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RESUMO 

 

GAROFALO-LEÃO, Isabela Guarnieri Furiato. Variabilidade genômica e 

emergência de pequenas ORFs no RNA2 de passion fruit green spot virus. 

Dissertação (Mestrado em Sanidade, Segurança Alimentar e Ambiental no Agronegócio) 

– Instituto Biológico, Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios, Secretaria da 

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

 

O passion fruit green spot virus (PfGSV), pertencente ao gênero Cilevirus (família 

Kitaviridae), é um vírus fitopatogênico associado a surtos históricos na cultura do 

maracujazeiro e capaz de infectar também espécies ornamentais. Estudos recentes 

indicam que o extremo 5’ do RNA2 do PfGSV representa uma região de plasticidade 

genômica, abrigando pequenas ORFs cuja emergência pode estar relacionada a processos 

adaptativos envolvendo tanto o hospedeiro quanto o vetor Brevipalpus. Neste trabalho, 

buscou-se caracterizar a variabilidade genética dessa região, com ênfase na prevalência, 

organização e possíveis funcionalidades das ORFs p13, p11, Δp11 e p7. Para tanto, foram 

analisados 27 isolados coletados entre 2013 e 2023, abrangendo 23 amostras do Brasil, 

duas da Colômbia e duas do Paraguai, a partir de sequências obtidas por sequenciamento 

Sanger, dados prévios de HTS (high throughput sequencing) gerados pelo grupo de 

pesquisa e informações depositadas no GenBank. As análises compreenderam detecção 

molecular por RT-PCR, clonagem, e sequenciamento Sanger. Abordagens 

bioinformáticas foram utilizadas para a montagem e alinhamento das sequências, buscas 

de homologia, predições de domínios funcionais, modelagem estrutural por AlphaFold e 

avaliação do contexto de Kozak para as diferentes ORFs. Os resultados revelaram que o 

alelo p13 foi o mais prevalente, detectado em 21 isolados distribuídos em diferentes 

regiões e hospedeiros, enquanto p11 ocorreu em apenas um isolado proveniente da Bahia 

e Δp11 em três isolados, dois do Paraguai e um de São Paulo. As análises demonstraram 

que esses três alelos representam uma série de truncamentos que interromperam a ORF, 

sugerindo relação evolutiva entre eles. No caso da ORF p7 foram identificados seis alelos, 

com variação de comprimento decorrente de mutações no códon de início e de mutações 

sem sentido que introduziram códons de parada prematuros. A investigação dos contextos 

de Kozak indicou padrões fortemente favoráveis para p7 e eficiência moderada para p15 



 

 

e p13, reforçando a hipótese de que a tradução dessas pequenas ORFs poderia ser 

modulada de maneira adaptativa. Predições funcionais apontaram para a presença de 

sítios conservados de glicosilação na ORF p13 e seus alelos, além de similaridade remota 

de p11 com domínios nucleases, sugerindo potenciais papéis funcionais na interação 

vírus-hospedeiro. De forma geral, os achados indicam que o extremo 5’ do RNA2 do 

PfGSV é uma região com alta variabilidade, podendo atuar como reservatório para o 

surgimento de ORFs emergentes. A caracterização dessa plasticidade genômica reforça a 

importância de pequenas proteínas acessórias na adaptação e evolução viral, apontando 

para possíveis mecanismos de manutenção do ciclo infeccioso e de otimização da 

transmissão pelo vetor. O trabalho contribui para a compreensão da diversidade genômica 

do PfGSV, fornecendo subsídios relevantes para estudos futuros de epidemiologia e 

evolução dos cilevirus.  

 

Palavras-chave: vírus transmitidos por Brevipalpus, Cilevirus, pequenas ORFs, ORFs 

órfãs.  

  



 

 

ABSTRACT 

GAROFALO-LEÃO, 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 Biológico, Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios, Secretaria da 

Agricultura e Abastecimento do Estado de São Paulo, São 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 RNA2 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 

p13, p11, Δp11, 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 Δp11 in three isolates, 

two from Paraguay and one from São 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 

ORF 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  INTRODUÇÃO 

O Brasil é o maior produtor mundial de maracujá, fruto de relevância econômica, 

ambiental e alimentar. Sua importância decorre tanto de suas múltiplas formas de 

consumo quanto ao papel do cultivo do maracujazeiro (Passiflora spp.), planta do gênero 

Passiflora¸ família Passifloraceae, em diversas regiões do país. Contudo, a produção 

enfrenta desafios significativos devido à incidência de diferentes patógenos. Entre as 

doenças fúngicas, destacam-se a antracnose, causada por Colletotrichum sp., que gera 

lesões 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 translúcidas que necrosam folhas e frutos (Viana et al., 2003; 

Machado et al., 2017). A principal virose, o endurecimento dos frutos, é causada pelo 

cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV, Potyvirus vignae), levando ao 

endurecimento do pericarpo e à redução da polpa (Santos-Filho et al., 2017). Outras 

viroses, como o definhamento precoce ou a pinta verde, embora menos frequentes, são 

ameaças aos pomares brasileiros (Kitajima et al., 2003a). 

Os cilevírus (gênero Cilevirus, família Kitaviridae) são fitovírus transmitidos de 

maneira persistente por ácaros do gênero Brevipalpus (Ramos-González et al., 2023). 

Estes vírus possuem genomas segmentados de RNA de fita simples com polaridade 

positiva, e são encapsulados em partículas baciliformes curtas. Entre os cilevírus 

descritos, o passion fruit green spot virus (PfGSV, Cilevirus passiflorae) foi responsável 

por surtos de doenças que devastaram pomares de maracujazeiros durante a década de 

1990, associados a sintomas como lesões cloróticas, necroses e manchas verdes nos frutos 

maduros (Santos-Filho et al., 1999; Kitajima et al., 2003a). A doença compromete a 

aparência e o valor comercial dos frutos, além de afetarem a produtividade das plantas. 

Apesar da importância fitopatológica do PfGSV, muitos aspectos de sua biologia, 

epidemiologia e interação com o hospedeiro permanecem pouco compreendidos. 

O genoma do PfGSV é composto por dois segmentos, RNA1 e RNA2. O RNA1 

contém duas ORFs (fases de leitura aberta, do inglês open reading frames), a RdRp, 

responsável pela replicação viral, e a p29¸ responsável por codificar a provável capa 

proteica. O RNA2 codifica proteínas que participam da interação vírus-hospedeiro e 

possivelmente vírus-vetor. No RNA2, cinco ORFs são codificadas: p15, p13, p61, 

p32/MP e p24. O trecho genômico entre as ORFs p15 e p61, de aproximadamente 1.500 

nucleotídeos, vinha sendo considerado uma região intergênica não codificante até a 
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recente descrição de alelos da ORF p13 em PfGSV (Ramos-González et al., 2020). A 

análise de cinco isolados de diferentes estados brasileiros demonstrou a presença de dois 

alelos: p13, de 330 nucleotídeos e, p11, de 282 nucleotídeos, o que apontou como 

incorreto descrever a região como intergênica. Os ensaios de hibridização por Northern 

blot revelaram a presença de uma banda extra, com tamanho compatível com o que 

poderia ser uma molécula de RNA subgenômico a partir do qual ocorreria a tradução da 

proteína P13 (Ramos-González et al., 2020). 

Avanços em biologia molecular destacaram a importância de pequenas proteínas 

virais, antes consideradas secundárias, na funcionalidade e adaptação dos vírus (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 proteínas, frequentemente associadas 

a genomas virais compactos, desempenham papéis essenciais na replicação, evasão 

imunológica e patogenicidade. No vírus influenza A (Alphainfluenzavirus influenzae), por 

exemplo, a proteína M2 atua como canal iônico, facilitando o desnudamento viral e o 

brotamento dos vírions (Pinto et al., 1992). O vírus da imunodeficiência humana 1 

(Lentivirus humimdef1), codifica a proteína Vpu que promove a evasão imunológica ao 

regular negativamente CD4 e tetherin, além de formar canais iônicos (Neil et al., 2008). 

Nos papilomavírus, a proteína E5 atua como fator oncogênico, alterando receptores de 

crescimento celular e contribuindo para a oncogênese (DiMaio e Petti, 2013). Já nos 

poxvírus, várias pequenas proteínas transmembrana participam da biogênese e maturação 

dos vírions (DiMaio, 2014). Em vírus de plantas como os potyvirus, as proteínas 6K1 e 

6K2 são cruciais para a formação do complexo de replicação viral e para a permeabilidade 

da membrana celular, facilitando a infecção (Cui e Wang, 2016; Chai et al., 2024). As 

proteínas 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 BMB1 atua direcionando a BMB2 aos plasmodesmos 

(Atabekova et al., 2022). 

A emergência de novas ORFs em genomas virais representa um fenômeno 

essencial para a adaptação e evolução desses organismos, e ocorre por meio de 

mecanismos altamente dinâmicos e diversificados (Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca, 

2020). Duas hipóteses principais explicam a origem dessas ORFs: a divergência rápida 

de genes pré-existentes e o surgimento de novo a partir de regiões não codificantes. Na 

primeira hipótese, genes ancestrais sofrem diversas mutações, gerando uma nova ORF, 
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que ao longo do tempo, perde a similaridade com o gene prévio. Já o surgimento de novo, 

regiões anteriormente consideradas não codificantes, sofrem mutações que levam a 

formação de novas ORFs, que passam a ser transcritas e traduzidas (Singh e Syrkin 

Wurtele, 2020; Valkirlis et al., 2020). Além disso, os RNAs não codificantes também 

podem desempenhar papéis cruciais na emergência de novos genes. Esses transcritos 

longos podem abrigar pequenas ORFs, que, por meio de uma tradução pervasiva, dão 

origem a “microproteínas” (ou micropeptídeos) (Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca, 

2020). Os proto-genes gerados por esses fenômenos são favorecidos pelos mecanismos 

evolutivos ao fornecerem vantagens adaptativas. A fixação dessas novas variantes 

geralmente envolve a aquisição de elementos regulatórios, como sequências promotoras 

eficientes, regiões 5’ e 3’ estáveis e sinais de tradução, que aumentam a eficiência e a 

estabilidade do RNA mensageiro (Carvunis et al., 2012). Os processos de mutação e 

recombinação são fundamentais no processo de surgimento de novas ORFs (Park e Hahn, 

2021; Pavessi e Romerio, 2022; Ji et al., 2023). Mutações pontuais, inserções ou deleções 

podem criar fases de leituras ou modificar aquelas existentes, enquanto eventos de 

recombinação genômica facilitam o rearranjo de segmentos genéticos. Essas 

modificações criam funcionalidades, permitindo que os vírus se adaptem de forma ágil às 

mudanças ambientais (Tautz e Domazet-Lošo, 2011; Carvunis et al., 2012). 

Em monkeypox virus (Orthopoxvirus monkeypox), durante o surto de 2022, foram 

identificadas mutações genômicas significativas que incluíram deleções extensas e 

interrupções em ORFs, em um total de 25 amostras clínicas contendo mutações 

disruptivas (Sereewit et al., 2022). Essas alterações ocorreram principalmente em 

pequenos genes, não essenciais para a replicação, mas que desempenham um papel 

crucial na modulação da resposta do hospedeiro, potencialmente reduzindo a 

funcionalidade de proteínas imunomoduladoras. Além disso, as análises identificaram a 

predominância de mutações G → A e C → T, indicando uma provável atuação do sistema 

de edição APOBEC3 do hospedeiro humano, conhecido por induzir essas modificações 

como mecanismo de defesa antiviral.  De forma notável, as mutações detectadas afetaram 

genes não essenciais para a replicação viral, mas relacionados com a adaptação ao 

hospedeiro, demonstrando a pressão seletiva durante a dispersão viral. A identificação das 

mutações e deleções também reforça a importância de monitoramento para melhores 

estratégias de controle e diagnóstico (Sereewit et al., 2022). 
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A crescente compreensão do papel das proteínas virais de pequeno tamanho e a 

dinâmica evolutiva dos vírus, incluindo mutações e recombinações genômicas, revelam 

sua importância na adaptação e patogenicidade viral. No caso do PfGSV, a emergência 

de pequenas proteínas em seu genoma, como o caso da ORF p13, não encontrada em 

outros membros do gênero Cilevirus, poderia ter uma ação fundamental na sua evolução 

e interação com o hospedeiro e/ou vetor. Esses processos permitem que os vírus se 

adequem rapidamente a mudanças ambientais, facilitando a evasão dos mecanismos de 

defensa dos seus hospedeiros e a propagação viral. Os estudos dessas pequenas proteínas 

e das mudanças genéticas nos genomas virais, como em PfGSV, é essencial para o 

compreendimento das relações vetor-vírus-hospedeiro e para o desenvolvimento de 

estratégias de controle. 

