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RESUMO

No Brasil a cebola (Allium cepa L.) é a terceira oleracea mais produzida. Os maiores estados
produtores de cebola no territorio brasileiro sdo: Santa Catarina, Bahia, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo, Goias, Parana, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Espirito Santo.
O cultivo ocorre durante 0os meses de janeiro a margo e as principais doengas de origem viral
que acometem as lavouras sdo causadas por espécies dos géneros Orthotospovirus e
Potyvirus. Recentemente outras espécies de virus foram descritas infectando a cebola, o
Allium cepa amalgavirus 1 (AcAV-1) e Allium cepa amalgavirus 2 (ACAV-2) pertencentes ao
género Amalgavirus. Até o momento, apenas dois genomas de amalgavirus foram montados a
partir de material proveniente da cebola, e poucas pesquisas visam o estudo da diversidade
viral. Além disso, recentemente, o amalgavirus southern tomato virus, que infecta o tomateiro,
apresentou interacao de forma mutualistico com o hospedeiro. As plantas infectadas de tomate
eram mais altas e produziram mais frutos. As analises transcriptbmicas mostraram que a
infeccdo por STV afetou a expressao de genes de plantas envolvidos na biossintese de etileno,
e que a selecdo de caracteristicas superiores poderia estar envolvida com a infec¢do pelo
amalgavirus. Diante disso, este trabalho teve como objetivo estudar a diversidade de
amalgavirus em diferentes espécies de Allium coletadas ao redor do mundo atraves de dados
transcriptémicos de 19 arquivos de SRA (Sequence Read Archive) disponiveis no GenBank, e
de dados de RNA-seq gerados a partir de material foliar de cebola coletado na cidade de
Petrolandia, Pernambuco, Brasil. O material foliar foi processado, submetido ao processo de
liofilizacdo e o RNA total foi extraido e enviado para sequenciamento Illlumina pela
Macrogen (Seul, Coréia do Sul). As sequéncias de arquivos SRA e 0s contigs montados a
partir de dados de transcriptomas (Transcriptome Shotgun Assembly, TSA) do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) derivadas de amostras de plantas do género
Allium foram utilizadas na montagem das sequéncias gendmicas de amalgavirus e de um novo
genoma de um partitivirus. Para tanto, primeiramente a qualidade dos sequenciamentos foi
verificada pelo programa FastQC v.011.8 e a trimagem dos reads de baixa qualidade e de
adaptadores foram realizados com o software Trimmomatic v. 0.39. O programa SPAdes
v.3.15 foi utilizado para a montagem dos genomas, seguidamente de uma procura com a
ferramenta tBLASTx utilizando um banco de dados de sequéncias de genomas virais
completos (Ref-Seq) implementado manualmente no software Geneious v 11.0 (R11). O
mapeamento e a montagem de novo dos genomas virais foram realizados com os parametros
Map to Reference (Medium-Low Sensitivity/Fast; Iteration 5 times) implementadas no

software Geneious R11. Os alinhamentos de sequéncias virais foram obtidos com o programa



