RdRp,
responsavel pela replicagdo viral, e a p29, responsavel por codificar a provavel capa
proteica. O RNA2 codifica proteinas que participam da interagcdo virus-hospedeiro e
possivelmente virus-vetor. No RNA2, cinco ORFs sdo codificadas: pl5, pi3, p6l,
p32/MP e p24. O trecho gendmico entre as ORFs p/5 e p61, de aproximadamente 1.500

nucleotideos, vinha sendo considerado uma regido intergénica ndo codificante até a



recente descricdo de alelos da ORF p/3 em PfGSV (Ramos-Gonzalez et al., 2020). A
analise de cinco isolados de diferentes estados brasileiros demonstrou a presenga de dois
alelos: pi13, de 330 nucleotideos e, p/l, de 282 nucleotideos, o que apontou como
incorreto descrever a regido como intergénica. Os ensaios de hibridizagao por Northern
blot revelaram a presen¢a de uma banda extra, com tamanho compativel com o que
poderia ser uma molécula de RNA subgenomico a partir do qual ocorreria a tradugdo da

proteina P13 (Ramos-Gonzélez et al., 2020).

Avancos em biologia molecular destacaram a importancia de pequenas proteinas
virais, antes consideradas secundérias, na funcionalidade e adaptagdo dos virus (Pinto e
Lamb, 2005; Walker et al., 2011; DiMaio, 2014; Morozov e Solovyev, 2020; Gao et al.,
2022; Volic et al., 2023; Zandi et al., 2025). Essas proteinas, frequentemente associadas
a genomas virais compactos, desempenham papéis essenciais na replicacdo, evasdo
imunoldgica e patogenicidade. No virus influenza A (Alphainfluenzavirus influenzae), por
exemplo, a proteina M2 atua como canal i6nico, facilitando o desnudamento viral e o
brotamento dos virions (Pinto et al., 1992). O virus da imunodeficiéncia humana 1
(Lentivirus humimdefl), codifica a proteina Vpu que promove a evasdo imunoldgica ao
regular negativamente CD4 e tetherin, além de formar canais i6nicos (Neil et al., 2008).
Nos papilomavirus, a proteina E5 atua como fator oncogénico, alterando receptores de
crescimento celular e contribuindo para a oncogénese (DiMaio e Petti, 2013). J& nos
poxvirus, varias pequenas proteinas transmembrana participam da biogénese e maturagao
dos virions (DiMaio, 2014). Em virus de plantas como os potyvirus, as proteinas 6K1 e
6K2 sdo cruciais para a formag¢ao do complexo de replicagdo viral e para a permeabilidade
da membrana celular, facilitando a infeccdo (Cui e Wang, 2016; Chai et al., 2024). As
proteinas BMB1 e BMB2, codificadas pelo kitavirus hibiscus green spot virus (HGSV,
Higrevirus waimanalo), interagem de forma cooperativa para mediar o transporte célula
a célula do genoma viral, a BMBI1 atua direcionando a BMB2 aos plasmodesmos

(Atabekova et al., 2022).

A emergéncia de novas ORFs em genomas virais representa um fendmeno
essencial para a adaptacao e evolugdo desses organismos, € ocorre por meio de
mecanismos altamente dinamicos e diversificados (Guerra-Almeida ¢ Nunes-da-Fonseca,
2020). Duas hipéteses principais explicam a origem dessas ORFs: a divergéncia rapida
de genes pré-existentes e o surgimento de novo a partir de regides nao codificantes. Na

primeira hipdtese, genes ancestrais sofrem diversas mutagdes, gerando uma nova ORF,



que ao longo do tempo, perde a similaridade com o gene prévio. J& o surgimento de novo,
regides anteriormente consideradas ndo codificantes, sofrem muta¢des que levam a
formagao de novas ORFs, que passam a ser transcritas e traduzidas (Singh e Syrkin
Waurtele, 2020; Valkirlis et al., 2020). Além disso, os RNAs nao codificantes também
podem desempenhar papéis cruciais na emergéncia de novos genes. Esses transcritos
longos podem abrigar pequenas ORFs, que, por meio de uma tradugdo pervasiva, dao
origem a “microproteinas” (ou micropeptideos) (Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca,
2020). Os proto-genes gerados por esses fenomenos sao favorecidos pelos mecanismos
evolutivos ao fornecerem vantagens adaptativas. A fixagdo dessas novas variantes
geralmente envolve a aquisi¢do de elementos regulatorios, como sequéncias promotoras
eficientes, regides 5’ e 3’ estaveis e sinais de traducdo, que aumentam a eficiéncia e a
estabilidade do RNA mensageiro (Carvunis ef al., 2012). Os processos de mutagdo e
recombinacdo sdo fundamentais no processo de surgimento de novas ORFs (Park e Hahn,
2021; Pavessi e Romerio, 2022; Ji et al., 2023). Mutagdes pontuais, inser¢des ou delecdes
podem criar fases de leituras ou modificar aquelas existentes, enquanto eventos de
recombinacdo gendmica facilitam o rearranjo de segmentos genéticos. Essas
modificac¢des criam funcionalidades, permitindo que os virus se adaptem de forma 4gil as

mudangas ambientais (Tautz e Domazet-LoSo, 2011; Carvunis ef al., 2012).

Em monkeypox virus (Orthopoxvirus monkeypox), durante o surto de 2022, foram
identificadas mutagdes gendmicas significativas que incluiram delegdes extensas e
interrup¢oes em ORFs, em um total de 25 amostras clinicas contendo mutacgoes
disruptivas (Sereewit et al., 2022). Essas alteracdes ocorreram principalmente em
pequenos genes, nao essenciais para a replicacdo, mas que desempenham um papel
crucial na modulagdo da resposta do hospedeiro, potencialmente reduzindo a
funcionalidade de proteinas imunomoduladoras. Além disso, as andlises identificaram a
predominancia de mutagdes G — A e C — T, indicando uma provavel atuacao do sistema
de edi¢do APOBEC3 do hospedeiro humano, conhecido por induzir essas modificagdes
como mecanismo de defesa antiviral. De forma notavel, as mutag¢des detectadas afetaram
genes ndo essenciais para a replicagcdo viral, mas relacionados com a adaptagdo ao
hospedeiro, demonstrando a pressao seletiva durante a dispersao viral. A identificac¢ao das
mutacdes e delecdes também reforca a importdncia de monitoramento para melhores

estratégias de controle e diagndstico (Sereewit et al., 2022).



A crescente compreensao do papel das proteinas virais de pequeno tamanho ¢ a
dinamica evolutiva dos virus, incluindo mutagdes e recombinagdes gendmicas, revelam
sua importancia na adaptacdo e patogenicidade viral. No caso do PfGSV, a emergéncia
de pequenas proteinas em seu genoma, como o caso da ORF p/3, ndo encontrada em
outros membros do género Cilevirus, poderia ter uma a¢ao fundamental na sua evolugao
e interacdo com o hospedeiro e/ou vetor. Esses processos permitem que os virus se
adequem rapidamente a mudancas ambientais, facilitando a evasdo dos mecanismos de
defensa dos seus hospedeiros e a propagacao viral. Os estudos dessas pequenas proteinas
e das mudangas genéticas nos genomas virais, como em PfGSV, ¢ essencial para o
compreendimento das relagdes vetor-virus-hospedeiro e para o desenvolvimento de

estratégias de controle.

A exploracdo das ORFs emergentes ¢ fundamentada na possibilidade de que elas
desempenhem papéis cruciais na interagdo virus-hospedeiro, como a modulagdo de
resposta antiviral ou a indugdo de alteracdes fisiologicas no hospedeiro para favorecer a
replicagdo viral ou o movimento célula a célula. Além disso, considera-se que essas
proteinas emergentes também poderiam contribuir para a eficiéncia da transmissao pelo
vetor Brevipalpus, otimizando ¢ impulsionando a transmissao. Entender essas dindmicas
¢ essencial, pois caracteristicas gendmicas unicas, como as pequenas proteinas
codificadas por ORFs recentemente descritas, frequentemente proporcionam vantagens
evolutivas aos virus, permitindo sua adaptacdo a novos desafios ecologicos (DiMaio,
2014; Storz et al, 2014). Assim, a caracterizagdo dessas ORFs pode esclarecer
mecanismos determinantes para a epidemiologia do PfGSV, fornecendo subsidios

valiosos para o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O maracujazeiro: diversidade bioldgica, economia e desafios na producao

O termo “maracuja”, que possui origem Tupi-Guarani e significa “alimento em
forma de cuia”, d4 nome aos frutos das plantas do género Passiflora, familia
Passifloraceae. Suas utilidades sdo amplas, destacando-se na industria alimenticia,
cosmética e farmacéutica, devido as suas propriedades calmantes, antioxidantes e anti-
inflamatoérias (Rai et al., 2022). Além disso, ¢ valorizado como planta ornamental pela
exuberancia de suas flores, que variam de branco a tons de rosa, vermelho, azul e roxo

(Faleiro et al., 2017).

Com mais de 500 espécies descritas, a maioria nativa da América do Sul,
principalmente Brasil e Coldmbia, os primeiros registros de plantas do género Passiflora
datam do século X VI, segundo o Tratado Descritivo do Brasil, de 1587 (de Jesus e Faleiro,
2016). Sao plantas trepadeiras, herbaceas ou lenhosas, de crescimento vigoroso, atingindo
de 5 a 10 metros de comprimento, com flores hermafroditas que se abrem uma tnica vez
ao dia (de Jesus e Faleiro, 2016). A polinizacao ¢é realizada majoritariamente por abelhas-
mamangavas, além de morcegos e beija-flores em menor escala (Abrahamczyk et al.,

2014).

O Brasil, lider mundial na produgdo de maracuja, € responsavel por mais de 70%
da produgao global (Faleiro, 2022). Em 2024, a produg@o nacional de maracuja atingiu
736.585 toneladas, resultando em um valor de R$ 2,56 bilhdes, com destaque para os
estados do Ceara e Bahia (IBGE, 2024). As principais espécies cultivadas comercialmente
sao Passiflora edulis Sims. e Passiflora alata Curtis. Apesar de sua relevancia economica
e produtividade, a cultura do maracuja enfrenta diversos desafios fitossanitarios
(Machado et al., 2017). Entre as doencas fingicas mais prejudiciais estdo a antracnose,
causada por Colletotrichum sp., e a fusariose, causada por Fusarium sp., que
comprometem folhas, frutos e levam as plantas a morte. No caso de doengas bacterianas,
a mancha-bacteriana causada por bactérias Xanthomonas sp., provoca lesdes nas folhas e
frutos (Viana et al., 2003; Machado et al., 2017). A principal virose, o endurecimento dos
frutos, causada por CABMYV, reduz drasticamente a produgdo de polpa nos frutos (Santos-
Filho et al., 2017). Além do CABMY, relatos recentes também escrevem a ocorréncia de
Ugandan passiflora virus (UPV, género Potyvirus) e East Asian passiflora distortion virus

(EAPDYV, género Potyvirus), ambos associados ao endurecimento dos frutos no Quénia



(Munguti et al., 2025). Outras viroses, como o definhamento precoce e a pinta verde,
causadas pelo passion fruit green spot virus (PfGSV, Cilevirus passiflorae), embora de
baixa incidéncia, permanecem como ameacas potenciais a producdo brasileira.
Recentemente, o PfGSV também foi detectado em amostras no Quénia (Munguti et al.,
2025) representando ameaga a producao local. A ampla gama de patogenos virais
ressaltam a necessidade de manejo adequado para garantir a viabilidade da cultura
(Santos-Filho et al., 1999; Kitajima et al., 2003a; Antonioli-Luizon, 2010; Ramos-
Gonzélez et al., 2020).

2.2 Género Cilevirus: caracterizacido gendmica e relevincia fitopatologica

O género Cilevirus inclui virus de particulas baciliformes curtas envelopadas, com
dimensdes de 50-60 nm por 110-120 nm, que sdo frequentemente associadas ao reticulo
endoplasmatico das células infectadas. Nas células infectadas sdo observadas inclusdes
eletrodensas conhecidas como viroplasmas, que provavelmente correspondem aos locais
de replicagdo viral (Kitajima et al, 2003a). Atualmente oito espécies no género sdo
aceitas pelo ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses): Cilevirus
australis, Cilevirus colombiaense, Cilevirus leprosis, Cilevirus ligustri, Cilevirus
oahuense, Cilevirus passiflorae, Cilevirus solani e Cilevirus pistaciae (Olmedo-Velarde
et al, 2021, 2022; Ramos-Gonzalez et al., 2022). O vinca ringspot virus (ViRSV) foi
recentemente considerado membro de uma nova espécie (Cilevirus chilense) do género'.
As plantas acometidas por cilevirus desenvolvem manchas cloréticas e/ou necroticas nas
folhas, frutos e ramos, localizadas nos locais de alimentacdo do acaro Brevipalpus spp.,

resultado de infecgOes nao sistémicas.

O genoma dos cilevirus € composto por duas moléculas de RNA de fita simples
positiva (+) ssRNA, contendo uma cauda poli-A nos extremos 5’ e seus membros podem
ser classificados em trés subgrupos com base na organizacdao gendmica (Freitas-Astia et
al., 2018; Ramos-Gonzalez et al., 2023). O subgrupo 1 inclui o virus da leprose dos citros
C (GiLV-C, Cilevirus leprosis), o virus da leprose dos citros C2 (CiLV-C2, Cilevirus
colombiaense) e o PGSV (Cilevirus passiflorae). O CiLV-C ¢é o agente etiologico

prevalente da leprose dos citros (LC), principal doenca viral da citricultura brasileira

1

https://ictv.global/system/files/proposals/pending/2025/Plant%20virus%20%28P%29%20proposals/2025.
004P.N.v2 Kitaviridae 13nsp.docx
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(Ramos-Gonzalez et al., 2018). Na Colombia, o CiLV-C2 também foi relatado causando
LC em plantas de laranja doce (Roy ef al., 2013). O RNA1 desses virus possui entre 8,7
e 8,9 kb e contém duas ORFs: RdRp, que codifica um polipeptidio tinico envolvido na
replicagdo viral, e p29, que ¢ responsavel pela provavel codificacao da proteina de capa.
O RNAZ2 ¢ menor, com um tamanho de 4,7 a 5 kb, e codifica quatro ORFs: p15, p61, MP
e p24 (Freitas-Astia et al., 2018). A proteina P15 atua como um possivel supressor de
silenciamento génico; a P61 ¢ provavelmente uma glicoproteina e efetor viral; P24 ¢ uma
putativa proteina estrutural do virion e a mais conservada entre os cilevirus; e a MP ¢ a
proteina de movimento (Ramos-Gonzalez et al., 2021). A regido que separa as ORFs p/5

e p61 é conhecida como regido intergénica e abriga ORFs orfas especificas de cada virus.