A exploração das ORFs emergentes é fundamentada na possibilidade de que elas 

desempenhem papéis cruciais na interação vírus-hospedeiro, como a modulação de 

resposta antiviral ou a indução de alterações fisiológicas no hospedeiro para favorecer a 

replicação viral ou o movimento célula a célula. Além disso, considera-se que essas 

proteínas emergentes também poderiam contribuir para a eficiência da transmissão pelo 

vetor Brevipalpus, otimizando e impulsionando a transmissão. Entender essas dinâmicas 

é essencial, pois características genômicas únicas, como as pequenas proteínas 

codificadas por ORFs recentemente descritas, frequentemente proporcionam vantagens 

evolutivas aos vírus, permitindo sua adaptação a novos desafios ecológicos (DiMaio, 

2014; Storz et al., 2014). Assim, a caracterização dessas ORFs pode esclarecer 

mecanismos determinantes para a epidemiologia do PfGSV, fornecendo subsídios 

valiosos para o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes. 
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 O maracujazeiro: diversidade biológica, economia e desafios na produção 

O termo “maracujá”, que possui origem Tupi-Guarani e significa “alimento em 

forma de cuia”, dá nome aos frutos das plantas do gênero Passiflora, família 

Passifloraceae. Suas utilidades são amplas, destacando-se na indústria alimentícia, 

cosmética e farmacêutica, devido às suas propriedades calmantes, antioxidantes e anti-

inflamatórias (Rai et al., 2022). Além disso, é valorizado como planta ornamental pela 

exuberância 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 Colômbia, os primeiros registros de plantas do gênero Passiflora 

datam do século XVI, segundo o Tratado Descritivo do Brasil, de 1587 (de Jesus e Faleiro, 

2016). São plantas trepadeiras, herbáceas ou lenhosas, de crescimento vigoroso, atingindo 

de 5 a 10 metros de comprimento, com flores hermafroditas que se abrem uma única vez 

ao dia (de Jesus e Faleiro, 2016). A polinização é realizada majoritariamente por abelhas-

mamangavas, além de morcegos e beija-flores em menor escala (Abrahamczyk et al., 

2014).  

O Brasil, líder mundial na produção de maracujá, é responsável por mais de 70% 

da produção global (Faleiro, 2022). Em 2024, a produção nacional de maracujá atingiu 

736.585 toneladas, resultando em um valor de R$ 2,56 bilhões, com destaque para os 

estados do Ceará e Bahia (IBGE, 2024). As principais espécies cultivadas comercialmente 

são Passiflora edulis Sims. e Passiflora alata Curtis. Apesar de sua relevância econômica 

e produtividade, a cultura do maracujá enfrenta diversos desafios fitossanitários 

(Machado et al., 2017). Entre as doenças fúngicas mais prejudiciais estão a antracnose, 

causada por Colletotrichum sp., e a fusariose, causada por Fusarium sp., que 

comprometem folhas, frutos e levam as plantas à morte. No caso de doenças bacterianas, 

a mancha-bacteriana causada por bactérias Xanthomonas sp., provoca lesões nas folhas e 

frutos (Viana et al., 2003; Machado et al., 2017). A principal virose, o endurecimento dos 

frutos, causada por CABMV, reduz drasticamente a produção de polpa nos frutos (Santos-

Filho et al., 2017). Além do CABMV, relatos recentes também escrevem a ocorrência de 

Ugandan passiflora virus (UPV, gênero Potyvirus) e East Asian passiflora distortion virus 

(EAPDV, gênero Potyvirus), ambos associados ao endurecimento dos frutos no Quênia 
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(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 incidência, permanecem como ameaças potenciais à produção brasileira. 

Recentemente, o PfGSV também foi detectado em amostras no Quênia (Munguti et al., 

2025) representando ameaça à produção local. A ampla gama de patógenos 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-

González et al., 2020). 

2.2 Gênero Cilevirus: caracterização genômica e relevância fitopatológica 

O gênero Cilevirus inclui vírus de partículas baciliformes curtas envelopadas, com 

dimensões de 50-60 nm por 110-120 nm, que são frequentemente associadas ao retículo 

endoplasmático das células infectadas. Nas células infectadas são observadas  inclusões 

eletrodensas conhecidas como viroplasmas, que provavelmente correspondem aos locais 

de replicação viral (Kitajima et al., 2003a). Atualmente oito espécies no género são 

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-González et al., 2022). O vinca ringspot virus (ViRSV) foi 

recentemente considerado membro de uma nova espécie (Cilevirus chilense) do gênero1. 

As plantas acometidas por cilevírus desenvolvem manchas cloróticas e/ou necróticas nas 

folhas, frutos e ramos, localizadas nos locais de alimentação do ácaro Brevipalpus spp., 

resultado de infecções não sistêmicas. 

O genoma dos cilevírus é 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 três subgrupos com base na organização genômica (Freitas-Astúa et 

al., 2018; Ramos-González et al., 2023). O subgrupo 1 inclui o vírus da leprose dos citros 

C (CiLV-C, Cilevirus leprosis), o vírus da leprose dos citros C2 (CiLV-C2, Cilevirus 

colombiaense) e o PfGSV (Cilevirus passiflorae). O CiLV-C é o agente etiológico 

prevalente da leprose dos citros (LC), principal doença 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-González et al., 2018). Na Colômbia, o CiLV-C2 também foi relatado causando 

LC em plantas de laranja doce (Roy et al., 2013). O RNA1 desses vírus possui entre 8,7 

e 8,9 kb e contém duas ORFs: RdRp, que codifica um polipeptídio único envolvido na 

replicação viral, e p29, que é responsável pela provável codificação da proteína de capa. 

O RNA2 é menor, com um tamanho de 4,7 a 5 kb, e codifica quatro ORFs: p15, p61, MP 

e p24 (Freitas-Astúa et al., 2018). A proteína P15 atua como um possível supressor de 

silenciamento gênico; a P61 é provavelmente uma glicoproteína e efetor viral; P24 é uma 

putativa proteína estrutural do vírion e a mais conservada entre os cilevirus; e a MP é a 

proteína de movimento (Ramos-González et al., 2021). A região que separa as ORFs p15 

e p61 é conhecida como região intergênica e abriga ORFs órfãs específicas de cada vírus. 

O subgrupo 2 é constituído pelo Solanum violifolium ringspot virus (SvRSV, 

Cilevirus solani), Ligustrum leprosis virus (LigLV, Cilevirus australis), Ligustrum 

chlorotic spot virus (LigCSV, Cilevirus ligustri) (Ramos-González et al., 2023), pistachio 

virus Y (PisVY, Cilevirus pistaciae) e ViRSV. A principal diferença em comparação com 

o subgrupo 1 é 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 ortólogas aos genes p61, p32 (MP) e p24. O RNA2 dos cilevirus do 

subgrupo 2 não apresentam o ortólogo a ORF p15. Por fim, o subgrupo 3 é representado 

por uma única espécie, Cilevirus oahuense (hibiscus yellow blotch virus, HYBV) 

(Ramos-González et al., 2023), até o momento detectada apenas no Havaí, EUA. O 

RNA1 do HYBV é o menor entre os cilevírus descritos, com 8,4 kb, e contém duas ORFs, 

RdRp e ORF p10, que estão parcialmente sobrepostas. Diferentemente dos cilevírus dos 

subgrupos 1 e 2, em que a ORF p29 está localizada no extremo 3’ do RNA1, no HYBV 

essa ORF encontra-se posicionada no extremo 3’ do RNA2, após a ORF p24 (Olmedo-

Velarde et al., 2021). Por sua organização genômica, o HYBV tem sido considerado um 

elo evolutivo entre cilevírus e higrevírus, outro gênero da família Kitaviridae também 

encontrado no Havaí (Olmedo-Velarde et al., 2021; Ramos-González et al., 2023). 

2.2.1 Ácaros do gênero Brevipalpus como vetores de fitovírus  

O gênero Brevipalpus (Acari: Tenuipalpidae) agrupa cerca de 300 espécies de 

ácaros conhecidos como falso ácaro-aranha, distribuídos mundialmente, de hábito 

cosmopolita e polífago (Childers e Rodrigues, 2011; Castro et al., 2020; Santos de 

Mendonça et al., 2025). São ácaros avermelhados achatados dorso-ventralmente e que 

apresentam quatro pares de pernas na vida adulta. As colônias de algumas espécies são 

formadas em grande maioria por fêmeas haploides que se reproduzem a partir de 
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partenogênese telítoca devido à presença da bactéria endossimbionte Cardinium sp. 

(Weeks et al., 2001). Em 2022, o Ministério da Agricultura e Pecuária declarou os ácaros 

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

Os ácaros do gênero Brevipalpus atuam como vetores de fitovírus em culturas de 

significativa importância agronômica, como Citrus sinensis, Coffea arabica, Passiflora 

sp. e plantas ornamentais, como orquídeas de diferentes gêneros (Kitajima et al., 2003b, 

2010). Os vírus transmitidos por esses ácaros, denominados vírus transmitidos por 

Brevipalpus (VTBs), pertencem a três gêneros: Cilevirus e Higrevirus (família 

Kitaviridae, ordem Martellivirales) (Locali-Fabris et al., 2006; Melzer et al., 2012; 

Rodrigues, 2022) e Dichorhavirus (família Rhabdoviridae, ordem Mononegavirales) 

(Dietzgen et al., 2018). Os cilevírus e higrevírus são conhecidos como VTBs 

citoplasmáticos, uma vez que realizam a replicação viral no citoplasma celular (Ramos-

González et al., 2023). Por outro lado, os dichorhavírus possuem RNA de fita simples de 

sentido negativo, dividido em duas moléculas, e por replicarem no núcleo das células 

infectadas, são chamados de VTBs nucleares (Dietzgen et al., 2018; Freitas-Astúa et al., 

2018).  

2.3 Passion fruit green spot virus: biologia, epidemiologia e impactos agrícolas 

Duas importantes doenças impactaram os pomares de maracujá 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 à 

morte prematura das plantas, o que deu nome à doença (Santos-Filho et al., 1999). Nas 

folhas, observavam-se anéis e manchas cloróticas ao redor das nervuras, que 

posteriormente se tornavam verdes. Simultaneamente, a pinta verde do maracujazeiro 

(PVM) foi descrita em 1997 na região de Alta Paulista, São 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 condições foram associadas à infestação por 

ácaros do gênero Brevipalpus e à observação de partículas virais baciliformes curtas no 

citoplasma das células infectadas (Kitajima et al., 2003a). Durante a primeira década dos 

anos 2000, sintomas similares foram observados em outras regiões do Brasil, como Minas 

Gerais, Rio de Janeiro, Sergipe, Rondônia, Maranhão, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pará 

e Distrito Federal (Kitajima et al., 2003; Moraes et al., 2006). Em 2009, o sequenciamento 
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parcial do PfGSV identificou este vírus como o agente etiológico das duas doenças 

(Antonioli-Luizon, 2010). Mais recentemente, sua ocorrência foi confirmada na 

Colômbia, onde plantas de maracujá-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) exibindo 

sintomas de manchas verdes em folhas senescentes e clorose ao redor das nervuras 

foliares foram diagnosticadas com infecção por PfGSV. A detecção foi confirmada por 

RT-PCR e sequenciamento de alto desempenho (HTS), que revelaram elevada identidade 

nucleotídica (>99%) com isolados brasileiros de PfGSV, representando o primeiro relato 

do vírus na Colômbia (Roy et al., 2023).  

Embora o maracujazeiro amarelo seja o principal hospedeiro do PfGSV, o vírus é 

capaz de infectar pelo menos 35 gêneros botânicos (Kitajima et al., 2017; Saito, 2020; da 

Costa-Rodrigues et al., 2022; Pires, 2022). Recentemente, 16 espécies foram 

identificadas como hospedeiras experimentais através da inoculação com ácaros 

virulíferos do gênero 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.) 

não desenvolveram sintomas quando inoculadas com ácaros Brevipalpus, mas foram 

infectadas pelo PfGSV por meio de inoculação mecânica, indicando que são hospedeiras 

do vírus, mas não dos ácaros vetores (Pires, 2022).  