MAFFT v.7 e os melhores modelos de substituicdo foram avaliados com o software ProtTest
3.4.2, com base nos critérios AIC e BIC. A arvore filogenética foi construida usando PhyML
(Guindon et al., 2010). A arvore inicial foi obtida pelo BioNJ e otimizada pelo comprimento
do galho e pela topologia da arvore. O tipo de melhoramento da arvore foi de acordo com o
melhor do intercdmbio vizinho mais proximo e poda e reenxertia da subarvore. Os valores de
suporte de ramais (%) foram estimados pelo teste da razdo de verossimilhanca aproximada
(aLRT) com critérios do tipo SH. E a visualizacdo da arvore foi realizada com 0 iTOL v4. A
analise de alinhamentos multiplos com sequéncias de aminoacidos foi realizada com o SDT
v.1.2 para o célculo das porcentagens de identidades entre as sequéncias virais. Das 19
amostras de SRA, um total de nove sequéncias gendmicas de AcAV-1 (GEQY; GFAK;
GFAJ; GHMJ; GBJZ; GBGJ; GBRN; GBRQ; GBRO) e nove de AcAV-2 (MzZ063690;
GFAJ; GEOY; GHMM; GHMJ; GHMP; GBRN; GETF; GBRQ) foram montados. Todas as
sequéncias montadas de AcAV-1 mostraram 0 mesmo tamanho de ORFs encontrado para a
sequéncia de AcAV-1 disponivel no NCBI (NC_036580), sendo que o comprimento total das
sequéncias gendmicas montadas de ACAV-1 variou de 3365 a 3453 pb nas diferentes espécies
de Allium. Andlises por SDT utilizando sequéncias de aminoacidos codificadas pela ORF1
(Open reading Frame 1 codifica a capa proteica, CP) de AcAV-1 revelaram identidades de
100% entre as sequéncias de CP de outros genomas de ACAV-1, com excecdo de uma
sequéncia isolada de Allium escalonicum proviniente da China (GFAJ, identidade de 83,9%).
As analises de SDT utilizando sequéncias de aminoacidos da ORF2, que codifica para a RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), revelaram identidades de 89,1 a 100% entre as
sequéncias de AcAV-1. As sequéncias montadas a partir de dados de SRA e a sequéncia
genbmica brasileira de AcAV-2 (MZ063690) também mostraram tamanhos de ORFs de
mesmo comprimento que a sequéncia publicada no NCBI (NC_036581). Interessantemente,
ao contrario do observado no genoma de AcAV-1, a ORF2 de todas as sequéncias montadas
de AcAV-2 comeca apds a sequéncia reguladora UUUCGU, envolvida no mecanismo
ribossomal de mudanca de quadro +1. Em geral, as analises de identidades a nivel de
aminoéacidos revelaram que tanto as CP (83,9 a 100%, considerando todas as CPs) quanto as
RdRps (89,1 a 100%, considerando todas as RdRps) sdo relativamente altamente conservadas
entre as sequéncias de ACAV-1 e AcAV-2 das diversas espécies de Allium provenientes de
diferentes paises. Além disso, as sequéncias de aminoacidos codificadas pelas ORF1+ORF2
dos AcAV-1 e AcAV-2 sdo altamente conservadas, com exce¢do da sequéncia do isolado de
AcAV-1 de A. ascalonicum (GFAJ). A sequéncia reguladora conservada (UUUCGU) foi
encontrada em todas as sequéncias montadas de ACAV-1 e AcCAV-2. Além das sequéncias



montadas de amalgavirus, um novo genoma de um partitivirus foi encontrado pela primeira
vez em amostras de A. cepa de campos de produgdo no Brasil. Foi sugerido o nome
deltapartitivirus alliumaceae (DpA, MZ063691, MZ063692, MZ090841) para 0 nhovo
cryptovirus de acordo com as novas normas de taxonomia do ICTV (2021). Trés segmentos
virais (dsRNA-1, dsRNA-2 e dsRNA-3) foram montados constituidos de 1708 pares de base
(pb, RdRp), 1465 pb (CP-1) e 1400 bp (CP-2), respectivamente. Analises com SDT utilizando
a regido codante para a RdRp revelaram identidades de 71,6-76,6% a nivel de aminoacido
com sequéncias de partitivirus ndo classificados, seguidos por identidades de 36,6 a 39,0%
com sequéncias de deltapartitivirus. De acordo com o principal critério de demarcacdo de
espécies de partitivirus, em que a sequéncia de aminoacidos da RdRp deve mostrar identidade
maior que 24%, o partitivirus DpA foi classificado como um novo deltapartitivirus. Além
disso, varios motivos estruturais de RdRp (A-D) foram encontrados nas sequéncias de
aminoacidos de amalgavirus e partitivirus, entre outros motivos especificos para as espécies
pertencentes as duas familias (Partitiviridae e Amalgaviridae). As analises filogenéticas de
sequéncias de aminoacidos de RdRps de amalgavirus e partitivirus revelaram nove clados
(clusters) principais.

Estudos adicionais devem esclarecer se as infecces mistas de partitivirus e
amalgavirus desempenham um papel na expressdo da doenca em cebolas. Este trabalho
contribui para o entendimento da diversidade de amalgavirus em cebolas e descreve a

primeira sequéncia gendmica de partitivirus infectando Allium cepa.

Palavras-chave: Amalgavirus; Allium sp.; Conjuntos de dados transcriptémicos de Allium;