O subgrupo 2 ¢ constituido pelo Solanum violifolium ringspot virus (SVRSV,
Cilevirus solani), Ligustrum leprosis virus (LigLV, Cilevirus australis), Ligustrum
chlorotic spot virus (LigCSV, Cilevirus ligustri) (Ramos-Gonzalez et al., 2023), pistachio
virus Y (PisVY, Cilevirus pistaciae) e VIRSV. A principal diferenga em compara¢do com
o subgrupo 1 ¢ a falta de 1,0 a 1,5 kb no extremo 5’ do RNA2, que tem entre 3,5 e 3,6 kb
e agrupa ORFs ortdlogas aos genes p61, p32 (MP) e p24. O RNA2 dos cilevirus do
subgrupo 2 ndo apresentam o ortélogo a ORF p15. Por fim, o subgrupo 3 ¢ representado
por uma unica espécie, Cilevirus oahuense (hibiscus yellow blotch virus, HYBV)
(Ramos-Gonzilez et al., 2023), at¢ o momento detectada apenas no Havai, EUA. O
RNA1 do HYBYV ¢é o menor entre os cilevirus descritos, com 8,4 kb, e contém duas ORFs,
RdRp e ORF pl10, que estdo parcialmente sobrepostas. Diferentemente dos cilevirus dos
subgrupos 1 e 2, em que a ORF p29 esta localizada no extremo 3’ do RNAI, no HYBV
essa ORF encontra-se posicionada no extremo 3’ do RNA2, apds a ORF p24 (Olmedo-
Velarde et al., 2021). Por sua organizagdo gendmica, o HYBV tem sido considerado um
elo evolutivo entre cilevirus e higrevirus, outro género da familia Kitaviridae também

encontrado no Havai (Olmedo-Velarde ef al., 2021; Ramos-Gonzalez et al., 2023).
2.2.1 Acaros do género Brevipalpus como vetores de fitovirus

O género Brevipalpus (Acari: Tenuipalpidae) agrupa cerca de 300 espécies de
acaros conhecidos como falso acaro-aranha, distribuidos mundialmente, de habito
cosmopolita e polifago (Childers e Rodrigues, 2011; Castro et al, 2020; Santos de
Mendonga et al., 2025). Sao acaros avermelhados achatados dorso-ventralmente e que
apresentam quatro pares de pernas na vida adulta. As colonias de algumas espécies sao
formadas em grande maioria por fémeas haploides que se reproduzem a partir de
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partenogénese telitoca devido a presenga da bactéria endossimbionte Cardinium sp.
(Weeks et al., 2001). Em 2022, o Ministério da Agricultura e Pecudria declarou os dcaros

Brevipalpus como pragas de alto risco para a agricultura brasileira (MAPA, 2022).

Os acaros do género Brevipalpus atuam como vetores de fitovirus em culturas de
significativa importancia agrondmica, como Citrus sinensis, Coffea arabica, Passiflora
sp. € plantas ornamentais, como orquideas de diferentes géneros (Kitajima et al., 2003b,
2010). Os virus transmitidos por esses acaros, denominados virus transmitidos por
Brevipalpus (VTBs), pertencem a trés géneros: Cilevirus e Higrevirus (familia
Kitaviridae, ordem Martellivirales) (Locali-Fabris et al., 2006; Melzer et al., 2012;
Rodrigues, 2022) e Dichorhavirus (familia Rhabdoviridae, ordem Mononegavirales)
(Dietzgen et al., 2018). Os cilevirus e higrevirus sdo conhecidos como VTBs
citoplasmaticos, uma vez que realizam a replicacao viral no citoplasma celular (Ramos-
Gonzalez et al., 2023). Por outro lado, os dichorhavirus possuem RNA de fita simples de
sentido negativo, dividido em duas moléculas, e por replicarem no nucleo das células
infectadas, sdo chamados de VTBs nucleares (Dietzgen et al., 2018; Freitas-Astua et al.,

2018).
2.3 Passion fruit green spot virus: biologia, epidemiologia e impactos agricolas

Duas importantes doengas impactaram os pomares de maracuja no Brasil na
década de 1990. O definhamento precoce do maracujazeiro (DPM), identificado em 1994
na Bahia, caracterizava-se por intensa necrose nos ramos, que os circundava, levando a
morte prematura das plantas, o que deu nome a doenga (Santos-Filho ef al.,, 1999). Nas
folhas, observavam-se ané€is e manchas clordticas ao redor das nervuras, que
posteriormente se tornavam verdes. Simultaneamente, a pinta verde do maracujazeiro
(PVM) foi descrita em 1997 na regido de Alta Paulista, Sdo Paulo, manifestando-se
principalmente por manchas verdes nos frutos maduros e clorose ao redor das nervuras
foliares, que se tornavam verdes em folhas senescentes (Kitajima et al, 2003a). As
plantas afetadas também desenvolviam necrose nos ramos, embora de forma menos
intensa que no DPM. Na época, ambas as condi¢des foram associadas a infestagdo por
acaros do género Brevipalpus e a observagdo de particulas virais baciliformes curtas no
citoplasma das células infectadas (Kitajima ef al., 2003a). Durante a primeira década dos
anos 2000, sintomas similares foram observados em outras regides do Brasil, como Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sergipe, Rondonia, Maranhao, Rio Grande do Norte, Paraiba, Para
e Distrito Federal (Kitajima et al., 2003; Moraes et al., 2006). Em 2009, o sequenciamento
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parcial do PfGSV identificou este virus como o agente etiologico das duas doencas
(Antonioli-Luizon, 2010). Mais recentemente, sua ocorréncia foi confirmada na
Colombia, onde plantas de maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) exibindo
sintomas de manchas verdes em folhas senescentes e clorose ao redor das nervuras
foliares foram diagnosticadas com infec¢ao por PfGSV. A deteccao foi confirmada por
RT-PCR e sequenciamento de alto desempenho (HTS), que revelaram elevada identidade
nucleotidica (>99%) com isolados brasileiros de Pf{GSYV, representando o primeiro relato

do virus na Colémbia (Roy et al., 2023).

Embora o maracujazeiro amarelo seja o principal hospedeiro do PfGSV, o virus ¢
capaz de infectar pelo menos 35 gé€neros botanicos (Kitajima et al., 2017; Saito, 2020; da
Costa-Rodrigues et al, 2022; Pires, 2022). Recentemente, 16 espécies foram
identificadas como hospedeiras experimentais através da inoculagdo com dacaros
viruliferos do género Brevipalpus, incluindo: Brunfelsia uniflora (Pohl) D. Don, Cajanus
cajan (L.) Millsp., Capsicum annuum L., Cataranthus roseus L., Dolichos lablab L.,
Hedera helix L., Hibiscus sinensis Linn, Hoya carnosa (L.) R. Br., Ligustrum sinense
Lour., Lonicera japonica Thunb., Malvaviscus arboreus Cav., Mucuna pruriens (L.) DC.,
Nicotiana megalosiphon Van Heurck & Muell. Arg., Pelargonium sp., Phaseolus vulgaris
L. e Vigna unguiculata (L.) Walp (Pires, 2022). Além disso, quatro espécies (Antirrhinum
majus L., Chenopodium quinoa Willd., Datura stramonium L., e Nicotiana tabacum L.)
ndo desenvolveram sintomas quando inoculadas com &caros Brevipalpus, mas foram
infectadas pelo Pf{GSV por meio de inoculagdo mecanica, indicando que sao hospedeiras

do virus, mas nao dos 4caros vetores (Pires, 2022).

A presenga do PfGSV nas plantas ¢ evidenciada pelo surgimento de manchas
verdes nos frutos maduros. Nas folhas, a infec¢do promove o aparecimento de anéis
cloroticos e/ou necrdticos e o amarelamento das nervuras, especialmente em folhas
senescentes. J4 nos ramos, observa-se o desenvolvimento de necroses intensas, que
frequentemente coalescem, circundando-os e culminando na morte das plantas (Figura 1
A e B). O PfGSV ¢ transmitido pelo acaro Brevipalpus yothersi (Figura 1 C), de forma
persistente, mas nao ha nenhum estudo avaliando a possibilidade de replicagdo deste virus
no vetor. A caracteriza¢do do genoma de cinco isolados permitiu a classificagao do PfGSV
no género Cilevirus, familia Kitaviridae (Ramos-Gonzalez et al., 2020). Em analises de
microscopia eletronica de transmissao, ¢ possivel observar particulas virais baciliformes

curtas envelopadas (50-70 nm x 100-120 nm) no citoplasma das células infectadas, além

13



de viroplasmas eletrodensos, associados ao reticulo endoplasmatico (Figura 1D-a, 1D-b

e 1D-c) (Kitajima ef al., 2003a; Pires, 2022).

Figura 1. A — Sintomas da infecgdo por PfGSV em orquideas do género Eria (isolado
PfGSV_LimO01). B — Sintomas de infec¢@o por PfGSV em folhas, ramos e frutos de maracujazeiro (Ramos-
Gonzalez et al., 2020). C — Micrografia de Brevipalpus yothersi coletado em uma amostra de orquidea
originaria de Limeira infectada com PfGSV_LimO1 (colaboragdo com Dra. Aline Tassi). D-a, D-b e D-¢ —
Particulas baciliformes observadas em cisternas do reticulo endoplasmatico de células de maracujazeiro
infectadas pelo Pf{GSV (Kitajima et al., 2003a; Antonioli-Luizon, 2009).

O genoma do PfGSV ¢ composto por duas moléculas de RNA de fita simples com
polaridade positiva [(+) ssRNA], e cauda poli-A nos extremos 3' (Figura 2) (Ramos-
Gonzalez et al., 2020). O RNAI1 possui aproximadamente 9 kb e contém duas ORFs: a
que codifica a proteina RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), envolvida na
replicacdo viral e que contém os dominios de metiltransferase, helicase e RdRp, e a ORF
p29, que codifica a provavel proteina de capa. O RNA2 ¢ menor, com cerca de 5 kb, e
contém cinco ORFs: pl5, pl3/pll, p61, MP e p24. A ORF pl5 codifica uma provavel
proteina de 15 kDa, exclusiva dos cilevirus, que provavelmente desempenha um papel
adaptativo crucial, relacionado com a regulagdo da interagdo virus-planta, atuando como
supressor de silenciamento génico e/ou interagindo com outras proteinas virais ou do
hospedeiro (Ramos-Gonzalez et al., 2021). A ORF p13 codifica uma proteina putativa de
13 kDa, sem homologia conhecida em bancos de dados publicos, com fungao ainda nao

elucidada. A ORF p61 codifica uma provavel glicoproteina que atua como um efetor viral.
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A ORF MP codifica a proteina de movimento pertencente a superfamilia 30K, e a ORF
p24 codifica a putativa proteina estrutural do virion, sendo a proteina P24 a mais

conservada entre os cilevirus (Ramos-Gonzalez et al., 2020).

RNA1 = & i RaRp @ ) P25 3 Poli-A

RNA2 & p15 [ p13 ][ p61 I p32 ] 3 Poli-A

% @ Dominios metiltransferase (Pfam 01660 e Pfam 01728) 17 Possivel dominio Zn-finger

Dominic helicase viral (Pfam 01443)

ominic RNA polimerase dependente de RNA (Pfam 00978)

4 Possivel dominio transmembrana

Figura 2. Representacdo esquematica da organizagdo genomica de PfGSV. Adaptado de Ramos-
Gonzalez et al., 2020; 2021.

Aregido gendmica entre as ORFs p/5 e p61 do RNA2 de cilevirus foi denominada
regido intergénica (RI) por ser considerada ndo codificante. No entanto, essa
denominacdo ¢ inadequada para o PfGSV, uma vez que foram constatadas evidéncias de
regides codificadoras, além de ser uma RI menor que as observadas em outros cilevirus.
A andlise das sequéncias de cinco isolados identificou um alelo da ORF p/3, denominado
pll (Ramos-Gonzélez et al.,, 2020). Esse alelo foi detectado em apenas um isolado,
coletado em Bom Jesus da Lapa, Bahia, em 2008 (PfGSV_BJLO01), obtido em uma
amostra de maracujazeiro. O alelo p// codifica uma proteina putativa de 11,1 kDa, que
compartilha os primeiros 40 residuos com a proteina codificada pelo alelo p/3. A proteina
codificada pela ORF p/3 apresenta 10 residuos de arginina e um de lisina, o que sugere
uma carga positiva, possivelmente favorecendo interacdes com moléculas de carga
negativa, como os acidos nucleicos. Além disso, a proteina contém um dominio de 15
aminodcidos (aa), com quatro residuos de cisteinas e dois de histidina, que compartilha
similaridade com motivos encontrados no inibidor antiapoptose induzido por citocina 1
(CIAPINT; PF05093) e no dominio PGC7/Stella/Dppa3 (PGC7_Stella; PF15549). Esses
15 aa fazem parte de uma regido maior que apresenta semelhangas com o dominio FDB,
descrito em proteinas vegetais contendo dominios FBox e BRCT (Doerks ef al., 2002;
Ramos-Gonzalez et al., 2020). Na regido C-terminal da P13, foi identificada uma
sequéncia de 26 aa com moderada similaridade ao dominio de ligagdo a quitina tipo 3

(InterPro IPR003610). Essas caracteristicas sugerem que a proteina P13 pode
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desempenhar fungdes auxiliares, potencialmente mediando interacdes moleculares
cruciais para o ciclo de multiplicagdo viral, como a ligagcdo a acidos nucleicos e outras

moléculas essenciais a patogénese viral.

O padrao de RNAs subgenomicos (sgRNAs) de PfGSV apresentou similaridade
com o descrito para CiLV-C (Ramos-Gonzalez et al., 2020). Analises por Northern blot
utilizando sondas especificas para as ORF p29 e p24 permitiram a identificacdo de duas
bandas: gRNAT (RNA gendmico 1) e sgRNAI, o qual codifica a proteina P29. Para o
RNA2, foram detectadas cinco bandas distintas, correspondendo a gRNA2, sgRNA2,
sgRNA3, sgRNA4 e sgRNAS. Os sgRNAs 2 e 3 possivelmente codificam as proteinas
P61 e MP, respectivamente. O sgRNA4 foi o mais abundante e corresponde a ORF p24.
A quinta banda, referente ao sgRNAS, foi identificada como uma banda de baixa
intensidade, sugerindo a necessidade de mais estudos para sua confirmagdo. O sgRNAS
demonstrou-se tdo abundante quanto o sgRNA2, com um peso molecular ligeiramente

superior, e pode estar associado a expressao da ORF p/3 (Ramos-Gonzalez et al., 2020).
2.4 Pequenas proteinas acessorias virais e suas fun¢des acessorias adaptativas

No surgimento das técnicas bioinformaticas para a anotacdo de genomas foram
aplicados limites de tamanhos arbitrarios para a deteccdo de ORFs putativas e as fungdes
de suas respectivas proteinas (Storz et al., 2014). Nesse contexto, proteinas menores
foram muitas vezes negligenciadas, sendo consideradas erros de predi¢ao ou sem funcao
relevante (Hellens et al., 2016). No entanto, no caso particular dos virus, que possuem
genomas compactos, mecanismos alternativos foram selecionados para codificar
proteinas de pequeno tamanho e com fung¢des bioldgicas cruciais. Nos ultimos anos,
pequenas fases de leitura abertas (SORFs, do inglés small ORFs), que codificam proteinas

menores de 100 aa com papéis cruciais foram identificadas (DiMaio, 2014).