A presença do PfGSV nas plantas é evidenciada pelo surgimento de manchas 

verdes nos frutos maduros. Nas folhas, a infecção promove o aparecimento de anéis 

cloróticos e/ou necróticos e o amarelamento das nervuras, especialmente em folhas 

senescentes. Já 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 é transmitido pelo ácaro Brevipalpus yothersi (Figura 1 C), de forma 

persistente, mas não há nenhum estudo avaliando a possibilidade de replicação deste vírus 

no vetor. A caracterização do genoma de cinco isolados permitiu a classificação do PfGSV 

no gênero Cilevirus, família Kitaviridae (Ramos-González et al., 2020). Em análises de 

microscopia eletrônica de transmissão, é possível observar partículas virais baciliformes 

curtas envelopadas (50-70 nm x 100-120 nm) no citoplasma das células infectadas, além 
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de viroplasmas eletrodensos, associados ao retículo endoplasmático (Figura 1D-a, 1D-b 

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

 

Figura 1. A – Sintomas da infecção por PfGSV em orquídeas do gênero Eria (isolado 

PfGSV_Lim01). B – Sintomas de infecção por PfGSV em folhas, ramos e frutos de maracujazeiro (Ramos-

González et al., 2020). C – Micrografia de Brevipalpus yothersi coletado em uma amostra de orquídea 

originária de Limeira infectada com PfGSV_Lim01 (colaboração com Dra. Aline Tassi). D-a, D-b e D-c – 

Partículas baciliformes observadas em cisternas do retículo endoplasmático de células de maracujazeiro 

infectadas pelo PfGSV (Kitajima et al., 2003a; Antonioli-Luizon, 2009). 

O genoma do PfGSV é composto por duas moléculas de RNA de fita simples com 

polaridade positiva [(+) ssRNA], e cauda poli-A nos extremos 3' (Figura 2) (Ramos-

González et al., 2020). O RNA1 possui aproximadamente 9 kb e contém duas ORFs: a 

que codifica a proteína RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), envolvida na 

replicação viral e que contém os domínios de metiltransferase, helicase e RdRp, e a ORF 

p29, que codifica a provável proteína de capa. O RNA2 é menor, com cerca de 5 kb, e 

contém cinco ORFs: p15, p13/p11, p61, MP e p24. A ORF p15 codifica uma provável 

proteína de 15 kDa, exclusiva dos cilevírus, que provavelmente desempenha um papel 

adaptativo crucial, relacionado com a regulação da interação vírus-planta, atuando como 

supressor de silenciamento gênico e/ou interagindo com outras proteínas virais ou do 

hospedeiro (Ramos-González et al., 2021). A ORF p13 codifica uma proteína putativa de 

13 kDa, sem homologia conhecida em bancos de dados públicos, com função ainda não 

elucidada. A ORF p61 codifica uma provável glicoproteína que atua como um efetor viral. 
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A ORF MP codifica a proteína de movimento pertencente à superfamília 30K, e a ORF 

p24 codifica a putativa proteína estrutural do vírion, sendo a proteína P24 a mais 

conservada entre os cilevírus (Ramos-González et al., 2020). 

 

Figura 2. Representação esquemática da organização genômica de PfGSV. Adaptado de Ramos-

González et al., 2020; 2021. 

 

A região genômica entre as ORFs p15 e p61 do RNA2 de cilevírus foi denominada 

região intergênica (RI) por ser considerada não codificante. No entanto, essa 

denominação é inadequada para o PfGSV, uma vez que foram constatadas evidências de 

regiões codificadoras, além de ser uma RI menor que as observadas em outros cilevírus. 

A análise das sequências de cinco isolados identificou um alelo da ORF p13, denominado 

p11 (Ramos-González et al., 2020). Esse alelo foi detectado em apenas um isolado, 

coletado em Bom Jesus da Lapa, Bahia, em 2008 (PfGSV_BJL01), obtido em uma 

amostra de maracujazeiro. O alelo p11 codifica uma proteína putativa de 11,1 kDa, que 

compartilha os primeiros 40 resíduos com a proteína codificada pelo alelo p13. A proteína 

codificada pela ORF p13 apresenta 10 resíduos de arginina e um de lisina, o que sugere 

uma carga positiva, possivelmente favorecendo interações com moléculas de carga 

negativa, como os ácidos nucleicos. Além disso, a proteína contém um domínio de 15 

aminoácidos (aa), com quatro resíduos de cisteínas e dois de histidina, que compartilha 

similaridade com motivos encontrados no inibidor antiapoptose induzido por citocina 1 

(CIAPIN1; PF05093) e no domínio PGC7/Stella/Dppa3 (PGC7_Stella; PF15549). Esses 

15 aa fazem parte de uma região maior que apresenta semelhanças com o domínio FDB, 

descrito em proteínas vegetais contendo domínios FBox e BRCT (Doerks et al., 2002; 

Ramos-González et al., 2020). Na região C-terminal da P13, foi identificada uma 

sequência de 26 aa com moderada similaridade ao domínio de ligação à quitina tipo 3 

(InterPro IPR003610). Essas características sugerem que a proteína P13 pode 
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desempenhar funções auxiliares, potencialmente mediando interações moleculares 

cruciais para o ciclo de multiplicação viral, como a ligação a ácidos nucleicos e outras 

moléculas essenciais à patogênese viral. 

O padrão de RNAs subgenômicos (sgRNAs) de PfGSV apresentou similaridade 

com o descrito para CiLV-C (Ramos-González et al., 2020). Análises por Northern blot 

utilizando sondas específicas para as ORF p29 e p24 permitiram a identificação de duas 

bandas: gRNA1 (RNA genômico 1) e sgRNA1, o qual codifica a proteína P29. Para o 

RNA2, foram detectadas cinco bandas distintas, correspondendo a gRNA2, sgRNA2, 

sgRNA3, sgRNA4 e sgRNA5. Os sgRNAs 2 e 3 possivelmente codificam as proteínas 

P61 e MP, respectivamente. O sgRNA4 foi o mais abundante e corresponde a ORF p24. 

A quinta banda, referente ao sgRNA5, foi identificada como uma banda de baixa 

intensidade, sugerindo a necessidade de mais estudos para sua confirmação. O sgRNA5 

demonstrou-se tão abundante quanto o sgRNA2, com um peso molecular ligeiramente 

superior, e pode estar associado à expressão da ORF p13 (Ramos-González et al., 2020). 

2.4 Pequenas proteínas acessórias virais e suas funções acessórias adaptativas 

No surgimento das técnicas bioinformáticas para a anotação de genomas foram 

aplicados limites de tamanhos arbitrários para a detecção de ORFs putativas e as funções 

de suas respectivas proteínas (Storz et al., 2014). Nesse contexto, proteínas menores 

foram muitas vezes negligenciadas, sendo consideradas erros de predição ou sem função 

relevante (Hellens et al., 2016). No entanto, no caso particular dos vírus, que possuem 

genomas compactos, mecanismos alternativos foram selecionados para codificar 

proteínas de pequeno tamanho e com funções biológicas cruciais. Nos últimos anos, 

pequenas fases de leitura abertas (sORFs, do inglês small ORFs), que codificam proteínas 

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

A proteína M2 do vírus influenza A (Alphainfluenzavirus influenzae, família 

Orthomyxoviridae), por exemplo, é uma proteína integral de membrana que forma 

tetrâmeros com canais iônicos, facilitando a entrada de prótons no vírion, 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 porção citoplasmática 

participa do brotamento do vírion maduro. No vírus da imunodeficiência humana 1 

(Lentivirus humimdef1, família Retroviridae), a proteína transmembrana Vpu regula 

negativamente CD4 e tetherin, promovendo evasão imunológica e disseminação viral, 
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além de formar canais iônicos (Neil et al., 2008; McNatt et al., 2009; Strebel, 2014). Os 

papilomavírus (família Papillomaviridae) codificam a proteína E5, um fator oncogênico 

com domínio transmembrana, que ativa receptores de crescimento celular. No caso do 

papilomavírus humano 16, a proteína E5 além de modular a atividade do fator de 

crescimento epidérmico, também é capaz de oligomerizar formando canais iônicos, 

atuando assim como viroporina (DiMaio e Petti, 2013; DiMaio, 2014). Nos poxvírus 

(família Poxviridae), muitas proteínas transmembrana pequenas são codificadas, como a 

03L, que facilita a entrada viral na célula hospedeira, e pelo menos outras oito proteínas 

participam da biogênese e maturação do vírion, embora algumas funções específicas 

permaneçam desconhecidas (DiMaio, 2014). Já as pequenas proteínas hidrofóbicas (SH), 

encontradas em Paramyxoviridae e Pneumoviridae, atuam como viroporinas e modulam 

a resposta imune, inibindo apoptose e vias imunológicas, sendo essenciais para a evasão 

do sistema imune, apesar de não serem necessárias para a replicação viral (DiMaio, 2014; 

Brynes e Williams, 2024). 

Pequenas proteínas acessórias também são encontradas em vírus que infectam 

plantas. Os vírus da família Potyviridae, a maior família de vírus de plantas com genoma 

de RNA, codificam duas proteínas auxiliares de pequeno porte essenciais para a 

proliferação viral, denominadas 6K1 e 6K2 (Cui e Wang, 2016; Yang et al., 2021). A 

proteína 6K2 atua como uma proteína integral de membrana, desempenhando um papel 

crucial na formação do complexo de replicação viral ao interagir com o retículo 

endoplasmático das células hospedeiras infectadas. A proteína 6K1 foi caracterizada 

como uma viroporina, formando pentâmeros com canais iônicos centrais, o que resulta 

no aumento da permeabilidade da membrana e facilita a passagem de íons potássio (Chai 

et al., 2024). 

A caracterização da proteína P6 do barley yellow striate mosaic virus (BYSMV, 

Cytorhabdovirus hordei) revelou outro papel adicional essencial para a infecção viral: a 

modulação da resposta do hospedeiro com o objetivo de atrair insetos vetores (Gao et al., 

2022). A proteína P6_BYSMV demonstrou a capacidade de inibir a sinalização mediada 

por ácido jasmônico, o principal hormônio associado à resposta de plantas contra 

herbivoria. Especificamente, a proteína P6 bloqueia a ativação do complexo E3 

ubiquitina-ligase, responsável pela degradação de proteínas reguladoras, como as da 

família Jasmonate ZIM-domain (JAZ). O acúmulo de JAZ, por sua vez, resulta em uma 

redução na resposta mediada por ácido jasmônico, tornando as plantas infectadas menos 
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repelentes para os insetos vetores e, consequentemente, promovendo a dispersão viral 

(Gao et al., 2022).  

As proteínas BMB1 e BMB2, codificadas pelo HGSV, gênero Higrevirus, 

desempenham papéis complementares no transporte célula a célula do material genético 

viral por meio dos plasmodesmos (Atabekova et al., 2022). A BMB1 é uma proteína com 

domínios NTPase/helicase com capacidade de ligação a RNA, enquanto a BMB2 é uma 

pequena proteína hidrofóbica associada às membranas do retículo endoplasmático. A 

BMB2 atua induzindo constrições nos túbulos do ER e direcionando BMB1 para os 

“corpos de membranas associados aos plasmodesmos”, a partir da interação entre a região 

C-terminal de BMB1 e a N-terminal de BMB2 (Atabekova et al., 2022). O sistema 

funcional formado pelas proteínas BMB1 e BMB2 é comparável ao “triple gene block”  

(TGB) codificado por vírus de diferentes famílias (Morozov e Solovyev, 2003), porém 

com adaptações para um “dual gene block” (DGB) funcional. Além disso, a BMB2 atua 

aumentando a permeabilidade dos plasmodesmos, permitindo a passagem de complexos 

de ribonucleoproteínas por meio de canais dilatados, atuando de forma semelhante a 

proteínas viroporinas. Essas funções cooperativas entre as duas proteínas são essenciais 

para o transporte eficiente do genoma viral entre células adjacentes, destacando a 

modularidade e a especialização evolutivo do sistema DGB (Atabekova et al., 2022). 

2.5 Dinâmica evolutiva das ORFs virais 

No passado considerava-se que novas proteínas poderiam surgir apenas de regiões 

que previamente codificavam proteínas (Singh e Syrkin Wurtele, 2020). Atualmente, duas 

principais hipóteses são aceitas: divergência rápida de genes pré-existentes e surgimento 

de novo a partir de sequências não codificantes (Tautz e Domazet-Lošo, 2011; Singh e 

Syrkin Wurtele, 2020; Xia et al., 2025). No caso da divergência rápida é proposto que 

uma sequência codificante pré-existente sofre mutações intensas que eliminam a 

homologia com os genes ancestrais. Esse fenômeno é mediado pelo processo de 

“pseudogenização” parcial, no qual o gene ancestral perde sua funcionalidade, permitindo 

que o gene novo sofra processos evolutivos livremente, adquirindo novas funções (Singh 

e Syrkin Wurtele, 2020). Em contraste, o mecanismo de surgimento de novo envolve a 

emergência de genes a partir de regiões não codificantes, como regiões intergênica, 

íntrons ou fases de leitura alternativas dentro de genes existentes (Carvunis et al., 2012; 

Van Oss e Carvunis, 2019). Essas regiões, anteriormente não codificantes, podem ser 

transcritas, gerando protogenes que atuam como reservatório de diferenciação genética 
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(Van Oss e Carvunis, 2019). Além disso, RNAs não codificantes, RNAs longos não 

codificantes (lncRNA) também poderiam atuar no surgimento de novos genes. Esses 

transcritos contêm ORFs, que podem ser traduzidas por meio de tradução pervasiva, 

gerando peptídeos primitivos que, sob pressões seletivas, evoluem para genes 

codificantes estáveis (Carvunis et al., 2012; Van Oss e Carvunis, 2019; Guerra-Almeida 

e Nunes-da-Fonseca, 2020). 