Partitivirus



ABSTRACT

In Brazil, onion (Allium cepa L.) is the third most produced vegetable. The largest onion
producing states in the Brazilian territory are: Santa Catarina, Bahia, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo, Goias, Parana, Pernambuco, Rio Grande do Norte and Espirito
Santo. Cultivation occurs from January to March and the main viral diseases that affect this
crop are caused by species of the genera Orthotospovirus and Potyvirus. Recently, other virus
species have been reported to infect onions, the Allium cepa amalgavirus 1 (AcAV-1) and
Allium cepa amalgavirus 2 (AcAV-2) species that belong to the genus Amalgavirus. So far,
only two amalgavirus genomes have been assembled from material from onion tissue, and
few studies aim to study amalgavirus diversity. In addition, recently, the amalgavirus southern
tomato virus that infects tomatoes showed a mutualistic relationship with its host. The
infected tomato plants were taller and produced more fruits. Transcriptomic analyses showed
that STV infection affected the expression of plant genes involved in ethylene biosynthesis,
and that the selection of superior characteristics could be involved with amalgavirus infection.
Therefore, the main goal of this study was to evaluate amalgaviruses diversity from different
species of Allium collected around the world through transcriptomic data from 19 SRA files
(Sequence Read Archive) available on GenBank, and a RNA-seq data generated from onion
leaf material collected in the city of Petrolandia, Pernambuco, Brazil. The leaf material was
processed, subjected to the lyophilization process and the total RNA was extracted and sent
for Illumina sequencing by Macrogen (Seoul, South Korea). Sequences of SRA files and
contigs assembled from the available transcriptomic data (Transcriptome Shotgun Assembly,
TSA) of NCBI (National Center for Biotechnology Information), which were derived from
plant samples of the genus Allium were used to assembly amalgavirus genomic sequences
and a new genome of a partitivirus. To this extent, first, the sequencing quality was evaluated
by the software FastQC v.011.8 and trimming of low-quality reads and adapters were
performed with Trimmomatic v0.39. The program SPAdes v.3.15 was used to assemble
genomic sequences, followed by a search with the tBLASTX tool using a database of
complete viral genome sequences (Ref-Seq) implemented manually in the Geneious v 11.0
(R11) software. The mapping and re-assembly of viral genomes were performed using the
Map to Reference parameters (Medium-Low Sensitivity/Fast; Iteration 5 times) implemented
in Geneious. The viral sequence alignments were obtained with the MAFFT v.7 program and
the best substitution models were evaluated with the ProtTest 3.4.2 software, based on the
AIC and BIC criteria. The starting tree was obtained by BioNJ and optimized by branch
length and tree topology. The type of tree improvement was according to the best of nearest



neighbor interchange and subtree pruning and regrafting. Branch support values (%) were
estimated by the approximate likelihood ratio test (aLRT) with SH-like criteria. The tree was
visualized using iTOL v4. Multiple amino acid sequence alignments analyses were performed
with SDT v.1.2 that calculates the percentages of identities between viral sequences. Of the 19
SRA samples, a total of nine genomic sequence of AcCAV-1 (GEQY; GFAK; GFAJ; GHMJ;
GBJZ; GBGJ; GBRN; GBRQ; GBRO) and nine of AcAV-2 (GFAJ; GEQOY; GHMM; GHMJ;
GHMP; GBRN; GETF; GBRQ) were assembled. All assembled sequences of AcAV-1
showed the same ORF size as found for the AcCAV-1 sequence available in the NCBI
(NC_036580). The total length of the assembled genomic sequences of AcAV-1 varied from
3365 to 3453 bp in different species of allium. SDT amino acid sequence analyses using the
ORF1 region (encodes the protein coat, CP) of AcAV-1 revealed identities of 100% between
ORF1 sequences from other ACAV-1 genomes, except for a sequence isolated from Allium
escalonicum of China (GFAJ, 83.9% identity). SDT analyses using ORF2 amino acid
sequences, which encode for the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), revealed
identities of 89.1 to 100% between the AcAV-1 sequences. The sequences assembled from
SRA data and the Brazilian genomic sequence of AcAV-2 (MZ063690) also showed ORF
sizes of the same length as the sequence published in the NCBI (NC_036581). Interestingly,
contrary to what is observed for the AcCAV-1 genome, the ORF2 of all assembled sequences
of AcAV-2 begins after the UUUCGU regulatory sequence, which is involved in the
mechanism of ribosomal frameshifting +1. Taken together, the analyses of amino acid
sequence identities revealed that both the CP (83.9 to 100%, considering all CPs) and the
RdRps (89.1 to 100%, considering all RdRps) are relatively highly conserved among the
sequences of AcAV-1 and AcAV-2 of the different species of allium from different countries.
In addition, also the ORF1+ORF2 amino acid sequences of ACAV-1 and AcAV-2 were highly
conserved, except for the A. ascalonicum AcAV-1 isolate (GFAJ). The conserved regulatory
sequence (UUUCGU) was found in all assembled sequences of ACAV-1 and AcAV-2. In
addition to the assembled amalgavirus sequences, a new genomic sequence of a partitivirus
was found for the first time in samples of A. cepa from production fields in Brazil. The name
deltapartitivirus alliumaceae (DpA, MZ063691, MZ063692, MZ090841) was suggested for
the new cryptovirus according to the new ICTV taxonomic rules (2021). Three viral segments
(dsRNA-1, dsRNA-2 and dsRNA-3) were assembled consisting of 1708 base pairs (bp,
RdRp), 1465 bp (CP-1) and 1400 bp (CP-2), respectively. SDT analyses using the coding
region of RdRp sequences revealed identities of 71.6-76.6% at the amino acid level with