A proteina M2 do virus influenza A (Alphainfluenzavirus influenzae, familia
Orthomyxoviridae), por exemplo, ¢ uma proteina integral de membrana que forma
tetrameros com canais i0nicos, facilitando a entrada de protons no virion, essencial para
o desnudamento viral, processo bloqueado por antivirais como a amantadina (Sugrue e
Hay, 1991; Pinto et al., 1992; Pinto e Lamb, 2005). Além disso, sua porg¢ao citoplasmatica
participa do brotamento do virion maduro. No virus da imunodeficiéncia humana 1
(Lentivirus humimdefl, familia Retroviridae), a proteina transmembrana Vpu regula

negativamente CD4 e tetherin, promovendo evasdo imunoldgica e disseminagdo viral,
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além de formar canais i6nicos (Neil et al., 2008; McNatt et al., 2009; Strebel, 2014). Os
papilomavirus (familia Papillomaviridae) codificam a proteina ES5, um fator oncogénico
com dominio transmembrana, que ativa receptores de crescimento celular. No caso do
papilomavirus humano 16, a proteina E5 além de modular a atividade do fator de
crescimento epidérmico, também ¢ capaz de oligomerizar formando canais i6nicos,
atuando assim como viroporina (DiMaio e Petti, 2013; DiMaio, 2014). Nos poxvirus
(familia Poxviridae), muitas proteinas transmembrana pequenas sao codificadas, como a
03L, que facilita a entrada viral na célula hospedeira, e pelo menos outras oito proteinas
participam da biogénese e maturacao do virion, embora algumas fungdes especificas
permanecam desconhecidas (DiMaio, 2014). J4 as pequenas proteinas hidrofobicas (SH),
encontradas em Paramyxoviridae ¢ Pneumoviridae, attam como viroporinas ¢ modulam
a resposta imune, inibindo apoptose e vias imunologicas, sendo essenciais para a evasao
do sistema imune, apesar de nao serem necessarias para a replicacao viral (DiMaio, 2014;

Brynes e Williams, 2024).

Pequenas proteinas acessorias também sdao encontradas em virus que infectam
plantas. Os virus da familia Potyviridae, a maior familia de virus de plantas com genoma
de RNA, codificam duas proteinas auxiliares de pequeno porte essenciais para a
proliferacdo viral, denominadas 6K1 e 6K2 (Cui e Wang, 2016; Yang et al., 2021). A
proteina 6K2 atua como uma proteina integral de membrana, desempenhando um papel
crucial na formacdo do complexo de replicagdo viral ao interagir com o reticulo
endoplasmatico das células hospedeiras infectadas. A proteina 6K1 foi caracterizada
como uma viroporina, formando pentameros com canais 16nicos centrais, o que resulta
no aumento da permeabilidade da membrana e facilita a passagem de ions potassio (Chai

etal, 2024).

A caracterizagdo da proteina P6 do barley yellow striate mosaic virus (BYSMYV,
Cytorhabdovirus hordei) revelou outro papel adicional essencial para a infec¢do viral: a
modula¢do da resposta do hospedeiro com o objetivo de atrair insetos vetores (Gao et al.,
2022). A proteina P6 BYSMYV demonstrou a capacidade de inibir a sinalizacdo mediada
por &cido jasmoénico, o principal hormdnio associado a resposta de plantas contra
herbivoria. Especificamente, a proteina P6 bloqueia a ativagdo do complexo E3
ubiquitina-ligase, responsavel pela degradacdo de proteinas reguladoras, como as da
familia Jasmonate ZIM-domain (JAZ). O acaimulo de JAZ, por sua vez, resulta em uma

redugdo na resposta mediada por acido jasmonico, tornando as plantas infectadas menos
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repelentes para os insetos vetores e, consequentemente, promovendo a dispersao viral

(Gao et al., 2022).

As proteinas BMB1 ¢ BMB2, codificadas pelo HGSV, género Higrevirus,
desempenham papéis complementares no transporte célula a célula do material genético
viral por meio dos plasmodesmos (Atabekova ef al., 2022). ABMBI ¢ uma proteina com
dominios NTPase/helicase com capacidade de ligagao a RNA, enquanto a BMB2 ¢ uma
pequena proteina hidrofobica associada as membranas do reticulo endoplasmatico. A
BMB2 atua induzindo constrigdes nos tubulos do ER e direcionando BMB1 para os
“corpos de membranas associados aos plasmodesmos”, a partir da intera¢do entre a regido
C-terminal de BMBI1 e a N-terminal de BMB2 (Atabekova et al., 2022). O sistema
funcional formado pelas proteinas BMB1 e BMB2 ¢ comparavel ao “triple gene block”
(TGB) codificado por virus de diferentes familias (Morozov e Solovyev, 2003), porém
com adaptagdes para um “dual gene block” (DGB) funcional. Além disso, a BMB2 atua
aumentando a permeabilidade dos plasmodesmos, permitindo a passagem de complexos
de ribonucleoproteinas por meio de canais dilatados, atuando de forma semelhante a
proteinas viroporinas. Essas fungdes cooperativas entre as duas proteinas sdo essenciais
para o transporte eficiente do genoma viral entre células adjacentes, destacando a

modularidade e a especializagdo evolutivo do sistema DGB (Atabekova et al., 2022).
2.5 Dinamica evolutiva das ORFs virais

No passado considerava-se que novas proteinas poderiam surgir apenas de regides
que previamente codificavam proteinas (Singh e Syrkin Wurtele, 2020). Atualmente, duas
principais hipdteses sdo aceitas: divergéncia rapida de genes pré-existentes e surgimento
de novo a partir de sequéncias nao codificantes (Tautz e Domazet-LoSo, 2011; Singh e
Syrkin Wurtele, 2020; Xia et al., 2025). No caso da divergéncia rapida ¢ proposto que
uma sequéncia codificante pré-existente sofre mutagdes intensas que eliminam a
homologia com os genes ancestrais. Esse fendmeno ¢ mediado pelo processo de
“pseudogenizacao” parcial, no qual o gene ancestral perde sua funcionalidade, permitindo
que o gene novo sofra processos evolutivos livremente, adquirindo novas fun¢des (Singh
e Syrkin Wurtele, 2020). Em contraste, o mecanismo de surgimento de novo envolve a
emergéncia de genes a partir de regides ndo codificantes, como regides intergénica,
introns ou fases de leitura alternativas dentro de genes existentes (Carvunis et al., 2012;
Van Oss e Carvunis, 2019). Essas regides, anteriormente ndo codificantes, podem ser

transcritas, gerando protogenes que atuam como reservatorio de diferenciacdo genética
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(Van Oss e Carvunis, 2019). Além disso, RNAs nao codificantes, RNAs longos nao
codificantes (/ncRNA) também poderiam atuar no surgimento de novos genes. Esses
transcritos contém ORFs, que podem ser traduzidas por meio de tradugdo pervasiva,
gerando peptideos primitivos que, sob pressdes seletivas, evoluem para genes
codificantes estaveis (Carvunis et al., 2012; Van Oss e Carvunis, 2019; Guerra-Almeida

e Nunes-da-Fonseca, 2020).

O surgimento de novas ORFs em genomas virais estd diretamente relacionado a
plasticidade genOmica caracteristica desses organismos, que possuem altas taxas de
mutag¢do e recombinagdo gendmica, além de estarem submetidos a pressoes seletivas
intensas (Tautz e Domazet-LoSo, 2011; Carvunis et al., 2012). Eventos de mutagdo, como
substituigdes nucleotidicas, inser¢des ou delegdes, frequentemente resultam na
emergéncia de ORFs de novo, especialmente em regides intergénicas ou sobrepostas a
ORFs pré-existentes. Mutacdes que alteram o quadro de leitura podem levar ao
aparecimento de novas proteinas, algumas das quais, com fungdes adaptativas vantajosas,
sao favorecidas pela selecao positiva, como evidenciado no aumento da replicagao ou na
capacidade de evasdo das defensas hospedeiras (Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca,
2020). Além disso, mecanismos de recombinagdo e rearranjos gendmicos desempenham
papéis centrais no surgimento de novas ORFs em genomas virais. Esses processos
permitem a reorganizagdo de segmentos genéticos e criam um ambiente propicio para

diversidade gendmica que pode ser explorado pela selecdo natural (Carvunis et al., 2012).

A fixagdo de certas variantes gendmicas virais ocorre de forma complexa e pode
depender de uma combinacdo de fatores adaptativos e estocésticos. Variantes que
conferem vantagens adaptativas, como maior eficiéncia de replicacdo ou evasdo de
defesas do hospedeiro, sdo rapidamente favorecidas pela selecdo natural e ao longo do
tempo sdo estabelecidas no genoma viral. A fixagdo de novas ORFs ¢ amplamente
favorecida pela aquisicdo de elementos reguladores que aprimoram a eficiéncia do
processo de tradugdo e aumentam a estabilidade do RNA mensageiro (Tautz e Domazet-
LoSo, 2011; Carvunis et al.,, 2012). Sinais regulatérios, como sequéncias de ligacao ao
ribossomo, elementos de estabilizagao de extremidade 3°, e a formacdao de contextos
favoraveis para o inicio da traducdo, como a sequéncia Kozak, contribuem para o sucesso
dessas variantes, favorecendo sua integracao/fixa¢do nos genomas virais. Por outro lado,
a eliminagdo de variantes ocorre quando mutagdes deletérias ou regides gendmicas

redundantes sdo alvos de selecdo purificadora, otimizando o genoma viral para maximizar
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sua eficiéncia de replicacdo. Esses processos dinamicos de emergéncia, fixacao e delecao
de variantes modulam continuamente a organizagdo dos genomas virais, promovendo
adaptacdes a mudangas nos ambientes e diferentes pressoes seletivas (Tautz e Domazet-
LoSo, 2011; Carvunis et al., 2012; Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca, 2020; Gao et
al., 2022).

Uma recente analise dos genomas do monkeypox virus (Orthopoxvirus
monkeypox) relacionados ao surto de 2022 revelou alteragdes genéticas relevantes,
incluindo mutagdes que interrompem ORFs em um total de 25 amostras clinicas (Sereewit
et al., 2022). Entre os achados, destacaram-se mutacdes sem sentido em genes ndo
essenciais, envolvidos na modulagdo da resposta imune do hospedeiro, resultando na
interrupcao das proteinas codificadas. Além disso, foram documentadas grandes delecdes
que afetam multiplos genes, deletando completamente ORFs e provocando o truncamento
de outras. Também foi identificada uma mutagao de inser¢do, induzindo uma mudanga de
quadro de leitura e alterando significativamente o produto proteico. As mutacdes
identificadas causaram interrup¢do de determinados genes, provavelmente gerando
proteinas ndo funcionais, e completa delecdo de outros. As analises indicaram que as
mutagdes identificadas foram predominantemente transicdes G — A e C — T, sugerindo
um possivel envolvimento do sistema de edigdo enzimatica APOBEC3 (Sereewit et al.,
2022). Esses resultados fornecem evidéncias importantes sobre os mecanismos de

adaptagdo do virus e os efeitos da pressdo seletiva em hospedeiros humanos.

Nas ORFs, o contexto Kozak ¢ definido pela sequéncia consenso que flanqueia o
cddon de iniciagdo AUG, e ¢ um dos principais determinantes da eficiéncia traducional
em eucariotos, regulando o reconhecimento do cddon de inicio pelos ribossomos e
influenciando diretamente nos niveis de expressao proteica (Kozak, 1986; 1987). Em
virus, a variagdo nesse contexto constitui uma estratégia adaptativa, permitindo modular
a tradugdo de proteinas de acordo com o momento e as necessidades do ciclo infeccioso
e do hospedeiro. Essa plasticidade favorece a emergéncia e a fixacdo de novas ORFs, uma
vez que sinais regulatérios eficientes, como a presenca de sequéncias Kozak, aumentam
a probabilidade de estabilizagdo e expressdo funcional de protogenes virais (Tautz e
Domazet-LoSo, 2011; Carvunis et al., 2012; Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca, 2020).
Nesse sentido, o estudo dos contextos de Kozak ¢é essencial para compreender como

mecanismos de regulacao traducional contribuem para a adaptagdo e evolucao viral.
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3 OBJETIVO GERAL
Caracterizar a variabilidade genética da regido do extremo 5’ do RNA2 do
cilevirus passion fruit green spot virus (PfGSV, Cilevirus passiflorae, Kitaviridae).

3.1 Objetivos especificos

» Determinar a organizagdo das ORFs emergentes no RNA2 de PfGSV, com
énfase na variabilidade nucleotidica.
» ldentificar potenciais caracteristicas funcionais e filogenéticas das proteinas

codificadas pelas ORFs emergentes de Pf{GSV.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras vegetais: origem, conservacio e processamento
4.1.1 Processamento de amostras vegetais in natura

As amostras foliares com sintomas caracteristicos da infec¢ao por PfGSV tiveram
as lesoes isoladas com uso de laminas estéreis. Um fragmento de cerca de 100 mg de
tecido de cada lesdo foi submerso em nitrogénio liquido (N2) e macerado em almofariz e
pistilo. O RNA total de amostras foliares foi extraido mediante o protocolo de Trizol™,
de acordo com as instrugdes do fabricante (Thermo Scientific, Waltham, EUA). O tecido

sintomatico excedente foi armazenado em tubos estéreis em ultrafreezer a -80°C.
4.1.2 Processamento de material vegetal de maracuja conservados em ultrafreezer

A Unidade Laboratorial de Referéncia em Biologia Molecular Aplicada (ULR-
BMA), no Instituto Bioldgico de Sao Paulo, SP, possui uma cole¢do de RNA de amostras
com suspeita de infecgdo por VTBs conservada a -80°C. A maioria das amostras utilizadas
neste estudo foi obtida dessa compilacao de RNAs extraidos entre os anos de 2012 ¢ 2022.
Conforme protocolo estabelecido no laboratorio, as amostras recebidas sdo catalogadas,
e informagdes detalhadas, como a espécie vegetal, a data e o local de coleta, sdo
registradas. Seguindo um protocolo padrdo estabelecido, as lesdes nas amostras sdo
isoladas utilizando laminas estéreis, armazenadas em tubos estéreis, € posteriormente

mantidas a -80°C.

4.2 Reacio de transcri¢ao reversa

A transcricao reversa (RT, do inglés reverse transcription) ou sintese de DNA
complementar (cDNA) foi realizada com o kit GoScript Reverse Transcriptase (Promega,
Madison, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. A reacdo foi realizada para
um volume final de 20 pL, usando inicialmente aproximadamente 400 ng de RNA e 8 uL
de H>O livre de RNAse para a desnaturagdo. Em seguida, foram adicionados 2 pL de
enzima, 4 pL de buffer e 4 pL de H2O livre de RNAse. Os ciclos térmicos foram: 5 min
a 70°C para a desnaturagdo e, 25°C por 5 min, 42°C por 1h, 70°C por 15 min para a
sintese do cDNA.
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4.3 Deteccao de passion fruit green spot virus

Para a confirmagdo da infe¢ao por PfGSV foi realizada a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction) com iniciadores especificos
(Tabela 1).

Tabela 1. Iniciadores especificos utilizado para a detec¢do de PfGSV e amplificacdo da regido de

interesse. Os iniciadores referentes ao RNAT incluem regides como RdRp e p29, enquanto os do RNA2
abrangem MP, p24 e o extremo 5’ do RNA2 de Pf{GSV.