O surgimento de novas ORFs em genomas virais está diretamente relacionado a 

plasticidade genômica característica desses organismos, que possuem altas taxas de 

mutação e recombinação genômica, além de estarem submetidos a pressões seletivas 

intensas (Tautz e Domazet-Lošo, 2011; Carvunis et al., 2012). Eventos de mutação, como 

substituições nucleotídicas, inserções ou deleções, frequentemente resultam na 

emergência de ORFs de novo, especialmente em regiões intergênicas ou sobrepostas a 

ORFs pré-existentes. Mutações que alteram o quadro de leitura podem levar ao 

aparecimento de novas proteínas, algumas das quais, com funções adaptativas vantajosas, 

são favorecidas pela seleção positiva, como evidenciado no aumento da replicação ou na 

capacidade de evasão das defensas hospedeiras (Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca, 

2020). Além disso, mecanismos de recombinação e rearranjos genômicos desempenham 

papéis centrais no surgimento de novas ORFs em genomas virais. Esses processos 

permitem a reorganização de segmentos genéticos e criam um ambiente propício para 

diversidade genômica que pode ser explorado pela seleção natural (Carvunis et al., 2012).  

A fixação de certas variantes genômicas virais ocorre de forma complexa e pode 

depender de uma combinação de fatores adaptativos e estocásticos. Variantes que 

conferem vantagens adaptativas, como maior eficiência de replicação ou evasão de 

defesas do hospedeiro, são rapidamente favorecidas pela seleção natural e ao longo do 

tempo são estabelecidas no genoma viral. A fixação de novas ORFs é amplamente 

favorecida pela aquisição de elementos reguladores que aprimoram a eficiência do 

processo de tradução e aumentam a estabilidade do RNA mensageiro (Tautz e Domazet-

Lošo, 2011; Carvunis et al., 2012). Sinais regulatórios, como sequências de ligação ao 

ribossomo, elementos de estabilização de extremidade 3’, e a formação de contextos 

favoráveis para o início da tradução, como a sequência Kozak, contribuem para o sucesso 

dessas variantes, favorecendo sua integração/fixação nos genomas virais. Por outro lado, 

a eliminação de variantes ocorre quando mutações deletérias ou regiões genômicas 

redundantes são alvos de seleção purificadora, otimizando o genoma viral para maximizar 
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sua eficiência de replicação. Esses processos dinâmicos de emergência, fixação e deleção 

de variantes modulam continuamente a organização dos genomas virais, promovendo 

adaptações a mudanças nos ambientes e diferentes pressões seletivas (Tautz e Domazet-

Lošo, 2011; Carvunis et al., 2012; Guerra-Almeida e Nunes-da-Fonseca, 2020; Gao et 

al., 2022). 

Uma recente análise dos genomas do monkeypox virus (Orthopoxvirus 

monkeypox) relacionados ao surto de 2022 revelou alterações genéticas relevantes, 

incluindo mutações que interrompem ORFs em um total de 25 amostras clínicas (Sereewit 

et al., 2022). Entre os achados, destacaram-se mutações sem sentido em genes não 

essenciais, envolvidos na modulação da resposta imune do hospedeiro, resultando na 

interrupção das proteínas codificadas. Além disso, foram documentadas grandes deleções 

que afetam múltiplos genes, deletando completamente ORFs e provocando o truncamento 

de outras. Também foi identificada uma mutação de inserção, induzindo uma mudança de 

quadro de leitura e alterando significativamente o produto proteico. As mutações 

identificadas causaram interrupção de determinados genes, provavelmente gerando 

proteínas não funcionais, e completa deleção de outros. As análises indicaram que as 

mutações identificadas foram predominantemente transições G → A e C → T, sugerindo 

um possível envolvimento do sistema de edição enzimática APOBEC3 (Sereewit et al., 

2022). Esses resultados fornecem evidências importantes sobre os mecanismos de 

adaptação do vírus e os efeitos da pressão seletiva em hospedeiros humanos. 

Nas ORFs, o contexto Kozak é definido pela sequência consenso que flanqueia o 

códon de iniciação AUG, e é um dos principais determinantes da eficiência traducional 

em eucariotos, regulando o reconhecimento do códon de início pelos ribossomos e 

influenciando diretamente nos níveis de expressão proteica (Kozak, 1986; 1987). Em 

vírus, a variação nesse contexto constitui uma estratégia adaptativa, permitindo modular 

a tradução de proteínas de acordo com o momento e as necessidades do ciclo infeccioso 

e do hospedeiro. Essa plasticidade favorece a emergência e a fixação de novas ORFs, uma 

vez que sinais regulatórios eficientes, como a presença de sequências Kozak, aumentam 

a probabilidade de estabilização e expressão funcional de protogenes virais (Tautz e 

Domazet-Lošo, 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 regulação traducional contribuem para a adaptação e evolução viral. 
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3  OBJETIVO GERAL 

Caracterizar a variabilidade genética da região do extremo 5’ do RNA2 do 

cilevírus passion fruit green spot virus (PfGSV, Cilevirus passiflorae, Kitaviridae). 

3.1 Objetivos específicos  

➢ Determinar a organização das ORFs emergentes no RNA2 de PfGSV, com 

ênfase na variabilidade nucleotídica. 

➢ Identificar potenciais características funcionais e filogenéticas das proteínas 

codificadas pelas ORFs emergentes de PfGSV. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Amostras vegetais: origem, conservação e processamento 

4.1.1 Processamento de amostras vegetais in natura  

As amostras foliares com sintomas característicos da infecção por PfGSV tiveram 

as lesões isoladas com uso de lâminas estéreis. Um fragmento de cerca de 100 mg de 

tecido de cada lesão foi submerso em nitrogênio líquido (N2) e macerado em almofariz e 

pistilo. O RNA total de amostras foliares foi extraído mediante o protocolo de TrizolTM, 

de acordo com as instruções do fabricante (Thermo Scientific, Waltham, EUA). O tecido 

sintomático excedente foi armazenado em tubos estéreis em ultrafreezer a -80°C. 

4.1.2 Processamento de material vegetal de maracujá conservados em ultrafreezer 

A Unidade Laboratorial de Referência em Biologia Molecular Aplicada (ULR-

BMA), no Instituto Biológico de São Paulo, SP, possui uma coleção de RNA de amostras 

com suspeita de infecção por VTBs conservada a -80°C. A maioria das amostras utilizadas 

neste estudo foi obtida dessa compilação de RNAs extraídos entre os anos de 2012 e 2022. 

Conforme protocolo estabelecido no laboratório, as amostras recebidas são catalogadas, 

e informações detalhadas, como a espécie vegetal, a data e o local de coleta, são 

registradas. Seguindo um protocolo padrão estabelecido, as lesões nas amostras são 

isoladas utilizando lâminas estéreis, armazenadas em tubos estéreis, e posteriormente 

mantidas a -80°C. 

 

4.2 Reação de transcrição reversa 

A transcrição reversa (RT, do inglês reverse transcription) ou síntese de DNA 

complementar (cDNA) foi realizada com o kit GoScript Reverse Transcriptase (Promega, 

Madison, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. A reação foi realizada para 

um volume final de 20 µL, usando inicialmente aproximadamente 400 ng de RNA e 8 µL 

de H2O livre de RNAse para a desnaturação. Em seguida, foram adicionados 2 µL de 

enzima, 4 µL de buffer e 4 µL de H2O livre de RNAse. Os ciclos térmicos foram: 5 min 

a 70°C para a desnaturação e, 25°C por 5 min, 42°C por 1h, 70°C por 15 min para a 

síntese do cDNA. 
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4.3 Detecção de passion fruit green spot virus 

Para a confirmação da infeção por PfGSV foi realizada a reação em cadeia da 

polimerase (PCR, do inglês polymerase chain reaction) com iniciadores específicos 

(Tabela 1).  

Tabela 1. Iniciadores específicos utilizado para a detecção de PfGSV e amplificação da região de 

interesse. Os iniciadores referentes ao RNA1 incluem regiões como RdRp e p29, enquanto os do RNA2 

abrangem MP, p24 e o extremo 5’ do RNA2 de PfGSV. 

 Iniciador ORF/região Sequência (5’-3’) 

Tamanho do 

fragmento 

(pb) 

Referência 

RNA1 

C13 RdRp 
F: ATTCATGCGTTTCACGGTTA 

R: CGAATGCCTCTGACACAACT 
322 

Antonioli-

Luizon, 2010 

C16 p29 
F: ACACCAAGAGTACTATCGATC 

R: CATCAAGTGGAGCAAGTTC 
452 

Ramos-
González et 

al., 2020 

RNA2 

C6 MP 
F: CGATATTTGATCAATCCGTT 

R: CACCTTAAAATTCGAGGGTT 
245 

Antonioli-

Luizon, 2010 

C8 p24 
F: TTCATCGCAAGTTCGTATACCT 

R: CTGTTGTGCCAAATCATCAA 
299 

Antonioli-

Luizon, 2010 

1Fb/1R 

Extremo 5’ do 
RNA2 

F: GATAAAAATACAAAACTTTTAGTGATATC 
R: GGTTTTCACCCTCACCTA 

1.432 
Ramos-

González et 

al., 2020 
1Fd 

F: TAAAAGTCTGGGTGTCATC 
R: GGTTTTCACCCTCACCTA 

1.328 

 

Para amplificação dos fragmentos genômicos de interesse, as PCRs foram 

montadas usando o kit GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, Madison, EUA), seguindo 

as orientações do fabricante, para uma reação final de 10 µL. Foram utilizados 5 µL de 

mix, aprox. 100ng de cDNA, 200 nM de cada iniciador e 3,6 µL de H2O estéril.  

 

4.4 Clonagem molecular e sequenciamento 

Para a clonagem dos fragmentos de interesse, a região entre as ORFs p15 e p61 

do RNA2 de PfGSV foi amplificada utilizando iniciadores específicos (Tabela 1 e Figura 

3). As reações de amplificação foram conduzidas com o kit Taq Pol (-) MgCl2 (Cellco, 

São Paulo, Brasil), seguindo as recomendações do fabricante, em um volume final de 60 

µL. Os produtos amplificados, de aproximadamente 1.500 pb, foram visualizados em gel 

de agarose a 0,8%, corado com brometo de etídio, e as bandas correspondentes foram 

recortadas do gel com lâminas estéreis, seguidas de purificação utilizando o kit Wizard 

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, EUA). 



24 

 

 

 

Figura 3. Esquema da região 5’ do RNA2 de PfGSV, indicando a localização relativa dos 

iniciadores e os tamanhos esperado dos fragmentos amplificados.   

 

Os fragmentos purificados foram quantificados utilizando um espectrofotômetro 

NanoDrop ND 8000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) e posteriormente ligados ao 

plasmídeo pGem-T Easy Vector System (Promega) por meio da enzima T4 DNA ligase 

(Promega), conforme as instruções do fabricante. Os produtos das reações de ligação 

foram transformados em células competentes de Escherichia coli 10β via eletroporação 

(Hanahan, 1983). Em seguida, as células foram incubadas em agitação a 37°C por 1 hora 

em meio de cultura líquido 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 sólido LB, preparado com adição de 15 g/L de ágar, foram suplementadas 

com ampicilina (100 µg/mL), IPTG (0,5 µg/mL) e X-Gal (40 µg/mL) para a seleção das 

colônias transformadas. A seleção foi realizada por meio da técnica de coloração 

branco/azul, onde as colônias de coloração branca foram submetidas à PCR de colônia 

utilizando o kit GoTaq G2 Green Master Mix (Promega) e iniciadores universais M13 

para o vetor. As colônias que apresentaram padrão de amplificação coerente com o 

fragmento clonado foram submetidas à extração de DNA plasmidial via lise alcalina 

(Birnboim e Doly, 1979). Por fim, a presença do inserto foi confirmada por digestão com 

enzima de restrição EcoRI (Promega). O produto da digestão foi observado por 

eletroforese em gel de agarose 0,8% com adição de brometo de etídio. 

 

4.5 Sequenciamento Sanger dos fragmentos clonados 

Após confirmação da inserção do fragmento nas construções, o DNA de três 

colônias independente de cada transformação foi purificado mediante o procedimento 

PEG 6000 (Schmitz e Riesner, 2006), quantificado em espectrofotômetro NanoDrop ND 

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

Ricardo Harakava.  

 

4.6 Análises bioinformáticas 

Para as análises bioinformáticas foram utilizados diversos softwares 

especializados. Para a montagem de contigs e o alinhamento de sequências, 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 sequências foram conduzidas utilizando 

os programas BLAST e BLASTX (NCBI, EUA) (Altschul et al., 1990), bem como 

HHpred e HHblits (MPI Bioinformatics Toolkit, Tübingen, DE) (Zimmermann et al., 

2018; Gabler et al., 2020).  

As análises in silico das proteínas incluíram a utilização de ferramentas 

específicas para diferentes aspectos: NetNGlyc 1.0 (Gupta e Brunak, 2002) e NetOGlyc 

4.0 (Steentoft et al., 2013) foram utilizados para a predição de sítios de glicosilação; 

DeepLoc 2.1 (Ødum et al., 2024) para predição da localização subcelular. 

Adicionalmente, os softwares DeepTMHMM 1.0 (Hallgren et al., 2022) e TMHMM 2.0 

(Sonnhammer et al., 1998; Krogh et al., 2001) foram empregados na identificação de 

domínios transmembrana. Já os softwares SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011) e TargetP 

2.0 (Armenteros et al., 2019) foram utilizados para a predição de peptídeos sinal e para a 

determinação do destino subcelular das proteínas com base nos peptídeos sinal, 

respectivamente. Por fim, o AlphaFold 3 foi empregado para previsão da estrutura 

terciária das proteínas (Jumper et al., 2021; Mirdita et al., 2022; Varadi et al., 2024). 

As regiões que flanqueam ao códon de iniciação AUG foram analisadas a partir 

das ORFs de PfGSV, considerando uma janela de 6 nucleotídeos a montante e 6 

nucleotídeos a jusante. A frequência das bases (conservação nucleotídica e os padrões) no 

contexto Kozak foram avaliados mediante WebLogos v.ersão 2.8.2 (software disponível 

em www.weblogo.berkeley.edu) (Schneider e Stephens, 1990; Crooks et al. 2004), 

utilizando os parâmetros padrão de frequência relativa de cada nucleotídeo. A composição 

e arquitetura do contexto Kozak foram classificadas segundo critérios previamente 

descritos, considerando ótima a presença de uma base purina (A/G) na posição -3 e de 
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guanina (G) na posição +4, moderada quando apenas uma das posições foi atendida a 

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

 

4.7 Isolados analisados 

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

à região entre as ORFs p15 e p61. Dentre essas, 16 sequências foram obtidas e descritas 

no presente trabalho, representando novos isolados provenientes de diferentes estados 

brasileiros e do Paraguai. Quatro isolados adicionais (Prb11, Cmp02, ASU03 e Lim01), 

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

incluídos nas análises. Por fim, sete sequências 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. 

Isolado 
Gênero 

vegetal 

Local de 

coleta 
Ano 

N°acesso 

GenBank 

Método de 

sequenciamento 
Referência 

Crd01 Hibiscus 
Cordeirópolis 

- SP 
2013 PQ762178 Sanger 

Presente trabalho 

ASU01 Hibiscus 
Assunção - 

Paraguai 
2015 PQ773497 Sanger 

Prb04 Miltonia 
Piracicaba - 

SP 
2014 PQ762185 Sanger 

Prb02 Hibiscus 
Piracicaba - 

SP 
2016 PQ762186 Sanger 

Prb05 Nicotiana 
Piracicaba - 

SP 
2016 PQ773496 Sanger 

Prb01 Hibiscus 
Piracicaba - 

SP 
2012 PQ762187 Sanger 

Cmp01 Hibiscus 
Campinas - 

SP 
2017 PQ762182 Sanger 

Prb06 Hibiscus 
Piracicaba - 

SP 
2019 PQ762188 Sanger 

SPa02 Passiflora 
São Paulo - 

SP 
2019 PQ762181 Sanger 

Lon01 Hibiscus 
Londrina - 

PR 
2020 PQ762179 Sanger 

Con01 Ligusturm Conchas - SP 2021 PQ762180 Sanger 

Prb07 Ligusturm 
Piracicaba - 

SP 
2021 PQ762189 Sanger 

Prb09 Tibouchina 
Piracicaba - 

SP 
2023 PQ762190 Sanger 
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Prb10 Tibouchina 
Piracicaba - 

SP 
2023 PQ762191 Sanger 

ASP01 Thunbergia 
Águas de São 

Pedro - SP 
2023 PQ762192 Sanger 

Cas01 Hibiscus 
Castanhal - 

PA 
2023 PQ753211 Sanger 

Prb11 Ligustrum 
Piracicaba – 

SP 
2014 - HTS 

Chabi-Jesus, dados 

não publicados 

Cmp02 Thunbergia 
Campinas – 

SP 
2017 - HTS 

ASU03 Ligustrum 
Assunção - 

Paraguai 
2017 PQ762184 HTS 

Lim01 Eria Limeira - SP 2020 PQ762183 HTS 

Snp1 Passiflora Sinop - MT 2016 NC_055652.1 HTS 

Ramos-González et 

al., 2020 

Snp2 Passiflora Sinop - MT 2016 MN746811.1 HTS 

NFo1 Passiflora 

Nova 

Fronteira - 

MT 

2018 MN746813.1 HTS 

BSB1 Passiflora Brasília - DF 2003 MK804174.1 HTS 

BJL01 Passiflora 
Bom Jesus da 

Lapa - BA 
2008 MK804176.1 HTS 

CYPe246 Passiflora Colômbia 2020 OP564896.1 HTS Roy et al., 2022 

RsTHr269 Hibiscus Colômbia 2022 PP115954.1 HTS Roy et al., 2024 
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5  RESULTADOS  

5.1 Caracterizações de novos isolados de PfGSV 

Foram sequenciados fragmentos de aproximadamente 1.500 nucleotídeos de sete 

novos isolados de PfGSV, provenientes de amostras coletadas entre 2013 e 2023 em 

diferentes estados brasileiros, como São Paulo e Pará, além de uma amostra oriunda do 

Paraguai (Figura 4). Esses isolados foram obtidos de oito gêneros vegetais, 

incluindo Hibiscus, Ligustrum, Tibouchina e Thunbergia.  

 

Figura 4. Distribuição geográfica das amostras de PfGSV coletadas entre 2013 e 2023, incluindo 

23 isolados provenientes do Brasil, 2 isolados da Colômbia e 2 isolados do Paraguai. O conjunto abrange 

amostras recentemente sequenciadas por Sanger neste trabalho, sequências previamente geradas por HTS 

por nosso grupo de pesquisa (ASU03, Prb11, Cmp02 e Lim01) e sequências depositadas no GenBank. 

 

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

Dois alelos da ORF p13, designados como p13 e p11, foram previamente 

identificados (Ramos-González et al., 2020). Um terceiro alelo, denominado ∆p11, foi 

encontrado em três isolados, um de Limeira, SP (PfGSV_Lim01) e dois do Paraguai 

(PfGSV_ASU01 e PfGSV_ASU03). O alelo p13 contém 330 nucleotídeos e codifica uma 



29 

 

proteína tentativa de 110 aa, enquanto o alelo p11 possui 282 nucleotídeos e codifica uma 

proteína de 94 aa. O alelo ∆p11, por sua vez, apresenta 177 nucleotídeos e codifica uma 

proteína de 59 aa. 

5.2.1 O alelo p13 é o prevalente entre o conjunto de amostras analisadas 

O alelo p13, de 330 nucleotídeos, é o prevalente nos isolados estudados. p13 foi 

identificado em 23 isolados, coletados nos estados brasileiros de São Paulo, Mato Grosso, 

Paraná, Pará e Distrito Federal, além de isolados da Colômbia, entre os anos de 2003 e 

2023. Os isolados nos quais o alelo p13 foi identificado são provenientes de amostras 

pertencentes aos gêneros Hibiscus, Ligustrum, Miltonia, Nicotiana, Thibouchina e 

Thunbergia, além de Passiflora.  

A sequência de nucleotídeos da ORF p13 é altamente conservada entre os 

isolados, apresentando valores de identidade que variam de 97,6 a 100%. Foram 

identificadas 18 mutações na comparação da sequência de nucleotídeos da ORF p13, 

sendo nove sinônimas, que não alteram o aminoácido codificado, e nove não sinônimas, 

nas quais ocorre a substituição do aminoácido (Tabela 3).  

Tabela 3. Mutações sinônimas e não sinônimas identificadas nas sequências da ORF p13. Os 

códons marcados por um “*” e dois “**” (asteriscos) representam mais de uma mutação na mesma trinca 

em diferentes isolados. Os códons foram numerados a partir do códon de início AUG (1° códon). Estão 

sinalizados, em vermelho, os nucleotídeos que sofreram mutações. 

Mutações sinônimas 

Localização 

códon 
Códon Aminoácido Isolados 

Códon 

mutado 
Aminoácido Isolados 

9° AAU Asp 22 isolados AAC Asp 
Prb07, Prb09 

e Prb10 

10° UAC Tyr 22 isolados UAU Tyr Snp01 

43° GAG Glu 22 isolados GAA Glu 
CYPe-246 e 

RsTHr-269 

49° CAU His 22 isolados CAC His Cas01 

63° UCU Ser 22 isolados UCG Ser Snp02 

80° AUA Ile 22 isolados AUU Ile Prb07 

88° GCG* Ala 22 isolados GCA Ala Con01 

89° AAU Asn 22 isolados AAC Asn Crd01 

98° AGA** Arg 16 isolados AGG Arg 

BSB01, 

Prb01, Prb02, 

Prb04, Prb05, 

Prb06 

Mutações não sinônimas 
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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 
ASP01 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 ASP01 

 

A proteína P13 é altamente conservada entre os isolados (Figura 5). A identidade 

na sequência dos aminoácidos varia entre 95,5% e 100%, sendo os menores valores entre 

os isolados de Snp02/Cas01 e ASP01/Cas01. Os resultados da análise de predição de 

homologia realizada no HHpred (Zimmermann et al., 2018; Gabler et al., 2020) sugerem 

que a proteína P13 possui similaridade remota com proteínas que desempenham funções 

regulatórias e estruturais. A principal correspondência é uma proteína com estrutura de 

dedo de zinco, frequentemente associada à ligação ao DNA e regulação transcricional 

(PDB 1M36_A), sugerindo um possível papel na regulação da expressão gênica. Outras 

possíveis relações de identidade incluem proteínas com domínios LIM, conhecidos por 

mediar interações proteína-proteína, geralmente envolvidas na arquitetura do 

citoesqueleto e na sinalização celular. Esses resultados fornecem uma base para hipóteses 

sobre as possíveis funções biológicas da sequência-alvo, com plausíveis papéis em 

regulação genética, interação celular e resposta imune. 

 

Figura 5. Alinhamento da sequência de aminoácidos das proteínas ∆P11, P11 e P13 dos isolados 

de PfGSV. O alinhamento foi realizado utilizando o software Vector NTI, evidenciando as regiões 

conservadas. Os aminoácidos destacados em amarelo dizem respeito às posições altamente conservadas em 

todos os isolados; em azul, estão representados os aminoácidos com conservação parcial e divergências 

entre os isolados; em verde, estão destacadas as substituições pontuais entre os isolados.  
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A análise dos resultados de predição de localização subcelular das proteínas P13 

foi realizada utilizando DeepLoc-2.1 (Ødum et al., 2024). A proteína predita P13 possui 

uma distribuição tentativa predominantemente no citoplasma e na mitocôndria, com 

valores de probabilidade de predição variando entre 0,40 até 0,50 em ambas as 

localizações celulares. No entanto, os valores para núcleo e meio extracelular também 

foram consideráveis, entre 0,30 e 0,40. O perfil transmembrana de todas as proteínas P13 

é consistente, apresentando o valor de probabilidade de 0,70 em todas as sequências. Os 

valores de probabilidade de solubilidade das proteínas P13 também foi consistente, 

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

Os resultados obtidos pela análise preditiva de N-glicosilação utilizando o 

software NetNGlyc 1.0 (Gupta e Brunak, 2022) indicam uma alta probabilidade de 

glicosilação para P13. Em todas as sequências, o sítio de glicosilação NYSI foi 

recorrentemente detectado, e a concordância entre os nove métodos de predição utilizados 

pelo software foi elevada, com o valor de consenso estatístico de 0,79. Por outro lado, a 

análise preditiva de O-glicosilação, utilizando o software NetOGlyc 4.0 (Steentoft et al., 

2013), não previu nenhum sítio de possível O-glicosilação para P13.  