Tamanho do
Iniciador ORF/regiao Sequéncia (5°-3”) fragmento Referéncia
(pb)
F: ATTCATGCGTTTCACGGTTA Antonioli-
C13 RdRp R: CGAATGCCTCTGACACAACT 322 Luizon, 2010
RNA1 Ramos
F: ACACCAAGAGTACTATCGATC .
C16 p29 R: CATCAAGTGGAGCAAGTTC 452 Gonzdlez et
al., 2020
c6 MP F: CGATATTTGATCAATCCGTT 245 Aptonioli—
R: CACCTTAAAATTCGAGGGTT Luizon, 2010
cs 24 F: TTCATCGCAAGTTCGTATACCT 299 Aptonioli—
R: CTGTTGTGCCAAATCATCAA Luizon, 2010
RNA2
1Fb/IR F: GATAAAAATACAAAACTTTTAGTGATATC 1.432
s R: GGTTTTCACCCTCACCTA ' Ramos-
Extremo 5’ do .
RNA2 Gonzalez et
1Fd F: TAAAAGTCTGGGTGTCATC 1328 al., 2020
R: GGTTTTCACCCTCACCTA '

Para amplificagdo dos fragmentos gendmicos de interesse, as PCRs foram
montadas usando o kit GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, Madison, EUA), seguindo
as orientagdes do fabricante, para uma reacdo final de 10 pL. Foram utilizados 5 pL de

mix, aprox. 100ng de cDNA, 200 nM de cada iniciador e 3,6 uL de H>O estéril.

4.4 Clonagem molecular e sequenciamento

Para a clonagem dos fragmentos de interesse, a regido entre as ORFs pl5 e p61
do RNA2 de PfGSV foi amplificada utilizando iniciadores especificos (Tabela 1 e Figura
3). As reacdes de amplificacdo foram conduzidas com o kit Taq Pol (-) MgCl, (Cellco,
Sao Paulo, Brasil), seguindo as recomendag¢des do fabricante, em um volume final de 60
uL. Os produtos amplificados, de aproximadamente 1.500 pb, foram visualizados em gel
de agarose a 0,8%, corado com brometo de etidio, e as bandas correspondentes foram
recortadas do gel com laminas estéreis, seguidas de purificagdo utilizando o kit Wizard

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, EUA).
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Figura 3. Esquema da regido 5’ do RNA2 de PfGSYV, indicando a localizagdo relativa dos
iniciadores e os tamanhos esperado dos fragmentos amplificados.

Os fragmentos purificados foram quantificados utilizando um espectrofotometro
NanoDrop ND 8000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) e posteriormente ligados ao
plasmideo pGem-T Easy Vector System (Promega) por meio da enzima T4 DNA ligase
(Promega), conforme as instrugdes do fabricante. Os produtos das reagdes de ligacao
foram transformados em células competentes de Escherichia coli 10B via eletroporagao
(Hanahan, 1983). Em seguida, as células foram incubadas em agitacdo a 37°C por 1 hora
em meio de cultura liquido LB (Luria-Bertani) (Bertani, 1951). O meio LB foi preparado
com 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl. Placas de Petri
contendo meio solido LB, preparado com adicao de 15 g/L de agar, foram suplementadas
com ampicilina (100 pg/mL), IPTG (0,5 pg/mL) e X-Gal (40 pg/mL) para a sele¢ao das
colonias transformadas. A selecdo foi realizada por meio da técnica de coloragdo
branco/azul, onde as colonias de coloracao branca foram submetidas a PCR de colonia
utilizando o kit GoTaq G2 Green Master Mix (Promega) e iniciadores universais M13
para o vetor. As coldnias que apresentaram padrdo de amplificagdo coerente com o
fragmento clonado foram submetidas a extragdo de DNA plasmidial via lise alcalina
(Birnboim e Doly, 1979). Por fim, a presenca do inserto foi confirmada por digestdo com
enzima de restricdo EcoRI (Promega). O produto da digestdo foi observado por

eletroforese em gel de agarose 0,8% com adi¢cdo de brometo de etidio.

4.5 Sequenciamento Sanger dos fragmentos clonados

Ap6s confirmagdo da inser¢do do fragmento nas construgdes, o DNA de trés
coldnias independente de cada transformacdo foi purificado mediante o procedimento
PEG 6000 (Schmitz e Riesner, 2006), quantificado em espectrofotometro NanoDrop ND

8000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e encaminhado para sequenciamento
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Sanger, na ULRBMA do Instituto Biologico de Sao Paulo, em colaboracao com o Dr.

Ricardo Harakava.

4.6 Analises bioinformaticas

Para as andlises bioinformaticas foram utilizados diversos softwares
especializados. Para a montagem de contigs e o alinhamento de sequéncias, empregaram-
se ferramentas como o Vector NTI, incluindo ClustalW, ContigExpress e AlignX (Thermo
Fisher Scientific) (Lu e Moriyama, 2004) e o software MEGA v. 11.0.13 (Tamura et al.,
2021). As buscas de homologia e similaridade de sequéncias foram conduzidas utilizando
os programas BLAST e BLASTX (NCBI, EUA) (Altschul et al, 1990), bem como
HHpred e HHblits (MPI Bioinformatics Toolkit, Tiibingen, DE) (Zimmermann et al.,
2018; Gabler et al., 2020).

As andlises in silico das proteinas incluiram a utilizagdo de ferramentas
especificas para diferentes aspectos: NetNGlyc 1.0 (Gupta e Brunak, 2002) e NetOGlyc
4.0 (Steentoft et al., 2013) foram utilizados para a predicao de sitios de glicosilagdo;
DeepLoc 2.1 (@dum et al, 2024) para predicio da localizagdo subcelular.
Adicionalmente, os softwares DeepTMHMM 1.0 (Hallgren ef al., 2022) e TMHMM 2.0
(Sonnhammer et al., 1998; Krogh et al., 2001) foram empregados na identificagdo de
dominios transmembrana. Ja os softwares SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011) e TargetP
2.0 (Armenteros et al., 2019) foram utilizados para a predi¢ao de peptideos sinal e para a
determinagdo do destino subcelular das proteinas com base nos peptideos sinal,
respectivamente. Por fim, o AlphaFold 3 foi empregado para previsdo da estrutura

terciaria das proteinas (Jumper ef al., 2021; Mirdita et al., 2022; Varadi et al., 2024).

As regides que flanqueam ao cddon de iniciagdo AUG foram analisadas a partir
das ORFs de PfGSV, considerando uma janela de 6 nucleotideos a montante e 6
nucleotideos a jusante. A frequéncia das bases (conservacgdo nucleotidica e os padrdes) no
contexto Kozak foram avaliados mediante WebLogos v.ersdo 2.8.2 (software disponivel
em www.weblogo.berkeley.edu) (Schneider e Stephens, 1990; Crooks et al. 2004),
utilizando os pardmetros padrao de frequéncia relativa de cada nucleotideo. A composicao
e arquitetura do contexto Kozak foram classificadas segundo critérios previamente

descritos, considerando 6tima a presenca de uma base purina (A/G) na posicao -3 e de
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guanina (G) na posicao +4, moderada quando apenas uma das posig¢des foi atendida a

esses critérios, e fraca quando ambas as bases estavam ausentes (Kozak, 1986; 1987).

4.7 Isolados analisados

Foram analisadas sequéncias do RNA 2 de 27 isolados de PfGSV, correspondentes

a regido entre as ORFs pl5 e p61. Dentre essas, 16 sequéncias foram obtidas e descritas

no presente trabalho, representando novos isolados provenientes de diferentes estados

brasileiros e do Paraguai. Quatro isolados adicionais (Prb11, Cmp02, ASUO3 e LimO1),

previamente sequenciados por meio de HTS por nosso grupo de pesquisa, também foram

incluidos nas analises. Por fim, sete sequéncias complementares foram recuperadas de

estudos anteriores e do banco de dados GenBank, totalizando o conjunto de 27 isolados

analisados neste estudo (Tabela 2).

Tabela 2. Lista de isolados de PfGSV analisados neste estudo. A nomenclatura dos isolados refere-

se ao local de coleta de cada uma das amostras.

Género Local de NCacesso Método de .
Isolado Ano . Referéncia
vegetal coleta GenBank sequenciamento
ool
Crd01 | Hibiscus Cordelsr;po 2013 PQ762178 Sanger
A 30 -
ASUOL | Hibiscus | 0597 12015 PQ773497 Sanger
Paraguai
Piracicaba -
Prb04 | Miltonia “acs“l’)a 4712014 PQ762185 Sanger
o Piracicaba -
Prb02 Hibiscus Sp 2016, PQ762186 Sanger
o Piracicaba -
Prb05s Nicotiana Sp 2016, PQ773496 Sanger
o Piracicaba -
Prb01 Hibiscus Sp 2012 PQ762187 Sanger
Campinas - P te trabalh
Cmp01 | Hibiscus amg;nas 2017 PQ762182 Sanger reseiite trabathio
o Piracicaba -
Prb06 Hibiscus Sp 2019 PQ762188 Sanger
. Sdo Paulo -
SPa02 Passiflora Sp 2019| PQ762181 Sanger
. Londrina -
Lon01 Hibiscus PR 2020, PQ762179 Sanger
Con01 Ligusturm |Conchas - SP|2021| PQ762180 Sanger
Piraci i
Prb07 | Ligusturm ”acsl‘;,aba 2021 PQ762189 Sanger
. . Piracicaba -
Prb09 | Tibouchina Sp 2023| PQ762190 Sanger

26



Prb10

ASPO1

Cas01

Prbi1

Cmp02

ASU03

Lim01
Snpl
Snp2

NFol
BSB1

BJLO1

CYPe246
RsTHr269

Thunbergia

Hibiscus

Ligustrum

Thunbergia

Ligustrum

Eria
Passiflora
Passiflora

Passiflora

Passiflora
Passiflora

Passiflora
Hibiscus

Aguas de Sio

. . Piracicaba -
Tibouchina

2023 PQ762191
Sp 023 PQ76219

Pedro - SP 2023 | PQ762192
Castanhal -
PA 2023 | PQ753211
Piracicaba —
Sp 2014 -
Campinas —
201 -
Sp 017
Assuncao -
. 12017 PQ762184
Paraguai
Limeira - SP|2020| PQ762183

Sinop - MT |2016 NC_055652.1

Sinop - MT |2016  MN746811.1
Nova

Fronteira - |2018 | MN746813.1
MT

Brasilia - DF|2003 | MK804174.1
Bom Jesus da

2008 | MK804176.1
Lapa - BA

Colombia 2020| OP564896.1
Colombia 2022| PP115954.1

Sanger

Sanger

Sanger
HTS
HTS

HTS

HTS
HTS
HTS

HTS

HTS
HTS

HTS
HTS

Chabi-Jesus, dados
nao publicados

Ramos-Gonzalez et
al., 2020

Roy et al.,, 2022
Roy et al., 2024
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacoes de novos isolados de PfGSV

Foram sequenciados fragmentos de aproximadamente 1.500 nucleotideos de sete
novos isolados de PfGSV, provenientes de amostras coletadas entre 2013 e 2023 em
diferentes estados brasileiros, como Sdo Paulo e Para, além de uma amostra oriunda do
Paraguai (Figura 4). Esses isolados foram obtidos de oito géneros vegetais,

incluindo Hibiscus, Ligustrum, Tibouchina e Thunbergia.

Namero de amostras
Bahia- 1
Brasilia- 1
Mato Grosso -3
Pard-1

W Parané -1

[l séo Paulo - 16

[l Colémbia - 2

[l Paraguai - 2

Figura 4. Distribui¢ao geografica das amostras de PfGSV coletadas entre 2013 e 2023, incluindo
23 isolados provenientes do Brasil, 2 isolados da Colombia e 2 isolados do Paraguai. O conjunto abrange
amostras recentemente sequenciadas por Sanger neste trabalho, sequéncias previamente geradas por HTS
por nosso grupo de pesquisa (ASUO03, Prb11, Cmp02 e Lim01) e sequéncias depositadas no GenBank.

5.2 Variabilidade genética das ORFs p13, p11 e Ap11 de PfGSV

Dois alelos da ORF pl3, designados como p/3 e pll, foram previamente
identificados (Ramos-Gonzélez et al., 2020). Um terceiro alelo, denominado Ap/1, foi
encontrado em trés isolados, um de Limeira, SP (PfGSV_Lim01) e dois do Paraguai

(PfGSV_ASUO1 e Pf{GSV_ASUO03). O alelo p13 contém 330 nucleotideos e codifica uma
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proteina tentativa de 110 aa, enquanto o alelo p/7 possui 282 nucleotideos e codifica uma
proteina de 94 aa. O alelo Ap/1, por sua vez, apresenta 177 nucleotideos e codifica uma

proteina de 59 aa.
5.2.1 O alelo p/3 ¢ o prevalente entre o conjunto de amostras analisadas

O alelo p/3, de 330 nucleotideos, ¢ o prevalente nos isolados estudados. p/3 foi
identificado em 23 isolados, coletados nos estados brasileiros de Sao Paulo, Mato Grosso,
Parana, Para e Distrito Federal, além de isolados da Colombia, entre os anos de 2003 e
2023. Os isolados nos quais o alelo p/3 foi identificado sdo provenientes de amostras
pertencentes aos géneros Hibiscus, Ligustrum, Miltonia, Nicotiana, Thibouchina e

Thunbergia, além de Passiflora.

A sequéncia de nucleotideos da ORF p/3 ¢ altamente conservada entre os
isolados, apresentando valores de identidade que variam de 97,6 a 100%. Foram
identificadas 18 mutacdes na comparacdo da sequéncia de nucleotideos da ORF pl3,
sendo nove sindnimas, que ndo alteram o aminoacido codificado, e nove ndo sindnimas,
nas quais ocorre a substitui¢ao do aminoacido (Tabela 3).

Tabela 3. Mutacdes sinénimas ¢ ndo sindénimas identificadas nas sequéncias da ORF p/3. Os
codons marcados por um “*” e dois “**” (asteriscos) representam mais de uma mutagdo na mesma trinca

em diferentes isolados. Os coédons foram numerados a partir do cédon de inicio AUG (1° cédon). Estdo
sinalizados, em vermelho, os nucleotideos que sofreram mutagdes.