5.2.2 Alelo p11 está presente em um único isolado 

O alelo p11 foi identificado em apenas um isolado, coletado em Bom Jesus da 

Lapa, na Bahia, no ano de 2008. Esse alelo tem 282 nucleotídeos e codifica uma proteína 

prevista de 94 aa. Os resultados da análise 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" (Marf1), uma proteína envolvida na 

divisão celular e metabolismo do mRNA. Essa proteína possui o domínio NYNI, 

característico de nucleases, o que sugere uma função catalítica relacionada ao 

processamento de ácidos nucleicos. A associação com atividades de hidrólise e 

estabilidade de mRNA indica um possível papel na regulação pós-transcricional, 

essencial para o controle da expressão gênica durante a meiose e outros processos 

celulares. 

A localização subcelular prevista pelo DeepLoc 2 demonstrou que P11 

possivelmente localiza-se no citoplasma e núcleo com valores de probabilidade de 

predição de 0,43 e 0,52, respectivamente. Além disso, o caráter solúvel de P11 foi 
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semelhante ao observado pelas proteínas P13. No caso da P11_BJL01, a probabilidade 

para o perfil transmembrana foi 0,44, menor do que aquele calculado para P13. A análise 

de previsão de N-glicosilação indicou uma alta probabilidade (0,77), assim como P13, no 

entanto, apontou o sítio de glicosilação NCTT ao invés de NYSI.  

5.2.3 Alelo ∆p11 

O alelo ∆p11 foi identificado em três isolados: Lim01, ASU01 e ASU03. O Lim01 

é oriundo de uma amostra de orquídea Eria sp., coletada em Limeira, São Paulo, no ano 

de 2020. O isolado ASU01 foi identificado em uma amostra de Hibiscus sp., coletada em 

Assunção, no Paraguai, em 2015, enquanto o ASU03 é uma amostra de Ligustrum sp., 

coletada em 2017, no mesmo município. A identidade da sequência nucleotídica das 

ORFs ∆p11 de cada um dos isolados é alta, os isolados ASU01 e ASU03 possuem uma 

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

Tabela 4. Percentual de identidade nucleotídica entre os alelos ∆p11 nos isolados ASU01, ASU03 

e Lim01. 

∆p11 ASU01 ASU03 Lim01 

ASU01 - 99,4 90,4 

ASU03 99,4 - 90,4 

Lim01 90,4 90,4 - 

 

O alelo ∆p11 é composto de 177 nucleotídeos e codifica uma proteína prevista de 

59 aa. A análise de similaridade realizada no HHpred revelou correspondências remotas 

com proteínas envolvidas principalmente na regulação da transcrição e estabilidade do 

RNA. Dentre as proteínas identificadas, observou-se homologia com subunidades do 

fator de iniciação de transcrição IIA (TFIIA), que estão associadas ao complexo 

TFIIA/TBP/DNA, essencial para o recrutamento da RNA polimerase e o início da 

transcrição. Por fim, certa similaridade remota foi observada com um regulador de meiose 

e fator de estabilidade de mRNA, responsável por modular a estabilidade de transcritos 

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

A previsão de localização subcelular, realizada pelo DeepLoc 2.1, das proteínas 

∆P11 dos isolados ASU01 e ASU03 foi mais semelhante entre si quando comparadas ao 

isolado Lim01. A previsão para ∆P11_ASU01 e ∆P11_ASU03 apresentou valores de 

probabilidades mais altos para localizações celulares como citoplasma e mitocôndria, 
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0,54 e 0,66, respectivamente, quando comparados aos valores de ∆P11_Lim01 para as 

mesmas localizações celulares, 0,39 e 0,57.  A predição de N-glicosilação, realizada no 

software NetNGlyc 1.0, apontou alta probabilidade para as proteínas ∆P11, assim como 

para P13 e P11. Para a proteína ∆P11_Lim01 foi previsto o sítio de glicosilação NYSI, 

assim como para todas as P13. No entanto, para as proteínas ∆P11 dos isolados ASU01 e 

ASU03 foi previsto o sítio de glicosilação NCTT, assim como para a proteína P11_BJL01. 

5.3 Estrutura da ORF entre os alelos p13, p11 e ∆p11 

A análise comparativa dos três alelos revela uma alta conservação nucleotídica 

entre eles. O alelo ∆p11 apresenta-se como uma versão truncada do alelo p11, que, por 

sua vez, aparenta ser uma forma truncada do alelo p13. Os alelos dos 27 isolados 

apresentam uma alta conservação, principalmente na primeira metade da ORF, sugerindo 

que essa região, se traduzida, provavelmente codifica um trecho de função crucial para a 

proteína.  

Quando se compara o trecho genômico de BJL01 correspondente ao alelo 

p13_Snp01, é possível identificar a inserção de uma uracila na posição 285, que cria um 

códon de parada âmbar (UAG) inexistente em Snp01 (Figura 6), interrompendo a leitura 

e originando a ORF p11. Segundo os dados do HTS, a sequência do isolado BJL01 tem 

cobertura de 1.000x, o que fornece evidências consistentes para a presença da inserção na 

posição 285. A sequência de p11_BJL01 tem 87,8% de identidade de nucleotídeo quando 

comparado a p13_Snp01, incluindo o códon de parada de p13_Snp01, que está 

conservado na sequência de BJL01, apesar a perturbação da leitura das trincas.  
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Figura 6. Alinhamento da sequência de nucleotídeos das ORFs p11_BJL01 e p13_Snp01, realizado 

com o software Vector NTI. As regiões conservadas entre as sequências estão destacadas em amarelo. O 

ponto em que ocorre a adição de uma uracila, responsável pela introdução de um códon de parada 

prematuro, está destacado na imagem.   

 

Observa-se que os nucleotídeos na posição 1 a 177 de p13_Snp01 são 100% 

idênticos aos do alelo ∆p11_Lim01. A troca de um único nucleotídeo na posição 178 na 

sequência de Lim01 cria um códon de parada opala (UGA), interrompendo o alelo 

∆p11_Lim01. O nucleotídeo 178 de p13_Snp01 é uma adenina, que no caso de 

∆p11_Lim01 foi mutado para uracila, formando o códon de parada UGA (Figura 7). A 

mutação em ∆p11_Lim01 é sustentada por uma cobertura de mais de 6.000x, eliminando 

a possibilidade de que esta substituição seja um artefato técnico. Em análises de mutações 

in silico, ao trocar de U para A, a sequência após o códon de parada de ∆p11_Lim01 tem 

99,7% de identidade com p13_Snp01, o que demonstra que a sequência para a informação 

da proteína P13 está presente na sequência do isolado Lim01, no entanto, está 

interrompida por uma única mutação não sinônima. Além disso, o códon de parada de 

p13_Snp01 (nucleotídeos 331-333) está presente na sequência de Lim01.  
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Figura 7. Alinhamento das sequências de nucleotídeos das ORFs p13_Snp01 e ∆p11_Lim01, 

realizado no Vector NTI. As regiões conservadas são estacadas em amarelo, observa-se na sequência de 

∆p11_Lim01 a presença de uma mutação sem sentido que introduz um códon de parada prematuro. 

 

Nas comparações entre as ORFs p13_Snp01 e ∆p11_ASU01 foi possível 

identificar um fenômeno diferente daquele que gerou o códon de parada em Lim01. No 

caso do isolado ASU01, identificou-se que a adição de um nucleotídeo de adenina na 

posição 130 da sequência de ∆p11_ASU01 alterou o marco de leitura de códons, 

formando um códon de parada âmbar (UAG) entre os nucleotídeos 178-180 (Figura 8). 

Na sequência de p13_Snp01, os três nucleotídeos que formam o códon de parada de 

∆p11_ASU01 estão presentes, porém, em códons diferentes (175UUU AGA180). As 

sequências nucleotídicas de p13_Snp01 e ∆p11_ASU01 possuem 91% de identidade dos 

nucleotídeos 1 ao 177, onde encontra-se o códon de parada de ∆p11_ASU01. A identidade 

de sequência após o códon de parada de ∆p11_ASU01 é de 88,2%, o que demonstra que 

a informação de codificação de uma proteína P13 tentativa, se fosse traduzida, está quase 

completa na sequência do isolado ASU01. Da mesma forma, na simulação de mutações 

in silico com caráter preditivo na sequência de ∆p11_ASU01, na qual se retira a adenina 

no nucleotídeo 130, a sequência passa a ter 90,2% de identidade com p13_Snp01 e 97,1% 

com p11_BJL01. Nesse caso, ocorre uma segunda mutação na sequência do isolado 

ASU01 nos nucleotídeos 256 e 257, onde ocorre a deleção de uma citosina e uma uracila 

presentes em p13_Snp01, que novamente perturba o marco de leitura dessa ORF em 

ASU01, criando um códon de parada nos nucleotídeos 265-267 (UAA). Os nucleotídeos 
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desse suposto códon de parada estão presentes na sequência do isolado Snp01, no entanto, 

estão em trincas distintas.  

 

Figura 8. Alinhamento das sequências de nucleotídeos das ORFs p13_Snp01 e ∆p11_ASU01, 

realizado no Vector NTI. As regiões conservadas estão destacadas em amarelo, e o ponto de adição de uma 

adenina, responsável pela introdução de um códon de parada prematuro na sequência de ∆p11_ASU01, está 

assinalado na imagem. 

 

5.4 ORFs p7: variabilidade genética e possível conservação funcional 

Ainda na região considerada como intergênica, entre as ORFs p15 e p61, à 

montante dos alelos das ORFs p13/p11/∆p11 foram observados alelos de uma segunda 

ORF órfã (ORFan, do inglês open reading frame orphan) conservada nos 27 isolados 

analisados, denominada p7. Foi possível identificar seis alelos da ORF p7 (Tabela 5). 

Apesar da divergência entre os tamanhos dos alelos entre os isolados, é possível 

identificar uma alta conservação na região central entre todos os alelos, o que poderia 

apontar uma região de importância para a funcionalidade da tentativa proteína expressada.  
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Tabela 5. Prevalência dos alelos da ORFs p7 entre os isolados de PfGSV. 

Alelo da 

ORF p7 

(nts) 

195 141 126 111 108 63 

Isolados Snp01 

NFo01 

ASP01 

BSB01 

Cas01 

Cmp01 

Con01 

Crd01 

CYPe-246 

Prb01 

Prb02 

Prb04 

Prb05 

Prb06 

Prb09 

Prb10 

Prb11 

Cmp02 

RsTHr-269 

Snp02 

Spa02 

Lon01 Prb07 Lim01 

ASU01 

ASU03 

BJL01 

 

O alelo predominante apresenta uma sequência de 141 nucleotídeos, codificando 

uma proteína tentativa composta por 47 resíduos, sendo identificado em 20 dos 27 

isolados analisados. O segundo alelo mais frequente possui 63 nucleotídeos, está presente 

em 3 isolados e codifica uma proteína tentativa de 21 aa. Os demais alelos foram 

observados em apenas um isolado cada, sendo eles: um alelo com 195 nucleotídeos, um 

com 126 nucleotídeos, um com 111 nucleotídeos e outro com 108 nucleotídeos (Figura 

9). 
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Figura 9. Alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas P7 de PfGSV, realizado no 

Vector NTI. Os resíduos destacados em amarelo correspondem às posições altamente conservadas entre 

todos os isolados; em azul, indicam conservação parcial e divergências entre os isolados; e em verde, estão 

assinaladas substituições pontuais entre os isolados. 

 

As proteínas P7 tentativas apresentaram ampla diversidade em termos de 

características físico-químicas e estruturais. Quanto à composição de resíduos, observou-

se uma predominância de resíduos hidrofóbicos, como alanina, leucina e isoleucina, em 

proteínas maiores, enquanto as menores apresentaram maior proporção de resíduos 

polares, como serina e treonina. As proteínas com maior quantidade de resíduos 

hidrofóbicos, como aquelas com 47 aa ou mais, podem estar associadas a ambientes 

lipídicos, enquanto as proteínas com pI (ponto isoelétrico) mais baixos, como as dos 

isolados ASU01 e ASU03, tendem a possuir maior carga negativa, o que poderia facilitar 

interações em meio aquoso. Nas previsões de estruturas de proteínas geradas a partir do 

AlphaFold2, observa-se um padrão estrutural predominante helicoidal, com a presença 

de α-hélices em todas as proteínas (Figura 10). 
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Figura 10. Modelos estruturais preditos das proteínas P7 de diferentes isolados do PfGSV, gerados 

com o AlphaFold 3. As representações ilustram as estruturas tridimensionais previstas das proteínas P7 e 

os respectivos comprimentos em aminoácidos. As cores correspondem ao nível de confiança da predição. 

 

A análise preditiva de domínios transmembrana demonstrou que a maioria das 

proteínas P7 apresenta um domínio transmembrana (TM) típico, geralmente localizado 

entre os resíduos 12 e 34, com regiões intracelulares e extracelulares adjacentes ao 

domínio TM. No entanto, em três alelos foram observadas ligeiras variações nas 

previsões. Para o alelo p7_Snp01, o domínio TM foi identificado entre os aminoácidos 

30 e 52; no caso de p7_Lon01, entre os resíduos 15 e 37; e no isolado p7_Lim01, entre 

os aminoácidos 5 até 25, com probabilidades (p) de previsão que variaram entre 0,70 e 

0,98. Além disso, o domínio transmembrana previsto para p7_Lim01 é composto por 21 

aa, enquanto para as demais proteínas P7, os domínios TM previstos têm 23 resíduos. Em 

contrapartida, no três alelos correspondentes aos isolados ASU01, ASU03 e BJL01, não 

apresentaram regiões TM previstas, sendo esses os alelos de menor comprimento, o que 

poderia sugerir uma possível perda de funcionalidade. 

Os resultados obtidos na predição de localização subcelular indicam que a maioria 

das proteínas analisadas apresenta uma alta probabilidade de estar associada ao sistema 

de membranas celulares. As probabilidades atribuídas para a associação com outros 

compartimentos, como o citoplasma e a membrana externa, são significativamente 
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menores, mas ainda relevantes para algumas proteínas específicas, como ASU03 e 

BJLO1, que apresentaram valores de probabilidade de 0,40 e 0,16 para o citoplasma, 

respectivamente, e Crd01, com 0,21 para membranas celulares. As probabilidades 

relacionadas à parede celular ou espaço extracelular foram consistentemente muito baixas 

(<0,003), indicando pouca ou nenhuma associação dessas proteínas com essas regiões. 

Ao comparar o alelo p7_Snp01 com o alelo p7_ASU01, observa-se que a 

diferença entre o maior alelo (195 nucleotídeos) e a menor versão (63 nucleotídeos) pode 

ser explicada por uma mutação pontual que resultou na substituição do códon de início 

de p7_Snp01 (AUG → AUA) (Figura 11A). Essa mutação impede a tradução da ORF na 

posição inicial observada em Snp01, fazendo com que a ORF p7 dos 

isolados ASU01, ASU03 e BJL01 seja iniciada após 98 nucleotídeos, no próximo códon 

AUG, que também está presente na sequência de p7_Snp01. No caso do isolado Prb07, o 

alelo p7 inicia 54 nucleotídeos após o início de p7_Snp01 e termina 30 nucleotídeos 

antes. Isso ocorre devido a duas mutações distintas: uma que altera o códon de início 

de Snp01 em Prb07 e outra que resulta em uma mutação sem sentido, gerando um códon 

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

 

Figura 11. Alinhamento das sequências de nucleotídeos de alelos da ORF p7, realizado no Vector 

NTI. A – Comparação entre os isolados p7_ASU01 e p7_Snp01, destacando mutações pontuais que 

introduziram códons de início e de parada. B – Comparação entre os isolados p7_Prb07 e p7_Snp01, 

evidenciando mutações pontuais responsáveis pela adição de códons de início e de parada. As regiões 

conservadas estão indicadas em amarelo, e as alterações específicas estão assinaladas em suas respectivas 

posições. 
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5.5 Análises de sequência Kozak 

As análises das sequências Kozak das ORFs RdRp e p29, realizadas a partir de 11 

isolados com genoma completo disponíveis, revelaram alta conservação (Figura 12 A e 

B). Ambos os conjuntos de sequências apresentam o modelo canônico de Kozak, o que 

sugere uma alta eficiência no início de tradução – característica compatível com ORFs 

virais essenciais. O perfil de conservação nucleotídica da ORF p15 (Figura 12C) 

demonstra contexto Kozak funcional, com predominância de A na posição -3, fator que 

favorece a eficiência traducional. Embora a posição +4 exiba predominância de T, o 

contexto geral sugere capacidade moderada de iniciação, possivelmente refletindo uma 

regulação da expressão genica durante o ciclo viral.  

A ORF p7 apresenta um padrão distinto (Figura 12D), com conservação 

significativa das G nas posições -3 e +4, configurando um contexto Kozak fortemente 

favorável à tradução. A análise da ORF p13 (Figura 12E) revelou alto grau de conservação 

nos 15 nucleotídeos flanqueadores da sequência Kozak. A presença de A na posição -3 

sugere reconhecimento ribossômico eficiente, enquanto a A na +4, embora neutra ou 

levemente favorável, não oferece o mesmo nível de eficiência que a presença da G. Dessa 

forma, o contexto Kozak da ORF p13 pode ser classificado como uma eficiência 

intermediária de início de tradução, sugerido uma estratégia viral durante o ciclo de 

infecção.  

As ORFs p61, mp e p24 exibem contextos Kozak altamente conservados (Figura 

12 F-H). Particularmente as ORFs MP e p24 apresentam a combinação A em -3 e G em 

+4, considerada a configuração ótima para início de tradução. A ORF p61 tem presença 

de G tanto em -3 quanto +4, configuração que, embora ligeiramente menos eficiente que 

o padrão canônico, ainda mantem capacidade traducional elevada.  
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Figura 12. WebLogos criados a partir dos nucleotídeos -6 e +6 flanqueadores dos códons de início 

das ORFs no genoma de PfGSV. A, B, F, G e H: criados a partir da sequência de 11 isolados (CYPe-246, 

Snp01, NFo01, Snp02, BJL01, BSB01, RsTHr-269, Prb11, Lim01, ASU03 e Cmp02). C, D e E: criados a 

partir da sequência dos 27 isolados descritos no trabalho. 
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6  DISCUSSÃO 

O presente estudo acerca da região 5’ do RNA2 de passion fruit green spot virus 

contribui ao elucidar e levantar hipóteses sobre a dinâmica genômica e possível interações 

bióticas deste cilevírus. Os resultados obtidos com a análise de novos isolados de PfGSV 

confirmam a diversidade genômica do vírus, especialmente na região entre as ORFs p15 

e p61 (Ramos-González et al., 2020). Essa região, anteriormente considerada não 

codificante, aparenta atuar como um “berço” para novas ORFs no genoma de PfGSV, 

demonstrando potencial para gerar novos elementos genéticos que poderiam contribuir 

com a aptidão viral (Ramos-González et al., 2021). Essa análise revelou a presença de 

alelos distintos (p13, p11, ∆p11), reforçando o possível papel dessa região na adaptação e 

interação com seus hospedeiros vegetais. Essa característica sugere que o RNA2 de 

PfGSV pode atuar como um reservatório adaptativo, favorecendo a interação com 

múltiplos hospedeiros (Tautz e Domazet-Lošo, 2011; Carvunis et al., 2012; Guerra-

Almeida e Nunes-da-Fonseca, 2020). A identificação de diferentes alelos de ORFs 

emergentes em distintos isolados sugere que essa região genômica representa um hotspot 

de plasticidade, possivelmente sob influência de pressões seletivas associadas a diferentes 

hospedeiros ou ambientes (Ramos-González et al., 2020; Morozov e Solovyev, 2020; Gao 

et al., 2022; Ramos-González et al., 2023). Entre os 27 isolados analisados, foram 

identificadas seis organizações distintas no extremo 5’ do RNA2, variando conforme a 

combinação dos alelos presentes nas ORFs p13/p11/∆p11 e p7. A organização mais 

frequente corresponde àquela que contém a variante ∆p7 de 141 nucleotídeos e p13, de 

330 nucleotídeos, observada em 20 isolados, indicando que essa configuração genômica 

é predominante entre as sequências avaliadas (Figura 13). 

 

Figura 13. Representação esquemática das seis organizações genômicas identificadas no extremo 

5’ do RNA2 entre as ORFs p15 e p61 nos 27 isolados analisados. As variações refletem diferentes 

combinações dos alelos p13, p11 e ∆p11, bem como das formas p7 e ∆p7, resultando em distintos arranjos 

genéticos. 
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Os alelos p13 foram detectados em 21 isolados provenientes de diversas regiões 

geográficas, como os estados brasileiros de São Paulo, Mato Grosso, Distrito Federal, 

Paraná, Pará, além da Colômbia. Ainda, esses alelos estão presentes em isolados virais 

coletados de hospedeiros de diferentes gêneros vegetais, incluindo Hibiscus, Ligustrum, 

Miltonia, Nicotiana, Tibouchina, Thunbergia e Passiflora, indicando sua distribuição 

geográfica abrangente e a sua capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros. 

Por outro lado, o alelo p11 foi encontrado em apenas um isolado coletado em Bom Jesus 

da Lapa, na Bahia, sugerindo uma distribuição geográfica mais restrita. Esse fato indica 

que o alelo p11 poderia representar uma adaptação local ou mutações únicas que 

interromperam a leitura da ORF, porém, não impediram a infecção viral. No entanto, 

maior número de amostras é necessário para a avaliação dessa hipótese.  

Por sua vez, o alelo ∆p11 foi identificado em três isolados oriundos de Limeira, 

São Paulo, Brasil e Assunção, no Paraguai, localidades separadas por uma distância de 

1.078 km em linha reta. Esse fato sugere que as mutações que levaram à sua forma 

truncada pode ter surgido de maneira independente ou que isolados com esse alelo 

truncado podem ter se espalhado para essas localizações. Essa observação pode indicar a 

dinâmica evolutiva do PfGSV e sua provável habilidade de gerar variantes funcionais 

adaptadas a contextos ecológicos específicos. Mutações não sinônimas pontuais, como 

aquelas que introduzem códons de parada prematuros, podem interromper ORFs 

existentes e prejudicar a funcionalidade de proteínas resultantes, demonstrando ao mesmo 

tempo a fragilidade e a dinâmica evolutiva do genoma viral. Por outro lado, mutações não 

sinônimas em códons de parada podem originar um produto proteico mais extenso, uma 

vez que o códon de parada se torna um códon de leitura, e a tradução continua até o 

próximo códon de parada. 

A emergência dos alelos p11 e ∆p11, identificados em um e três isolados, 

respectivamente, sugere que eventos evolutivos como mutações pontuais e alterações no 

quadro de leitura desempenham um papel significativo na geração de pequenas proteínas 

funcionais em genomas compactos, como genomas virais (Guerra-Almeida e Nunes-da-

Fonseca, 2020). A alta conservação na região 5’ da ORF p13 entre os alelos de todos os 

isolados aponta que essa porção do genoma poderia codificar uma estrutura essencial para 

a funcionalidade das proteínas resultantes. Em contrapartida, as diferenças observadas 

nas extremidades C-terminais das proteínas codificadas podem refletir adaptações 

especificas a hospedeiros ou condições ambientais.  
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O sequenciamento de fragmentos genômicos de novos isolados de PfGSV também 

possibilitou o aprofundamento acerca da ORF p7, localizada a montante dos ORFs 

p13/p11/∆p11. Os alelos da ORF p7 sugere a existência de outros elementos genéticos 

funcionalmente relevantes no RNA2 de PfGSV. A alta conservação da região central das 

proteínas P7, mesmo com tamanhos variados entre os isolados, reforça a hipótese de que 

esta é uma região funcionalmente crítica (Morozov e Solovyev, 2003; Storz et al., 2014). 

Os padrões estruturais predominantes, como a presença de domínios TM, indicam que as 

proteínas P7 podem desempenhar papéis cruciais nas interações do vírus 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 padrão de diversidade e reorganização gênica é compatível com observações 

feitas em outros vírus do gênero Cilevirus, como o CiLV-C e o CiLV-C2, nos quais regiões 

intergênicas também apresentam ORFs adicionais de origem incerta, provavelmente 

resultantes de processos de duplicação, recombinação ou seleção positiva. No entanto, o 

PfGSV se destaca pelo número e variedade de alelos identificados, o que pode indicar 

uma trajetória evolutiva mais diversificada da que observada pelo cilevirus CiLV-C 

(Chabi-Jesus et al., 2021). Embora o RNA2 dos cilevírus compartilhe uma organização 

genômica geral semelhante, existem diferenças marcantes quanto à presença e 

diversidade dessas pequenas ORFs adicionais. No CiLV-C, por exemplo, destaca-se a p8, 

localizada a jusante da p15, cuja função ainda é desconhecida, mas a conservação entre 

os isolados sugere um possível papel adaptativo; no CiLV-C2, essa posição é ocupada 

pela p7, também de função não elucidada, mas preservada entre diferentes isolados, 

indicando relevância biológica (Ramos-González et al., 2021). Já no PfGSV, além da 

manutenção da p15, a região equivalente abriga um conjunto mais amplo de ORFs 

emergentes, incluindo p13, p11, ∆p11 e p7, que variam em presença, sequência e contexto 

de iniciação, configurando um cenário de maior complexidade e plasticidade evolutiva. 