Mutagoes sindnimas

Localiza¢iao Codon
Codon Aminoacido Isolados Aminoacido Isolados
codon mutado
) Prb07, Prb09
9° AAU Asp 22 isolados AAC Asp
e Prb10
10° UAC Tyr 22 isolados UAU Tyr Snp01
CYPe-246 ¢
43° GAG Glu 22 isolados GAA Glu
RsTHr-269
49° CAU His 22 isolados CAC His Cas01
63° UCU Ser 22 isolados UCG Ser Snp02
80° AUA Ile 22 isolados AUU 1le Prb07
88° GCG* Ala 22 isolados GCA Ala Con01
89° AAU Asn 22 isolados AAC Asn Crd01
BSBO1,
) Prb01, Prb02,
98° AGA** Arg 16 isolados AGG Arg
Prb04, Prb05,
Prb06

Mutacdes ndo sinonimas
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3° AUA Ile 22 isolados GUA Val Cas01
34° GUG Val 22 isolados AUG Met Snp02
40° GUA Val 22 isolados AUA Ile Cas01
46° CGU Arg 21 isolados UGU Cys ASPOT e
NFo01
56° AUU Ile 21 isolados GUU Val Prb06
65° AGA Arg 21 isolados GGA Gly Snp02
88° GCG* Ala 21 isolados ACG Thr Cas01
96° GGC Gly 22 isolados GAC Asp Lon01
98° AGA** Arg 16 isolados AAA Lys ASPO1

A proteina P13 ¢ altamente conservada entre os isolados (Figura 5). A identidade
na sequéncia dos aminoécidos varia entre 95,5% e 100%, sendo os menores valores entre
os isolados de Snp02/Cas01 e ASP01/Cas01. Os resultados da analise de predicao de
homologia realizada no HHpred (Zimmermann et al., 2018; Gabler et al., 2020) sugerem
que a proteina P13 possui similaridade remota com proteinas que desempenham funcdes
regulatorias e estruturais. A principal correspondéncia ¢ uma proteina com estrutura de
dedo de zinco, frequentemente associada a ligacdo ao DNA e regulagdo transcricional
(PDB 1M36_A), sugerindo um possivel papel na regulagdo da expressdo génica. Outras
possiveis relagdes de identidade incluem proteinas com dominios LIM, conhecidos por
mediar interagdes proteina-proteina, geralmente envolvidas na arquitetura do
citoesqueleto e na sinalizagdo celular. Esses resultados fornecem uma base para hipoteses
sobre as possiveis fungdes bioldgicas da sequéncia-alvo, com plausiveis papéis em

regulagdo genética, interacdo celular e resposta imune.

) T 30 30 50 &0 70 ] 50 100 110
MMEIPTLYLNYSICVIRILRTVMVESGDNDVPREVELVWYVRLESIRWIHFRYIIPIGCE —-—
LNCRTCVIRTLRTVMV CDVPRENE SVWYRRFYIHSLDSFSVHHTHWV!
CVIRTLRTVMV

{IHSLDSFSVHHTHWV!
LNESECVIRILRIV v stummnprmmmzmntssxs-lumnmnmnmm

fanshation of PGSV Lim1 p13 delta-pi1
Translation of PGSV ASUD1 delta-p11
hinslation of PFGSV ASU3 p13 delta-p11
Translation of PfGSV BIL1 p11
Translation of PfGSV ASPO1 p13
Translation of PfGSV BSB1 p13
Translation of PGSV Cas01 p13
Translation of PGSV Cmp1 p13
Translation of PfGSV Con01 p13
Translation of PfGSV Crd01 p13
Translation of PfGSV CYPe-246 p13
Translation of PGSV Lon1 p13
Translation of PfGSV NFol p13
Translation of PGSV Prb09 p13
Translation of PfGSV Prb1 p13
Translation of PfGSV Prb10 p13
Translation of PfGSV Prb2 p13
Translation of PfGSV Prb4 p13
Translation of PfGSV Prb5 p13
Translation of PfGSV Prb6 p13

IHSLDSFGTSYBREVLDVNLVDEVSWNTILRSRE = vcn.!lrm:l -----------------
FYSTCUTATL AT YI6ES CONOER EVE LUV LE S TRWIHE RY T TP TGCERCE SCREC TLERHFE LLFVYLYANNNI
NYSICVIRTLRTVMVESGDNDVPREVELVWYRRLESIRNIHFRYIT ILEHHFEISSIS-ILLFVYLY NNNI
LNYSICVIRTLATVMVES GOWDVPREVELVWYVRLESIRWIHFRYITPIGCFRCESCRFCILERHFEISSIS - ILLFVYLYANNNIIRLGERLYICKYWEVNGY
{LNYSICUTRIZATVMVESGDNDVEREVE LV YWRLESIRWIHFRYIIPIGCFRCESCRFCI LEHHFEISSIS - ILLEVYLYANNNI IRLGERLY ICKYWEVNGY
NYSICVTRILRTVMVESGDNDVPREVE LVWYVRLESIRWIHFRYIIPIGE ILEHHFEISSIS- ILLEVYLYANNNIIRLGERLYICKYWEVNGY
NYSICVTRILRTVMVESGDNDVPREVE LVWYWRLESIRNIHFRYIT LEHHFE: - ILLFVYLYANNNI IRLGERLYICKYWEVNGV
LNYSICVIRTLRTVMVESGDN pnwz:.wNms:mmmnpzmmm:mmtsus-luwnnmnu ERLYICKYWEVNGY
¥SICVTRILRTVMVESGDNDVPREVE LV YWRLESICHIHFRYIIPIGCFRCESCRECILEHHEE: ILLEVYLYANNNI
NI VTATLAT M ES IND EAEVEL W (VA LESIRWIHFRY I IPTGCERCESCRECT LERHFET S5 1S - ILLEVYLYANNNT IRLGERLYICKYWEVNGY
LNYSICVIRTLRTVMVES GOWDVPREVELVWYVRLESIRWIHFRYITPIGCFRCESCRFCILERHFEISSIS - ILLFVYLYANNNIIRLGERLY ICKYWEVNGY
N¥SICVTRILRTVMVESGDNDVPREVE LVivYWRLESIRWIHFRYIIPIGCFRCESCRECILEHHFE! ILLFVYLYANNNI
NYSICVTRILRTVMVESGDNDVPREVEL VW YVRLESIRWIHFRYIIPIGCFRCESCRFCILEHHFEISSIS - ILLEVYLYANNNI IRLGERLY ICKYWEPVNGY
LNYSICVTRILRTVMVESGDNDVPREVELVIWYVRLESIRWIHFRYIIPIGCE TLEHHFE: ILLFVYLYANNNI ICK
LNYSICVTRTLARTVMVESGDNDVPRFVELVWYWRLESIRNIHFRYIIPIGCE TLEHHFE: ILLFVYLYANNNI
¥SICVIRTLRTVMVESGDNDV PREVELVWYWREESIRNIHFRYIIPHGC ILEHHFE: - ILLEVYLYANNNI
{LNYSICVIRTLRTVMVES PREVELVWYVRLESIRWIHFRYIIPIGCFRCESCRFCILEEHFEISSIS- ILLFVY T ICK
LN¥SICVIRTLRTVMVES PREVILVWYVRLESIRWIHFRYIIPIGCF TLEHHFE: ILLFVYLYANNNI ICK
{LNYSICVTRILRTVMVESGDNDVFREFVE LV YWRLESIRNIHFRYIIPIGCFRCESCRFCILEHHFE: ILLFVYLYANNNT
N¥SICVTRTLRTVMVESGDNDVPREME LVWYWRLESIRWIHFRYIT ILEHHFEISSIS- ILLFVYLYANNNI
MMIFTLYLNYSICVIRTLRTVMVESGDNDVEREVE LvWYWRLESIRWIHFRYIIPIGCFRCESCRECILERHFETSSIS - ILLEVYLYANNNI IRLGERLY ICKYWEVNGY

Translation of PfGSV Prb7 p13
Translation of PGSV RsTHr-269 p13
Translation of PfGSV Snp1 p13
Translation of PfGSV Snp2 p13
Translation of PfGSV SPa2 p13

Figura 5. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas AP11, P11 e P13 dos isolados
de PfGSV. O alinhamento foi realizado utilizando o software Vector NTI, evidenciando as regides
conservadas. Os aminoacidos destacados em amarelo dizem respeito as posigdes altamente conservadas em
todos os isolados; em azul, estdo representados os aminoacidos com conservagdo parcial e divergéncias
entre os isolados; em verde, estdo destacadas as substitui¢cdes pontuais entre os isolados.
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A analise dos resultados de predi¢ao de localizagdo subcelular das proteinas P13
foi realizada utilizando DeepLoc-2.1 (@dum et al., 2024). A proteina predita P13 possui
uma distribui¢do tentativa predominantemente no citoplasma e na mitocondria, com
valores de probabilidade de predicdo variando entre 0,40 até 0,50 em ambas as
localizagdes celulares. No entanto, os valores para nucleo € meio extracelular também
foram consideraveis, entre 0,30 e 0,40. O perfil transmembrana de todas as proteinas P13
¢ consistente, apresentando o valor de probabilidade de 0,70 em todas as sequéncias. Os
valores de probabilidade de solubilidade das proteinas P13 também foi consistente,

variando de 0,56 a 0,61 em todas as 21 sequéncias.

Os resultados obtidos pela andlise preditiva de N-glicosilacdo utilizando o
software NetNGlyc 1.0 (Gupta e Brunak, 2022) indicam uma alta probabilidade de
glicosilacdo para P13. Em todas as sequéncias, o sitio de glicosilagdo NYSI foi
recorrentemente detectado, e a concordancia entre os nove métodos de predi¢ao utilizados
pelo software foi elevada, com o valor de consenso estatistico de 0,79. Por outro lado, a
analise preditiva de O-glicosilacdo, utilizando o software NetOGlyc 4.0 (Steentoft et al.,

2013), ndo previu nenhum sitio de possivel O-glicosilagdo para P13.
5.2.2  Alelo pl1 est4 presente em um unico isolado

O alelo pl! foi identificado em apenas um isolado, coletado em Bom Jesus da
Lapa, na Bahia, no ano de 2008. Esse alelo tem 282 nucleotideos e codifica uma proteina
prevista de 94 aa. Os resultados da anélise de homologia, obtidos a partir do software
HHpred, indicam que P11 apresenta uma similaridade remota com o "Fator de
estabilidade de mRNA e regulador da meiose 1" (Marfl), uma proteina envolvida na
divisdo celular e metabolismo do mRNA. Essa proteina possui o dominio NYNI,
caracteristico de nucleases, o que sugere uma func¢do catalitica relacionada ao
processamento de dacidos nucleicos. A associacdo com atividades de hidrdlise e
estabilidade de mRNA indica um possivel papel na regulacdo pos-transcricional,
essencial para o controle da expressdo génica durante a meiose € outros processos

celulares.

A localizagdo subcelular prevista pelo DeepLoc 2 demonstrou que P11
possivelmente localiza-se no citoplasma e nucleo com valores de probabilidade de

predicao de 0,43 e 0,52, respectivamente. Além disso, o carater soltvel de P11 foi
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semelhante ao observado pelas proteinas P13. No caso da P11_BJLO1, a probabilidade
para o perfil transmembrana foi 0,44, menor do que aquele calculado para P13. A analise
de previsdo de N-glicosilagdo indicou uma alta probabilidade (0,77), assim como P13, no

entanto, apontou o sitio de glicosilagdo NCTT ao invés de NYSI.
52.3 Alelo Apll

O alelo Ap!1 foi identificado em trés isolados: Lim01, ASUO1 e ASU03. O LimO1
¢ oriundo de uma amostra de orquidea Eria sp., coletada em Limeira, Sdo Paulo, no ano
de 2020. O isolado ASUO1 foi identificado em uma amostra de Hibiscus sp., coletada em
Assungdo, no Paraguai, em 2015, enquanto o ASUO3 ¢ uma amostra de Ligustrum sp.,
coletada em 2017, no mesmo municipio. A identidade da sequéncia nucleotidica das
ORFs Ap1I de cada um dos isolados ¢ alta, os isolados ASUOI e ASUO3 possuem uma

maior identidade entre si do que quando comparados ao isolado Lim01 (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de identidade nucleotidica entre os alelos Ap// nos isolados ASUO1, ASUO3
e LimO1.

Ap1ll ASUO01 ASUO03 Lim01
ASU01 - 99,4 90,4
ASUO03 99,4 - 90,4
Lim01 90,4 90,4 -

O alelo Ap11 ¢ composto de 177 nucleotideos e codifica uma proteina prevista de
59 aa. A andlise de similaridade realizada no HHpred revelou correspondéncias remotas
com proteinas envolvidas principalmente na regulagdo da transcri¢do e estabilidade do
RNA. Dentre as proteinas identificadas, observou-se homologia com subunidades do
fator de iniciacdo de transcricdo IIA (TFIIA), que estdo associadas ao complexo
TFIIA/TBP/DNA, essencial para o recrutamento da RNA polimerase e o inicio da
transcri¢do. Por fim, certa similaridade remota foi observada com um regulador de meiose
e fator de estabilidade de mRNA, responséavel por modular a estabilidade de transcritos

especificos durante a meiose, o que coincide com os resultados para P11.

A previsdo de localizagdo subcelular, realizada pelo DeepLoc 2.1, das proteinas
AP11 dos isolados ASUO1 e ASUO3 foi mais semelhante entre si quando comparadas ao

isolado LimO1. A previsao para AP11_ASUOI e AP11_ASUO03 apresentou valores de

probabilidades mais altos para localiza¢des celulares como citoplasma e mitocondria,
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0,54 e 0,66, respectivamente, quando comparados aos valores de AP11_LimO1 para as
mesmas localizagdes celulares, 0,39 ¢ 0,57. A predicao de N-glicosilacdo, realizada no
software NetNGlyc 1.0, apontou alta probabilidade para as proteinas AP11, assim como
para P13 e P11. Para a proteina AP11_LimO1 foi previsto o sitio de glicosilacio NYSI,
assim como para todas as P13. No entanto, para as proteinas AP11 dos isolados ASUO1 e

ASUO3 foi previsto o sitio de glicosilagdo NCTT, assim como para a proteina P11_BJLO1.
5.3 Estrutura da ORF entre os alelos p13, p11 e Apll

A analise comparativa dos trés alelos revela uma alta conservagdo nucleotidica
entre eles. O alelo Apll apresenta-se como uma versao truncada do alelo p//, que, por
sua vez, aparenta ser uma forma truncada do alelo p/3. Os alelos dos 27 isolados
apresentam uma alta conservacao, principalmente na primeira metade da ORF, sugerindo
que essa regido, se traduzida, provavelmente codifica um trecho de fung¢ao crucial para a

proteina.

Quando se compara o trecho gendomico de BJLOI correspondente ao alelo
p13 Snp01, é possivel identificar a inser¢do de uma uracila na posi¢ao 285, que cria um
codon de parada dmbar (UAG) inexistente em Snp01 (Figura 6), interrompendo a leitura
e originando a ORF p/I. Segundo os dados do HTS, a sequéncia do isolado BJLO1 tem
cobertura de 1.000x, o que fornece evidéncias consistentes para a presenca da inser¢ao na
posi¢do 285. A sequéncia de p// BJLO1 tem 87,8% de identidade de nucleotideo quando
comparado a p/3 Snp0l, incluindo o cédon de parada de p/3 Snp0Ol, que esta

conservado na sequéncia de BJLO1, apesar a perturbagao da leitura das trincas.
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1)1 10 20 30 40 50
BILO1 p11 +55nts™ (1) AUGAUGAUR CUUUGUAUCUUAACUGUACCACAUGUGUC RAC
Snp01 p13sop* (1) AUGAUGAUACCAACUUUAUAUCUUAAUUACUCCAUAUGUGUC AGAAC

(51) 51
BILO1 p11 +55nts* (51) UCUUA

couuG
COuuG

Snp01 p13 sop™ (51) UCUUA
Section 3
(101) 101 110 120 130 140 150

BILO1 p11 +55 nts* (101) UGGAAUCGGUUUGGUAUAUAAGGUUUUAUAUCCAUUCGUUGGAUUCAUU-

Snp01 p13 stop* (101) UGEAAUUAGUUUGGUAUGUAAGGUUAGAG-UCCAUUCGUUGGAUUCAUUY
Section 4

(151) 151 160 170 180 190 200

BILO1 p11 +55 nts™ (150) - CGGUACAUCAUACCCAUUGGGUGUCUUAGAUGUGAAUCUUGUAGAUUAU

Snp01 p13 stop* (150) UCGGUACAUCAUAC CCAUUGGGUGUUUUAGAUGUGAAUCUUGUAGAUUCU
Section 5

(201) 201 210 220 230 240 250

BILO1 p11 +55 nts™ (199) GUAUCUUGGA. AUUUUGAGRU( GUCCAUUUCAAUAUUGUUAUUU

Snp01 p13 stop® (200) GUAUCUUGGA. AUUUUGAGAUC CCAUCUCAAUAUUGCUAUUC

Section 6
(251) 251 260 270 280 290 300
BILO1 pl1 +55 nts* (249) GUAUAUGUAUAUGUAUACGAAUAACAAUAUAGUYUAGRUUUGACGAGACA
Snp01 p13 sop* (250) GUAUA----CUUGUAUGCGAAUARCAAUAUCAUY-AGRUUAGGCGAGAGA
Section 7
(301) 301 310 320
BILO1 p11 +55 nts* (299) CUGUAUAUAUGUAARUACUGGCCAGUUCCU
Snp01 p13 sop* (295) CUGUAUAUUUGUAARUACUGGCCGGUCAAC S

Figura 6. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos das ORFs p// BJLO1 e p/3 Snp01, realizado
com o software Vector NTI. As regides conservadas entre as sequéncias estdo destacadas em amarelo. O
ponto em que ocorre a adigdo de uma uracila, responsavel pela introdugdo de um codon de parada
prematuro, esta destacado na imagem.

Observa-se que os nucleotideos na posi¢do 1 a 177 de pi/3 Snp01 sdo 100%
idénticos aos do alelo Ap// LimO1. A troca de um tnico nucleotideo na posi¢ao 178 na
sequéncia de Lim0Ol cria um cdédon de parada opala (UGA), interrompendo o alelo
Apll Lim0Ol. O nucleotideo 178 de p/3 Snp0Ol ¢ uma adenina, que no caso de
Apll LimO1 foi mutado para uracila, formando o cédon de parada UGA (Figura 7). A
mutacdo em Ap// LimO1 ¢ sustentada por uma cobertura de mais de 6.000x, eliminando
a possibilidade de que esta substitui¢ao seja um artefato técnico. Em andlises de mutagdes
in silico, ao trocar de U para A, a sequéncia apds o codon de parada de Ap// LimOl tem
99,7% de identidade com p/3_Snp01, o que demonstra que a sequéncia para a informacao
da proteina P13 esta presente na sequéncia do isolado LimOl, no entanto, estd
interrompida por uma unica mutagdo ndo sinonima. Além disso, o cddon de parada de

p13 Snp01 (nucleotideos 331-333) esta presente na sequéncia de LimO1.
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Section 1
M1 10 20 30 48
Lim01 dela_p11 +160* (1) AUGAUGAUACCAACUUUAUAUCUUAAUUACUCCAUAUGUGUCACCAGA
Snp01 p13sop* (1) AUGAUGAUACCAACUUUAUAUCUUAAUUACUCCAUAUGUGUCACCAGA
Section 2

Lim01 defa_p11 +160*
Snp01 p13 stop™

(97) 97 110
Lim01 dela_p11 +160% (97) uuu AUUAGUUU
Snp01 p13 stop™ (97) UUUGU AUUAGUUU

(145) 145 150 160

GAAUCUUGU
Section 5

(193) 193 200 210 20 230 240

Lim01 dela_p11 +160* (193) AGAUUCUGUAUCUUGGAAC

Snp01 p13 stop™ (193) AGAUUCUGUAUCUUG

ACCAUUUUGAGAUCUCGUCCAUCUCAAUA

GAACACCAUUUUGAGAUCUCGUCCAUCUCAAUA
Section 6

(241) 241 250 260 270 288

Lim01 dela_p11 +160* (241) UUGCUAUUCGUAUACAUGUAU C

Snp01 p13 stop* (241) UUGCUAUUCGUAUACUUGUAU

AAUAACAAUAUCAUUAGAUUAGGC
AAUAACAAUAUCAUUAGAUUAGGC
Section 7
(289) 289 300 310 320 333
Lim01 delta_p11 +160* (289) GAGAGACUGUAUAUUUGUARAUACUG G

Snp01 p13 stop* (289) GAGAGACUGUAUAUUUGUAAAUACT

Figura 7. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos das ORFs p/3 Snp01 e Apll LimOl,
realizado no Vector NTI. As regides conservadas sdo estacadas em amarelo, observa-se na sequéncia de
Apll LimO01 a presenca de uma mutagao sem sentido que introduz um cédon de parada prematuro.

Nas comparacdes entre as ORFs pl3 Snp01 e Apll ASUOIl foi possivel
identificar um fenomeno diferente daquele que gerou o cédon de parada em Lim0O1. No
caso do isolado ASUO1, identificou-se que a adigdo de um nucleotideo de adenina na
posi¢do 130 da sequéncia de Apl/ ASUO1 alterou o marco de leitura de coddons,
formando um cédon de parada &mbar (UAG) entre os nucleotideos 178-180 (Figura 8).
Na sequéncia de p/3 Snp01, os trés nucleotideos que formam o cddon de parada de
Apll ASUOI estdo presentes, porém, em codons diferentes (17sUUU AGAg0). As
sequéncias nucleotidicas de p/3 Snp01 e Apll ASUO1 possuem 91% de identidade dos
nucleotideos 1 ao 177, onde encontra-se o codon de parada de Ap// ASUO1. A identidade
de sequéncia apds o cédon de parada de AplI ASUOI ¢ de 88,2%, o que demonstra que
a informagdo de codificacdo de uma proteina P13 tentativa, se fosse traduzida, esta quase
completa na sequéncia do isolado ASUO1. Da mesma forma, na simulagdao de mutacdes
in silico com carater preditivo na sequéncia de Ap// ASUOI, na qual se retira a adenina
no nucleotideo 130, a sequéncia passa a ter 90,2% de identidade com p/3_Snp0O1 e 97,1%
com pl/ BJLOI. Nesse caso, ocorre uma segunda mutacdo na sequéncia do isolado
ASUO1 nos nucleotideos 256 ¢ 257, onde ocorre a dele¢ao de uma citosina e uma uracila
presentes em p/3 SnpOl, que novamente perturba o marco de leitura dessa ORF em

ASUOI, criando um co6don de parada nos nucleotideos 265-267 (UAA). Os nucleotideos
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desse suposto cédon de parada estdo presentes na sequéncia do isolado Snp01, no entanto,

estdo em trincas distintas.

Section 1
@1 10 20 30 45

ASUO1 delta_p11 +160 nts* (1) AUGAUGAUACCAACUUUGUAUCUUAACUGUACCACAUGUGUCACC
Snp01 p13stop* (1) AUGAUGAUACCAACUUUAUAUCUUAAUUACUCCAUAUGUGUCACC

Section 2
(46) 46 60 70 80 90

ASUO01 delta_p11 +160 nts® (46) AGRACUCUUAGGACCGUAAUGGUGUUAAGUGGAGACUGUGAUGUC
Snp01 p13 stop™ (46) AGAACUCUUAGGACCGUAAUGGUGUUUAGUGGAGACUGGGAUGUC

AC
AC

Section 3

(o1) N 100 110 120 1 135

ASUO01 delta_p11 +160 nts* (91) CCACGCUUUGUGGAAUCGGUUUGGUAUAUAAGGUUUUACCAU
Snp01 p13 stop* (91) CCACGCUUUGUGGAAUUAGUUUGGUAUGUAAGGUUAGAG-PCCAU

Section 4

(136) 136 150 160 170 180

ASUO01 delta_p11 +160 nts* (136) UCGUUGGAUUCAUUUUCGGUACAUCAUACCCAUUGGGUGUC
Snp01 p13 stop™ (135) UCGUUGGAUUCAUUUUCGGUACAUCAUACCCAUUGGGUGUUYUAG

Section 5

(181) 181 190 200 210 225

ASUO1 delta_p11 +160 nts* (181) AUGUGAAUCUUGUAGAUUAUGUAUCUUGGAACACCAUUUUGAGAU
Snp01 p13 stop™ (180) AUGUGAAUCUUGUAGAUUCUGUAUCUUGGAACACCAUUUUGAGAU

Section 6
(226) 226 240 250 260 270

ASUO01 delta_p11 +160 nts* (226) CUCGUCCAUCUCAAUAUUGUUAUUUGUAUA--UGUAUACGAAUAA
Snp01 p13 stop™ (225) CUCGUCCAUCUCAAUAUUGCUAUUCGUAUACUUGUAUGCGAAUAA

Section 7
(271) 271 280 290 300 315

ASUO01 delta_p11 +160 nts* (269) CAAUAUAGUUUAGAUUUGACGAGACACUGUAUAUAUGUARAUACU
Snp01 p13 stop™ (270) CAAUAUCAUU-AGAUUAGGCGAGAGACUGUAUAUUUGUARAUACU

Section 8

(316) 316 335
ASUO1 delta_p11 +160 nts* (314) GGCCAGUUCCUGGCGUGUAR
Snp01 p13 stop* (314) GGCCGGUCAACGGCGUGUAR

Figura 8. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos das ORFs p/3 Snp01 e Apl/ ASUOI,
realizado no Vector NTI. As regides conservadas estdo destacadas em amarelo, e o ponto de adi¢do de uma
adenina, responsavel pela introdugdo de um coédon de parada prematuro na sequéncia de Ap// ASUO1, esta
assinalado na imagem.

5.4 OREFs p7: variabilidade genética e possivel conservacao funcional

Ainda na regido considerada como intergénica, entre as ORFs pl5 e p6l, a
montante dos alelos das ORFs p13/p11/Ap1l foram observados alelos de uma segunda
OREF orfa (ORFan, do inglés open reading frame orphan) conservada nos 27 isolados
analisados, denominada p7. Foi possivel identificar seis alelos da ORF p7 (Tabela 5).
Apesar da divergéncia entre os tamanhos dos alelos entre os isolados, ¢ possivel
identificar uma alta conservacdo na regido central entre todos os alelos, o que poderia

apontar uma regido de importancia para a funcionalidade da tentativa proteina expressada.
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Tabela 5. Prevaléncia dos alelos da ORFs p7 entre os isolados de PfGSV.

Alelo da
ORF p7 195 141 126 111 108 63
(nts)

NFo01
ASPO1
BSBO01
Cas01
Cmp01
Con01
Crd01
CYPe-246

Prb01
ASUO01
Prb02

Isolados Snp01 Lon01 Prb07 LimO1 ASUO03

Prb04
BJLO1
Prb05

Prb06
Prb09
Prb10
Prbl11
Cmp02
RsTHr-269
Snp02
Spa02

O alelo predominante apresenta uma sequéncia de 141 nucleotideos, codificando
uma proteina tentativa composta por 47 residuos, sendo identificado em 20 dos 27
1solados analisados. O segundo alelo mais frequente possui 63 nucleotideos, esta presente
em 3 isolados e codifica uma proteina tentativa de 21 aa. Os demais alelos foram
observados em apenas um isolado cada, sendo eles: um alelo com 195 nucleotideos, um

com 126 nucleotideos, um com 111 nucleotideos e outro com 108 nucleotideos (Figura
9).
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1 0 0 30 40 50 €0

Translation of PIGSV Snpl p7 | 1| MVVLNETDSCVTRTLRTVMVLSGRWDAPELLSVCLVRLT L LVCEPVVL LYNEEDWSDELMSSSL
Translation of PGSV ASPO1 p7 | 1[ -—----——-cmmmmmu MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVL LEWEFDWSDELMSSSL
Translation of PfGSV BSB1 p7 | 1| -——-—-———————————-] MVLSGRWDAPHLLSYVCLVRLISLLVCHPVVLLYWE DWSDHLMSSSS
Translation of PfGSV Cas01 p7 | 1 -—---—-——-————————- MVLSGRWDAPHLLSVC _LVRLISLLVCHPVVLLYWEFDWSDHLMSSSL
Translation of PfGSV Cmpl p7 | 1| =======—=—mmmuaeer MV LSGRWDAPHLLSVCLVRLI S LLVCHPVVLLYWEFDWSDHLMSSSL
Translation of PfGSV Con01 p7 | 1| ——--—————————————- MV LSGRWDAPHLLSVCLVILISLLVCHPVVLLYWEFDWSDHLMSSSL
Translation of PfGSV Crd01 p7 | 1| -——-—-——-————————~ MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWE . DWSDHLMSSSL
[ranslation of PfGSV CYPe-246 p7 | 1| ———-—————————————- MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWE DWSDHLMSSSS
Translation of PFGSV NFol p7 | 1| —========—=—maeeq MV LSGRWDAPHLLSVCLVRLI SLLVCHPVVLLYWEFDWLDHLMSSSL
Translation of PfGSV Prb09 p7 | 1| -——-————-————————~ MV LSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWEFDWSDHLMSSSL
Translation of PGSV Prbl p7 | 1| -——-————-————————~ MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLEWE  DWSDHLMSSSS
Translation of PfGSV Prb10 p7 | 1| -——--———-————————- MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWEFDWSDHLMSSSL
Translation of PFGSV Prb2 p7 | 1| —========mmmmueur MV LSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWE - DWSDHLMSSSS
Translation of PfGSV Prb4 p7 | 1| —========mmmmmeunr MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWE DWSDHLMSSSS
Translation of PfGSV Prb5 p7 | 1| ===========eueau=q MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWE  DWSDHLMSSSS
Translation of PGSV Prb6 p7 | 1 -—---—-—-——cmcuunr] MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWE DWSDHLMSSSS
lanslation of PFGSV RSTHr-269 p7 | 1| -——-————--mmmmmum MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWEFDWSDHLMSSSL
Translation of PfGSV Snp2 p7 | 1f ~==-=m=mmmmemeee e MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWEFDWSDELISSSL
Translation of PGSV SPa2 p7 | 1f —==-=====meeaaunas MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLI SLLVCHPVVLLYWEFDWSDHLMSSSF
Translation of PFGSV Lonl p7 | 1| -——---——cmmmmmmamr] MVLSGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYEGNLIGRIE---—-
Translation of PFGSV Prb7 p7 | 1| ——=-——cmmmmmmaaa MVLEGRWDAPHLLSVCLVRLISLLVCHPVVLLYWEFD-——-——-————
Translation of PFGSV LIm1 p7 | 1| ======mmmmm e e MARTCLVRSISLLVCHPVVLLYWEEDWSDHLMSSSL
Translation of PfGSV ASU0L1 p7 | 1| ======——c-mcmmmmcmmmmccccmoee FCALDFARSLSFSGSTHLGI————mcmcoaaaan
Translation of PFGSV ASU03 p7 | 1| ———-———cmmmmmmmm e IFCALDE‘ SLSFSG.‘JTILGI ——————————————
Translation of PFGSV BILOL p7 | 1 ======cccmcmmmmmmmccccccceae FRALDLAMSLSFSGSTRLGI-=====mcaaaaaa

Figura 9. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas P7 de PfGSV, realizado no
Vector NTI. Os residuos destacados em amarelo correspondem as posi¢des altamente conservadas entre
todos os isolados; em azul, indicam conservagdo parcial e divergéncias entre os isolados; ¢ em verde, estdo
assinaladas substitui¢des pontuais entre os isolados.