A presença de sinais conservados de iniciação da tradução em algumas dessas ORFs 

reforça a hipótese de que possam ser funcionais e expressas durante a infecção viral. O 

padrão de diversificação mais acentuado do PfGSV poderia estar associado à geração de 

novas ORFs e consequentemente à adaptação a diferentes pressões seletivas. 

A emergência de pequenas ORFs funcionais em vírus de plantas tem sido cada vez 

mais documentada. A presença de múltiplas ORFs anteriormente não identificadas no 

genoma do tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV, Begomovirus 
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solanumflavusthailandense), cuja expressão foi mapeada por perfis de iniciação de 

tradução, foi associada diretamente à virulência viral (Chiu et al., 2022). Fatores como o 

contexto de Kozak e o mecanismo de leaky scanning são determinantes para a expressão 

dessas ORFs, o que poderia ser semelhante ao observado nos genomas dos isolados de 

PfGSV. Assim, é possível propor que essas ORFs emergentes de PfGSV possam 

desempenhar papéis importantes na infecção viral, ainda que seus produtos proteicos não 

tenham sido caracterizados experimentalmente.  

No genoma de sonchus yellow net virus (SYNV, Betanucleorhabdovirus 

retesonchi) três pequenas ORFs conservadas foram identificadas e foi demonstrado que 

são efetivamente traduzidas e possuem funções importantes para a virulência (Gao et al., 

2025). A deleção dessas ORFs reduziu a acumulação viral e os sintomas de infecção nas 

plantas hospedeiras. Tais achados reforçam que pequenas ORFans não devem ser 

ignoradas em análises genômicas de vírus vegetais uma vez que podem representar 

estratégias de compactação e inovação funcional. No contexto do PfGSV, a observação 

de múltiplos alelos, alguns com elementos estruturais conservados, sugere que as 

pequenas proteínas a serem produzidas podem desempenhar papéis importantes para a 

infecção viral.  

A caracterização de sequências codificantes em genomas virais requer uma 

avaliação criteriosa dos mecanismos de iniciação de tradução, particularmente no que diz 

respeito a identificação de códons de início funcionais. O contexto nucleotídeo 

flanqueador do códon de iniciação, conhecido como sequência Kozak, representa um 

elemento regulador fundamental na iniciação de tradução eucariótica (Kozak, 1987). 

Estudos demonstraram que os nucleotídeos nas posições -3 (relativo à adenina do AUG, 

considerada como +1) e +4 exercem influência determinante na eficiência do 

recrutamento ribossômico (Kozak, 1986). Em particular, a presença de uma base purina 

(preferencialmente adenina) na posição -3 e de uma guanina na posição +4 é considerado 

o arranjo ótimo para maximizar a eficiência da iniciação traducional (Kozak, 1986; 1987).  

A análise dos contextos Kozak das ORFs do genoma de PfGSV revela um 

provável padrão estratégico de regulação traducional, possivelmente associado à evasão 

da resposta imune do hospedeiro e controle da replicação (Kozak, 1986; 1987; Neil et al., 

2008; Tautz e Domazet-Lošo, 2011; Carvunis et al., 2012; DiMaio e Petti, 2013; DiMaio, 

2014; Morozov e Solovyev, 2020; Park e Hahn, 2021; Ji et al., 2022; Pavessi e Romerio, 

2022; Gao et al., 2022; Brynes e Williams, 2024;). Enquanto as ORFs essenciais, como 
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RdRp e p29, apresentam sequências de Kozak canônicas (A-3/G+4), garantindo alta 

eficiência na tradução, outras ORFs, como p15, p7 e p13, exibem contextos moderados 

ou subótimos, sugerindo um controle fino da expressão gênica durante a infecção viral. 

Além disso, a presença de sequências de Kozak fortemente conservadas em genes 

essenciais reforça a necessidade da síntese proteica dessas ORFs durante a infecção, 

enquanto ORFs com eficiência intermediária poderiam refletir adaptações para controlar 

a tradução dessas ORFs (Kozak, 1987; 1989; Carvunis et al., 2012; Morozov e Solovyev, 

2020). Assim, a variabilidade nos contextos de Kozak sugere uma estratégia viral, na qual 

a regulação traducional atua como um mecanismo que permitiria ao vírus modular sua 

expressão gênica de acordo com as demandas do ciclo infeccioso (Kozak, 1987; 1989; 

Neil et al., 2008; Carvunis et al., 2012; DiMaio, 2014; Guerra-Almeida e Nunes-da-

Fonseca, 2020; Gao et al., 2022).  Além disso, a diferença na conservação dos contextos 

de iniciação da tradução pode indicar uma hierarquia funcional, na qual a tradução de 

certas ORFs poderia acontecer sob condições especificas ou em momentos diferentes da 

infecção (Tautz e Domazet-Lošo, 2011; Morozov e Solovyev, 2020). Essa organização 

também é coerente com a lógica de economia genômica dos vírus, permitindo modular a 

expressão gênica sem aumentar significativamente o tamanho do genoma (Storz et al., 

2014; DiMaio, 2014). 

O presente estudo também apresenta evidências que ressaltam a plasticidade 

genômica de PfGSV. As mutações detectadas, como adição ou deleção de nucleotídeos 

que alteram os quadros de leitura, são fenômenos chave na geração de diversidade 

genômica viral. Esses eventos permitem aos vírus “explorar” novos contextos ecológicos, 

proporcionando vantagens adaptativas em resposta a pressões seletivas impostas por 

diferentes ambientes ou hospedeiros vegetais (Tautz e Domazet-Lošo, 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 adaptação, em conjunto com a 

sabida habilidade dos cilevírus, e em particular de PfGSV, de infectar uma ampla gama 

de hospedeiros, reflete a relevância biológica e epidemiológica desses patógenos 

emergentes (Kitajima et al., 2003a; 2010; da Costa-Rodrigues et al., 2022; Pires, 2022; 

Roy et al., 2022).  

Apesar da relevância dos achados, este estudo apresenta limitações importantes. 

A ausência de validação experimental da expressão das proteínas codificadas pelas ORFs 

emergentes impede uma conclusão definitiva sobre sua funcionalidade. Futuras 
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abordagens serão fundamentais para verificar o papel dessas proteínas no ciclo de vida 

do PfGSV. Além disso, investigações estruturais e de interação molecular com proteínas 

do hospedeiro ou vetor poderiam revelar funções especificas associadas à virulência, 

movimentação viral ou supressão de vias de defesa. Portanto, os dados aqui apresentados, 

somados às evidências da literatura recente, sustentam a hipótese de que a diversidade 

observada no RNA2 do PfGSV, especialmente nas ORFs emergentes, não é aleatória. Ao 

contrário, pode representar um mecanismo adaptativo e funcionalmente ativo, relevante 

para a evolução e a adaptação deste vírus em diferentes contextos ecológicos. 
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7  CONSIDERAÇÕES FINAIS  

O presente estudo apresentou uma análise detalhada sobre o extremo 5’ do RNA2 

do passion fruit green spot virus, destacando avanços na compreensão de sua estrutura 

genômica, diversidade molecular e sugerindo um papel na interação com hospedeiros. O 

Brasil, como maior produtor mundial de maracujá, enfrenta desafios significativos na 

manutenção da produtividade devido à ação de patógenos, entre os quais o PfGSV se 

destaca pela capacidade de afetar múltiplos gêneros botânicos, que podem atuar como 

reservatórios do vírus, e pela complexidade de sua biologia. 

Os resultados demonstram que o genoma do PfGSV, particularmente o extremo 5’ 

do RNA2, é altamente variável, como evidenciado pela presença de ORFans no RNA2, 

incluindo os alelos p13, p11, ∆p11 e a ORF p7, que apresentam variações significativas 

entre os isolados analisados. As diferenças entre os alelos refletem processos evolutivos, 

como mutações pontuais, mudanças de quadro de leitura e deleções, que reforçam a 

plasticidade genômica característica de vírus com genomas de RNA. A alta conservação 

de determinadas regiões genômicas, especialmente nos trechos correspondentes às 

proteínas P13 e P11, sugere funções cruciais na patogenicidade viral e na interação vírus-

hospedeiro. Além disso, os novos alelos identificados, como ∆p11 e as variantes de p7, 

ampliam o repertório funcional conhecido do PfGSV, indicando possíveis papéis na 

adaptação a diferentes hospedeiros e ambientes. 

As análises bioinformáticas revelaram semelhanças remotas entre as proteínas 

estudadas e domínios conhecidos de regulação transcricional, estabilidade de RNA e 

interação proteína-proteína, levantando hipóteses sobre seus potenciais papéis no ciclo de 

multiplicação viral. A presença de sítios conservados de glicosilação em proteínas como 

P13, P11 e ∆P11 sugere que modificações pós-traducionais poderiam ser críticas para a 

funcionalidade dessas moléculas, influenciando sua estabilidade, localização subcelular 

e interação com outras proteínas ou ácidos nucleicos.  

A identificação de seis alelos para a ORF p7 reforça a diversidade funcional dentro 

da região genômica previamente classificada como intergênica. A variabilidade no 

comprimento e na composição das proteínas codificadas por esses alelos aponta para um 

potencial processo de perda ou aquisição de função ao longo da evolução do PfGSV, 

possivelmente modulada por pressões seletivas impostas pelos diferentes hospedeiros ou 

ecossistemas. 
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Os resultados obtidos neste trabalho fornecem uma base sólida para futuros 

estudos sobre a biologia molecular do PfGSV, com implicações na compreensão da 

interação vírus-vetor-hospedeiro e no desenvolvimento de estratégias de manejo de 

doenças associadas. A caracterização de novas ORFans e a análise comparativa entre 

isolados de diferentes origens geográficas e hospedeiros são avanços significativos para 

a elucidação dos mecanismos de patogenicidade e adaptação viral. Esses resultados 

reforçam a necessidade de estudos contínuos para identificar possíveis alvos moleculares 

que contribuam para o controle efetivo do PfGSV, prevenindo seu ressurgimento como 

um obstáculo à produção de maracujá.  
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8  CONCLUSÕES  

O presente trabalho permitiu avançar na compreensão da variabilidade genômica 

do extremo 5’ do RNA2 do Cilevirus passion fruit green spot virus, destacando a 

importância dessa região como reservatório para o surgimento de pequenas ORFs 

emergentes. Os resultados obtidos revelaram a predominância do alelo p13 entre os 

isolados analisados, bem como a ocorrência de alelos menos frequentes, como p11 e ∆p11 

e múltiplas variantes da ORF p7 entre os isolados, reforçando a plasticidade do genoma 

viral. A detecção de vários truncamentos, mutações em códons de início e/ou parada, além 

de contextos Kozak variáveis, sugere que a tradução dessas pequenas proteínas poderia 

ser modulada de forma adaptativa, contribuindo para a manutenção do ciclo infeccioso e 

para a interação com diferentes hospedeiros e vetores.  

As análises bioinformáticas forneceram indícios de potenciais papeis funcionais 

das proteínas codificadas por essas ORFs, como a presença de sítios conservados 

glicosilação e similaridades remotas com domínios nucleases. Tais achados apontam para 

funções que poderiam envolver a estabilidade das partículas virais, a modulação de 

respostas do hospedeiro e até mesmo a eficiência da transmissão pelo ácaro Brevipalpus. 

Assim, a caracterização dessa região contribui para consolidar o entendimento de que 

pequenas proteínas acessórias poderiam desempenhar papéis importantes na adaptação e 

evolução viral. 

Apesar dos avanços obtidos, o estudo apresenta limitações, uma que vez que não 

foi possível confirmar experimentalmente a expressão e a funcionalidade das ORFs 

emergentes. Nesse sentido, futuras pesquisas devem incluir análises funcionais e 

estruturais mais aprofundadas, de modo a elucidar o papel dessas proteínas na 

patogenicidade e na transmissão do PfGSV. Além disso, a ampliação dos estudos 

comparativos entre diferentes isolados e hospedeiros poderá revelar padrões evolutivos 

mais amplos.  

Em síntese, este trabalho contribui de forma significativa para o conhecimento da 

diversidade de PfGSV, oferecendo novas perspectivas para a compreensão 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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