As proteinas P7 tentativas apresentaram ampla diversidade em termos de
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais. Quanto a composicdo de residuos, observou-
se uma predominancia de residuos hidrofébicos, como alanina, leucina e isoleucina, em
proteinas maiores, enquanto as menores apresentaram maior propor¢do de residuos
polares, como serina e treonina. As proteinas com maior quantidade de residuos
hidrofébicos, como aquelas com 47 aa ou mais, podem estar associadas a ambientes
lipidicos, enquanto as proteinas com pl (ponto isoelétrico) mais baixos, como as dos
isolados ASUO1 e ASUO03, tendem a possuir maior carga negativa, o que poderia facilitar
interagdes em meio aquoso. Nas previsoes de estruturas de proteinas geradas a partir do
AlphaFold2, observa-se um padrao estrutural predominante helicoidal, com a presenca

de a-hélices em todas as proteinas (Figura 10).
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P7 PfGSV_Snp01 - 65 aa P7 PfGSV_Lon01-42 aa P7 PfGSV_NFo01—47 aa
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P7 PfGSV_Prb07 — 37 aa P7 PfGSV_Lim01 — 36 aa P7 PfGSV_BJLO1 — 21 aa
2, e
L

Very high (pIDDT > 90) Confident (90 > pIDDT > 70) Low (70 > pIDDT > 50) Very low (pIDDT < 50)

Figura 10. Modelos estruturais preditos das proteinas P7 de diferentes isolados do PfGSV, gerados
com o AlphaFold 3. As representagdes ilustram as estruturas tridimensionais previstas das proteinas P7 e
o0s respectivos comprimentos em aminoacidos. As cores correspondem ao nivel de confianga da predigdo.

A analise preditiva de dominios transmembrana demonstrou que a maioria das
proteinas P7 apresenta um dominio transmembrana (TM) tipico, geralmente localizado
entre os residuos 12 e 34, com regides intracelulares e extracelulares adjacentes ao
dominio TM. No entanto, em trés alelos foram observadas ligeiras variacdes nas
previsdes. Para o alelo p7 Snp01, o dominio TM foi identificado entre os aminoacidos
30 e 52; no caso de p7 Lon01, entre os residuos 15 e 37; e no isolado p7 LimO01, entre
os aminodacidos 5 até 25, com probabilidades (p) de previsdo que variaram entre 0,70 e
0,98. Além disso, o dominio transmembrana previsto para p7 Lim0O1 é composto por 21
aa, enquanto para as demais proteinas P7, os dominios TM previstos tém 23 residuos. Em
contrapartida, no trés alelos correspondentes aos isolados ASUO1, ASUO3 e BJLO1, nao
apresentaram regioes TM previstas, sendo esses os alelos de menor comprimento, o que

poderia sugerir uma possivel perda de funcionalidade.

Os resultados obtidos na predi¢ao de localizagdo subcelular indicam que a maioria
das proteinas analisadas apresenta uma alta probabilidade de estar associada ao sistema
de membranas celulares. As probabilidades atribuidas para a associagdo com outros

compartimentos, como o citoplasma e a membrana externa, sdo significativamente
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menores, mas ainda relevantes para algumas proteinas especificas, como ASUO3 e
BJLOI1, que apresentaram valores de probabilidade de 0,40 e 0,16 para o citoplasma,
respectivamente, ¢ Crd01, com 0,21 para membranas celulares. As probabilidades
relacionadas a parede celular ou espago extracelular foram consistentemente muito baixas

(<0,003), indicando pouca ou nenhuma associagao dessas proteinas com essas regioes.

Ao comparar o alelop7 SnpOl com o alelop7 ASUOI, observa-se que a
diferenca entre o maior alelo (195 nucleotideos) e a menor versao (63 nucleotideos) pode
ser explicada por uma mutagdo pontual que resultou na substituicdo do cédon de inicio
de p7 Snp01 (AUG — AUA) (Figura 11A). Essa mutagdo impede a traducdo da ORF na
posicdo inicial observada em SnpOl, fazendo com que a ORF p7dos
isolados ASUO1, ASUO03 e BJLOI seja iniciada apos 98 nucleotideos, no proximo cédon
AUG, que também esta presente na sequéncia de p7 Snp01. No caso do isolado Prb07, o
alelo p7 inicia 54 nucleotideos apds o inicio de p7 SnpOl e termina 30 nucleotideos
antes. Isso ocorre devido a duas mutagdes distintas: uma que altera o cdédon de inicio
de Snp01 em Prb07 e outra que resulta em uma mutacao sem sentido, gerando um cédon

de parada prematuro (UGA) na sequéncia de Prb07 (Figura 11B).

Section 1
A (n1 30 40 51
ASUO1 p5-98 +48* (1)[RD — =
Snp01 p7 +3* (1)|au

(52) 52
ASUO1 p5-98 +8* (52) GUA
Snp01 p7 +3* (52) GUAAU

(103) 103
ASUO1 p5-98 +8* (103) yUUGU
Snp01 p7 +3* (103) UUAGU

(154) 154
ASUO1 p5 -98 +8™ (154)
Snp01 p7 +3* (154)

1 10
Prb07 p7 -54 +18* (1)[aU GUAUUAAACUUUACCGAUUCT
Snp01 p7 +3* (1)|au GUAUUAAACUUUACCGAUUCT

(51) 51
Prb07 p7 -54 +18* (51) CGUAAU
Snp01 p7 +3* (51) CGUAAU

(101) 101
Prb07 p7 -54 +18* (101) Uy
Snp01 p7 +3*(101) &

(151) 151
Prb07 p7 -54 +18% (151) ©
Snp01 p7 +3*(151) ©.

Figura 11. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de alelos da ORF p7, realizado no Vector
NTI. A — Comparacdo entre os isolados p7 ASUOL e p7 SnpOl, destacando mutagdes pontuais que
introduziram cédons de inicio e de parada. B — Comparagdo entre os isolados p7 Prb07 e p7 Snp0l,
evidenciando mutagdes pontuais responsaveis pela adi¢do de codons de inicio e de parada. As regides
conservadas estdo indicadas em amarelo, e as alteragdes especificas estdo assinaladas em suas respectivas
posicdes.
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5.5 Analises de sequéncia Kozak

As andlises das sequéncias Kozak das ORFs RdRp e p29, realizadas a partir de 11
isolados com genoma completo disponiveis, revelaram alta conservagao (Figura 12 A e
B). Ambos os conjuntos de sequéncias apresentam o modelo canonico de Kozak, o que
sugere uma alta eficiéncia no inicio de traducdo — caracteristica compativel com ORFs
virais essenciais. O perfil de conservacao nucleotidica da ORF pl5 (Figura 12C)
demonstra contexto Kozak funcional, com predominancia de A na posi¢ao -3, fator que
favorece a eficiéncia traducional. Embora a posi¢do +4 exiba predominancia de T, o
contexto geral sugere capacidade moderada de iniciacdo, possivelmente refletindo uma

regulacao da expressdo genica durante o ciclo viral.

A ORF p7 apresenta um padrdo distinto (Figura 12D), com conservagao
significativa das G nas posi¢des -3 e +4, configurando um contexto Kozak fortemente
favoravel a traducdo. A andlise da ORF p/3 (Figura 12E) revelou alto grau de conservagao
nos 15 nucleotideos flanqueadores da sequéncia Kozak. A presenca de A na posicao -3
sugere reconhecimento ribossomico eficiente, enquanto a A na +4, embora neutra ou
levemente favoravel, ndo oferece o mesmo nivel de eficiéncia que a presenca da G. Dessa
forma, o contexto Kozak da ORF pl3 pode ser classificado como uma eficiéncia
intermediaria de inicio de tradugdo, sugerido uma estratégia viral durante o ciclo de

infecgao.

As ORFs p61, mp e p24 exibem contextos Kozak altamente conservados (Figura
12 F-H). Particularmente as ORFs MP e p24 apresentam a combinagdo A em -3 ¢ G em
+4, considerada a configuragdo 6tima para inicio de tradugdo. A ORF p61 tem presenga
de G tanto em -3 quanto +4, configuracdo que, embora ligeiramente menos eficiente que

o padrdo candnico, ainda mantem capacidade traducional elevada.
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Figura 12. WebLogos criados a partir dos nucleotideos -6 e +6 flanqueadores dos codons de inicio
das ORFs no genoma de PfGSV. A, B, F, G ¢ H: criados a partir da sequéncia de 11 isolados (CYPe-246,
Snp01, NFoO01, Snp02, BJLO1, BSBO1, RsTHr-269, Prb11, Lim01, ASU03 e Cmp02). C, D ¢ E: criados a
partir da sequéncia dos 27 isolados descritos no trabalho.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo acerca da regido 5 do RNA2 de passion fruit green spot virus
contribui ao elucidar e levantar hipoteses sobre a dinamica gendmica e possivel interagdes
bidticas deste cilevirus. Os resultados obtidos com a analise de novos isolados de PfGSV
confirmam a diversidade genomica do virus, especialmente na regido entre as ORFs p/5
e p6l (Ramos-Gonzalez et al., 2020). Essa regido, anteriormente considerada nao
codificante, aparenta atuar como um “ber¢o” para novas ORFs no genoma de PfGSV,
demonstrando potencial para gerar novos elementos genéticos que poderiam contribuir
com a aptidao viral (Ramos-Gonzalez et al., 2021). Essa analise revelou a presenca de
alelos distintos (p13, p11, Ap11), reforcando o possivel papel dessa regido na adaptacao e
interagdo com seus hospedeiros vegetais. Essa caracteristica sugere que o RNA2 de
PfGSV pode atuar como um reservatdrio adaptativo, favorecendo a interagdo com
multiplos hospedeiros (Tautz e Domazet-LoSo, 2011; Carvunis et al., 2012; Guerra-
Almeida e Nunes-da-Fonseca, 2020). A identificacdo de diferentes alelos de ORFs
emergentes em distintos isolados sugere que essa regido gendmica representa um hotspot
de plasticidade, possivelmente sob influéncia de pressoes seletivas associadas a diferentes
hospedeiros ou ambientes (Ramos-Gonzalez et al., 2020; Morozov e Solovyev, 2020; Gao
et al., 2022; Ramos-Gonzalez et al, 2023). Entre os 27 isolados analisados, foram
identificadas seis organizagdes distintas no extremo 5’ do RNA2, variando conforme a
combinacdo dos alelos presentes nas ORFs pl3/pll/Apll e p7. A organizacdo mais
frequente corresponde aquela que contém a variante Ap7 de 141 nucleotideos e p13, de
330 nucleotideos, observada em 20 isolados, indicando que essa configuracdo gendmica

¢ predominante entre as sequéncias avaliadas (Figura 13).

1 isolad 5 pis pl3 H P&t )) 3’| Snp01 | Passiflora sp.
195 nts 330 nts
1isolado | 57 pl3 Ap7 P13 H Liadd ) 3| Lon01 |/iibiscus sp.
126 nts 330 ms
1 isolado | 5 pls pl3 pét ) 3 Prb07 | Ligustruim sp.
111 nts 330 nis
. = % Fassiflora sp., Hibiscus sp., Milionia sp.,
solados 7 b) 3
20 isolados | 5° 75 Ap' “) 3 Ligusirum sp., Thunbergia sp., Thibouchina sp.
141 nts 330 nts
1 isolad 5 plIs pll PoT ) 3| BILO | Passiflora sp.
603 nts 282 nts
Lisolado | 5[ p1s Ap7 \ [ e 0¥ vimon | rias.
108 nts 177 nts
i ASU0 - 5
2 isolados | 5° pét ; " Hibiscus sp. e Ligustrum sp.
5 L. | » 3 Asu03 p. e Ligt P
63 nts

177 nts.

Figura 13. Representagdo esquematica das seis organizacdes gendmicas identificadas no extremo

5’ do RNA2 entre as ORFs pl5 e p61 nos 27 isolados analisados. As variagdes refletem diferentes
combinagdes dos alelos p13, pl1 e Apl1, bem como das formas p7 e Ap7, resultando em distintos arranjos
genéticos.
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Os alelos p13 foram detectados em 21 isolados provenientes de diversas regides
geograficas, como os estados brasileiros de Sdo Paulo, Mato Grosso, Distrito Federal,
Parana, Par4, além da Colombia. Ainda, esses alelos estdo presentes em isolados virais
coletados de hospedeiros de diferentes géneros vegetais, incluindo Hibiscus, Ligustrum,
Miltonia, Nicotiana, Tibouchina, Thunbergia e Passiflora, indicando sua distribui¢do
geografica abrangente e a sua capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros.
Por outro lado, o alelo p// foi encontrado em apenas um isolado coletado em Bom Jesus
da Lapa, na Bahia, sugerindo uma distribui¢do geografica mais restrita. Esse fato indica
que o alelo pl/l poderia representar uma adaptacao local ou mutagdes Unicas que
interromperam a leitura da ORF, porém, ndo impediram a infec¢do viral. No entanto,

maior nimero de amostras € necessario para a avaliagdo dessa hipotese.

Por sua vez, o alelo Ap/1/ foi identificado em trés isolados oriundos de Limeira,
Sao Paulo, Brasil e Assuncdo, no Paraguai, localidades separadas por uma distancia de
1.078 km em linha reta. Esse fato sugere que as mutagdes que levaram a sua forma
truncada pode ter surgido de maneira independente ou que isolados com esse alelo
truncado podem ter se espalhado para essas localizagdes. Essa observacdo pode indicar a
dindmica evolutiva do PfGSV e sua provavel habilidade de gerar variantes funcionais
adaptadas a contextos ecologicos especificos. Mutagcdes ndo sindnimas pontuais, como
aquelas que introduzem cddons de parada prematuros, podem interromper ORFs
existentes e prejudicar a funcionalidade de proteinas resultantes, demonstrando ao mesmo
tempo a fragilidade e a dindmica evolutiva do genoma viral. Por outro lado, muta¢des ndo
sindnimas em codons de parada podem originar um produto proteico mais extenso, uma
vez que o codon de parada se torna um cddon de leitura, e a tradugdo continua até o

proximo cddon de parada.

A emergéncia dos alelos pll e Apll, identificados em um e trés isolados,
respectivamente, sugere que eventos evolutivos como mutagdes pontuais € alteragdes no
quadro de leitura desempenham um papel significativo na geracao de pequenas proteinas
funcionais em genomas compactos, como genomas virais (Guerra-Almeida e Nunes-da-
Fonseca, 2020). A alta conservacao na regido 5’ da ORF p/3 entre os alelos de todos os
1solados aponta que essa por¢ao do genoma poderia codificar uma estrutura essencial para
a funcionalidade das proteinas resultantes. Em contrapartida, as diferengas observadas
nas extremidades C-terminais das proteinas codificadas podem refletir adaptagdes

especificas a hospedeiros ou condi¢des ambientais.
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O sequenciamento de fragmentos gendmicos de novos isolados de PfGSV também
possibilitou o aprofundamento acerca da ORF p7, localizada a montante dos ORFs
pl3/pll/Apll. Os alelos da ORF p7 sugere a existéncia de outros elementos genéticos
funcionalmente relevantes no RNA2 de PfGSV. A alta conservacao da regiao central das
proteinas P7, mesmo com tamanhos variados entre os isolados, refor¢a a hipotese de que
esta ¢ uma regido funcionalmente critica (Morozov e Solovyev, 2003; Storz et al., 2014).
Os padrdes estruturais predominantes, como a presen¢a de dominios TM, indicam que as
proteinas P7 podem desempenhar papéis cruciais nas interacdes do virus com o
hospedeiro, por exemplo com o sistema de membranas celulares (DiMaio, 2014; Cui e

Wang, 2016; Atabekova et al., 2022; Chai et al., 2024).

Esse padrao de diversidade e reorganizagdo génica ¢ compativel com observagoes
feitas em outros virus do género Cilevirus, como o CiLV-C e o CiLV-C2, nos quais regides
intergénicas também apresentam ORFs adicionais de origem incerta, provavelmente
resultantes de processos de duplicagdo, recombinagao ou selegdo positiva. No entanto, o
PfGSV se destaca pelo numero e variedade de alelos identificados, o que pode indicar
uma trajetoria evolutiva mais diversificada da que observada pelo cilevirus CiLV-C
(Chabi-Jesus et al., 2021). Embora o RNA2 dos cilevirus compartilhe uma organizacao
genomica geral semelhante, existem diferencas marcantes quanto a presenca e
diversidade dessas pequenas ORFs adicionais. No CiLV-C, por exemplo, destaca-se a pS§,
localizada a jusante da p15, cuja fungdo ainda ¢ desconhecida, mas a conservagao entre
os isolados sugere um possivel papel adaptativo; no CiLV-C2, essa posi¢do € ocupada
pela p7, também de func¢do ndo elucidada, mas preservada entre diferentes isolados,
indicando relevancia biologica (Ramos-Gonzalez et al., 2021). Ja no PfGSV, além da
manuten¢do da pl5, a regido equivalente abriga um conjunto mais amplo de ORFs
emergentes, incluindo p/3, pl1,Apll e p7, que variam em presenga, sequéncia e contexto
de iniciac¢do, configurando um cenério de maior complexidade e plasticidade evolutiva.
A presenca de sinais conservados de inicia¢do da traducdo em algumas dessas ORFs
refor¢a a hipdtese de que possam ser funcionais e expressas durante a infecgdo viral. O
padrao de diversificagdo mais acentuado do PfGSV poderia estar associado a geragdo de

novas ORFs e consequentemente a adaptacao a diferentes pressdes seletivas.

A emergéncia de pequenas ORFs funcionais em virus de plantas tem sido cada vez
mais documentada. A presenca de multiplas ORFs anteriormente nao identificadas no

genoma do tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHYV, Begomovirus
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solanumflavusthailandense), cuja expressao foi mapeada por perfis de iniciagao de
tradugdo, foi associada diretamente a viruléncia viral (Chiu ef al., 2022). Fatores como o
contexto de Kozak e o mecanismo de leaky scanning sdo determinantes para a expressao
dessas ORFs, o que poderia ser semelhante ao observado nos genomas dos isolados de
PfGSV. Assim, ¢ possivel propor que essas ORFs emergentes de PfGSV possam
desempenhar papéis importantes na infecgdo viral, ainda que seus produtos proteicos nao

tenham sido caracterizados experimentalmente.

No genoma de sonchus yellow net virus (SYNV, Betanucleorhabdovirus
retesonchi) trés pequenas ORFs conservadas foram identificadas e foi demonstrado que
sdo efetivamente traduzidas e possuem fungdes importantes para a viruléncia (Gao et al.,
2025). A delecao dessas ORFs reduziu a acumulagao viral e os sintomas de infecgao nas
plantas hospedeiras. Tais achados reforcam que pequenas ORFans ndo devem ser
ignoradas em analises gendmicas de virus vegetais uma vez que podem representar
estratégias de compactacdo e inovagdo funcional. No contexto do PfGSV, a observacgao
de multiplos alelos, alguns com elementos estruturais conservados, sugere que as
pequenas proteinas a serem produzidas podem desempenhar papéis importantes para a

infecgdo viral.

A caracterizagdo de sequéncias codificantes em genomas virais requer uma
avaliagdo criteriosa dos mecanismos de iniciag@o de traducdo, particularmente no que diz
respeito a 1identificagdo de coddons de inicio funcionais. O contexto nucleotideo
flanqueador do codon de iniciagdo, conhecido como sequéncia Kozak, representa um
elemento regulador fundamental na iniciacdo de traducdo eucaridtica (Kozak, 1987).
Estudos demonstraram que os nucleotideos nas posic¢des -3 (relativo a adenina do AUG,
considerada como +1) e +4 exercem influéncia determinante na eficiéncia do
recrutamento ribossomico (Kozak, 1986). Em particular, a presenga de uma base purina
(preferencialmente adenina) na posi¢ao -3 e de uma guanina na posi¢ao +4 ¢ considerado

0 arranjo O0timo para maximizar a eficiéncia da iniciagdo traducional (Kozak, 1986; 1987).

A analise dos contextos Kozak das ORFs do genoma de PfGSV revela um
provavel padrao estratégico de regulacdo traducional, possivelmente associado a evasao
da resposta imune do hospedeiro e controle da replicacdo (Kozak, 1986; 1987; Neil et al.,
2008; Tautz e Domazet-LoSo, 2011; Carvunis et al., 2012; DiMaio e Petti, 2013; DiMaio,
2014; Morozov e Solovyev, 2020; Park e Hahn, 2021; Ji et al., 2022; Pavessi ¢ Romerio,
2022; Gao et al., 2022; Brynes e Williams, 2024;). Enquanto as ORFs essenciais, como
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RdRp e p29, apresentam sequéncias de Kozak candnicas (A-3/G+4), garantindo alta
eficiéncia na tradugdo, outras ORFs, como pl5, p7 e pl3, exibem contextos moderados
ou sub6timos, sugerindo um controle fino da expressdo génica durante a infecc¢do viral.
Além disso, a presenca de sequéncias de Kozak fortemente conservadas em genes
essenciais reforca a necessidade da sintese proteica dessas ORFs durante a infecgao,
enquanto ORFs com eficiéncia intermediaria poderiam refletir adaptagdes para controlar
a traducgdo dessas ORFs (Kozak, 1987; 1989; Carvunis et al., 2012; Morozov e Solovyeyv,
2020). Assim, a variabilidade nos contextos de Kozak sugere uma estratégia viral, na qual
a regulacdo traducional atua como um mecanismo que permitiria ao virus modular sua
expressao génica de acordo com as demandas do ciclo infeccioso (Kozak, 1987; 1989;
Neil et al., 2008; Carvunis et al., 2012; DiMaio, 2014; Guerra-Almeida ¢ Nunes-da-
Fonseca, 2020; Gao et al., 2022). Além disso, a diferenga na conservagao dos contextos
de iniciacao da tradugdo pode indicar uma hierarquia funcional, na qual a traducao de
certas ORFs poderia acontecer sob condi¢gdes especificas ou em momentos diferentes da
infeccdo (Tautz e Domazet-LoSo, 2011; Morozov e Solovyev, 2020). Essa organizagao
também € coerente com a ldgica de economia gendmica dos virus, permitindo modular a
expressdo génica sem aumentar significativamente o tamanho do genoma (Storz et al.,

2014; DiMaio, 2014).

O presente estudo também apresenta evidéncias que ressaltam a plasticidade
genodmica de Pf{GSV. As mutagdes detectadas, como adi¢do ou delecdo de nucleotideos
que alteram os quadros de leitura, sdao fendmenos chave na geracdo de diversidade
genOmica viral. Esses eventos permitem aos virus “explorar” novos contextos ecologicos,
proporcionando vantagens adaptativas em resposta a pressdes seletivas impostas por
diferentes ambientes ou hospedeiros vegetais (Tautz e Domazet-LoSo, 2011; Carvunis et
al., 2012; Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca, 2020; Park e Hahn, 2021; Pavessi e
Romerio, 2022; Ji et al., 2023). Essa possibilidade de adapta¢do, em conjunto com a
sabida habilidade dos cilevirus, e em particular de Pf{GSV, de infectar uma ampla gama
de hospedeiros, reflete a relevancia biologica e epidemioldgica desses patdgenos
emergentes (Kitajima et al., 2003a; 2010; da Costa-Rodrigues et al., 2022; Pires, 2022;
Roy et al., 2022).

Apesar da relevancia dos achados, este estudo apresenta limitagdes importantes.
A auséncia de validacao experimental da expressao das proteinas codificadas pelas ORFs

emergentes impede uma conclusdo definitiva sobre sua funcionalidade. Futuras
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abordagens serdo fundamentais para verificar o papel dessas proteinas no ciclo de vida
do PfGSV. Além disso, investigagdes estruturais e de interacdo molecular com proteinas
do hospedeiro ou vetor poderiam revelar fungdes especificas associadas a viruléncia,
movimentagao viral ou supressao de vias de defesa. Portanto, os dados aqui apresentados,
somados as evidéncias da literatura recente, sustentam a hipotese de que a diversidade
observada no RNA2 do PGSV, especialmente nas ORFs emergentes, ndo ¢ aleatoria. Ao
contrario, pode representar um mecanismo adaptativo e funcionalmente ativo, relevante

para a evolugdo e a adaptagdo deste virus em diferentes contextos ecoldgicos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresentou uma analise detalhada sobre o extremo 5° do RNA2
do passion fruit green spot virus, destacando avancos na compreensdo de sua estrutura
gendmica, diversidade molecular e sugerindo um papel na interacdo com hospedeiros. O
Brasil, como maior produtor mundial de maracuja, enfrenta desafios significativos na
manuten¢do da produtividade devido a acao de patogenos, entre os quais o PfGSV se
destaca pela capacidade de afetar multiplos géneros botanicos, que podem atuar como

reservatorios do virus, e pela complexidade de sua biologia.

Os resultados demonstram que o genoma do PfGSYV, particularmente o extremo 5’
do RNAZ2, ¢ altamente variavel, como evidenciado pela presenga de ORFans no RNA2,
incluindo os alelos p13, pl1, Apll e a ORF p7, que apresentam variagdes significativas
entre os isolados analisados. As diferencas entre os alelos refletem processos evolutivos,
como mutagdes pontuais, mudancas de quadro de leitura e delecdes, que refor¢am a
plasticidade gendmica caracteristica de virus com genomas de RNA. A alta conservagao
de determinadas regides gendmicas, especialmente nos trechos correspondentes as
proteinas P13 e P11, sugere funcdes cruciais na patogenicidade viral e na intera¢do virus-
hospedeiro. Além disso, os novos alelos identificados, como Ap// ¢ as variantes de p7,
ampliam o repertorio funcional conhecido do PfGSV, indicando possiveis papéis na

adaptagdo a diferentes hospedeiros e ambientes.

As anélises bioinformaticas revelaram semelhangas remotas entre as proteinas
estudadas e dominios conhecidos de regulacdo transcricional, estabilidade de RNA e
interacdo proteina-proteina, levantando hipdteses sobre seus potenciais papéis no ciclo de
multiplicagdo viral. A presenca de sitios conservados de glicosilacdo em proteinas como
P13, P11 e AP11 sugere que modificagdes pds-traducionais poderiam ser criticas para a
funcionalidade dessas moléculas, influenciando sua estabilidade, localizagao subcelular

e interacao com outras proteinas ou acidos nucleicos.

A identificacdo de seis alelos para a ORF p7 reforga a diversidade funcional dentro
da regido gendOmica previamente classificada como intergénica. A variabilidade no
comprimento e na composicao das proteinas codificadas por esses alelos aponta para um
potencial processo de perda ou aquisicao de funcdo ao longo da evolucao do PfGSV,
possivelmente modulada por pressdes seletivas impostas pelos diferentes hospedeiros ou

ecossistemas.
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Os resultados obtidos neste trabalho fornecem uma base solida para futuros
estudos sobre a biologia molecular do PfGSV, com implicagdes na compreensdo da
interagdo virus-vetor-hospedeiro e no desenvolvimento de estratégias de manejo de
doencgas associadas. A caracterizacdo de novas ORFans e a analise comparativa entre
isolados de diferentes origens geograficas e hospedeiros sao avangos significativos para
a elucidacdo dos mecanismos de patogenicidade e adaptacdo viral. Esses resultados
reforcam a necessidade de estudos continuos para identificar possiveis alvos moleculares
que contribuam para o controle efetivo do PfGSV, prevenindo seu ressurgimento como

um obstaculo a producdo de maracuja.
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8 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu avangar na compreensao da variabilidade gendmica
do extremo 5° do RNA2 do Cilevirus passion fruit green spot virus, destacando a
importancia dessa regido como reservatorio para o surgimento de pequenas ORFs
emergentes. Os resultados obtidos revelaram a predominancia do alelo p/3 entre os
isolados analisados, bem como a ocorréncia de alelos menos frequentes, como p// e Apll
e multiplas variantes da ORF p7 entre os isolados, refor¢ando a plasticidade do genoma
viral. A detecgdo de varios truncamentos, mutagdes em cddons de inicio e/ou parada, além
de contextos Kozak variaveis, sugere que a traducdo dessas pequenas proteinas poderia
ser modulada de forma adaptativa, contribuindo para a manutengao do ciclo infeccioso e

para a interagdo com diferentes hospedeiros e vetores.

As analises bioinformaticas forneceram indicios de potenciais papeis funcionais
das proteinas codificadas por essas ORFs, como a presenga de sitios conservados
glicosilacdo e similaridades remotas com dominios nucleases. Tais achados apontam para
fungdes que poderiam envolver a estabilidade das particulas virais, a modulagdo de
respostas do hospedeiro e até mesmo a eficiéncia da transmissdo pelo acaro Brevipalpus.
Assim, a caracterizagdo dessa regido contribui para consolidar o entendimento de que
pequenas proteinas acessorias poderiam desempenhar papéis importantes na adaptacao e

evolucao viral.

Apesar dos avancos obtidos, o estudo apresenta limitagdes, uma que vez que nao
foi possivel confirmar experimentalmente a expressdo e a funcionalidade das ORFs
emergentes. Nesse sentido, futuras pesquisas devem incluir andlises funcionais e
estruturais mais aprofundadas, de modo a elucidar o papel dessas proteinas na
patogenicidade e na transmissdo do PfGSV. Além disso, a ampliacdo dos estudos
comparativos entre diferentes isolados e hospedeiros podera revelar padroes evolutivos

mais amplos.

Em sintese, este trabalho contribui de forma significativa para o conhecimento da
diversidade de PfGSV, oferecendo novas perspectivas para a compreensao de seus
mecanismos adaptativos e evolutivos e, para o desenvolvimento de abordagens de

controle da virose na cultura do maracujazeiro, além de plantas ornamentais.
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