unclassified partitivirus sequences, followed by identities of 36.6 to 39.0% with



deltapartitivirus sequences. According to the main demarcation criteria of partitivirus species,
in which the RdRp coding sequence must show an identity at the amino acid level greater than
24%, the DpA partitivirus was classified as a new deltapartitivirus. In addition, several
structural RdARp motifs (A-D) were found in the RdRp amino acid sequences of amalgavirus
and partitivirus, among other specific motifs of the two families sequence members
(Partitiviridae and Amalgaviridae). Phylogenetic analyses of RdRps amino acid sequences
from amalgaviruses and partitiviruses revealed nine major clusters.

Additional studies should clarify whether mixed infections of partitivirus and
amalgavirus play a role in disease of onions. This work contributes to the understanding of the
diversity of amalgaviruses in onions and describes the first genome of a partitivirus infecting

Allium cepa.

Keywords: Amalgaviruses; Allium sp.; Allium transcriptomic data sets; Partitiviruses
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CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

1.1. A CULTURA DA CEBOLA (Allium cepaL.)

A cebola (Allium cepa L.) € uma planta herbacea que pode atingir cerca de 60 cm de
altura e possui caule inserido dentro da primeira camada do solo onde encontra-se o bulbo e
emergem-se as raizes (COSTA et al.,, 2010; KASSAB, 1994; KURTZ et al., 2013). As
cebolas pertencem a familia botanica Amaryllidaceae (subfamilia Allioideae), que totalizam
mais de 800 espécies dentro de trinta géneros ja catalogados, e possuem caracteristicas
polimorficas exibindo diferencas quantos ao tamanho, formato, cor, e reacdo ao fotoperiodo
(RODRIGUES et al., 2006; SABIU et al., 2019). O cultivo da cebola ocorre ha mais de 5 mil
anos. Pesquisas revelam gravuras em tamulos egipcios, nas quais sdo retratados trabalhadores
se alimentando de cebola (FRITSCH; FRIESEN, 2002). O centro de origem refere-se
provavelmente as regides montanhosas do Turcomenistdo, Uzbequistdo, Tadjiquistdo e Norte
do Ird, Afeganistdo e Paquistdo (FRITSCH; FRIESEN, 2002).

No Brasil, a cebola é considerada a terceira cultura em termos econdmicos entre as
hortalicas, ficando atras apenas do tomate e da batata (IBGE, 2017; KIST et al., 2019). O
Brasil é um produtor tradicional de cebola. Na safra de 2020 posicionou-se em 16° lugar na
producdo mundial, com producdo estimada em 1,5 milhdo de toneladas, representando 2% da
cebolicultura do planeta. O Brasil, China e india, juntos, viabilizam 49% da produco mundial
(SALVADOR, 2021). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2017), a produgdo comercial de cebola esta distribuida em quinze unidades da federacdo. A
cebolicultura constitui-se em uma atividade socioeconémica de significativa relevancia
gerando emprego e renda, fixando o agricultor e sua familia ao meio rural, e, portanto, a
pratica da cebolicultura tem uma grande importancia social e econdmica (KURTZ et al.,
2013). Atualmente a cebolicultura é a principal fonte de emprego para cerca de 345 mil
pessoas que residem no meio rural (IBGE, 2017). Os sete maiores Estados produtores séo
Santa Catarina, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Rio Grande do Sul e Parana, que
respondem juntos por cerca de 94% da producdo total nacional (SALVADOR, 2021).
Atualmente, no Brasil cerca de 50 mil familias se dedicam a atividade da cebolicultura e,
estima-se uma area total de producdo de 58.000 ha no qual 85% da produgdo abastece o
mercado interno, e o restante é destinado a exportacao.

A cebola foi introduzida no Nordeste brasileiro no final da década de 40, e até os dias
atuais é predominantemente produzida no Vale do Sdo Francisco. O cultivo é realizado

durante o ano todo, com concentracdo de plantio nos meses de janeiro a margo,



principalmente nas regides do Médio S&o Francisco (MENDES et al., 2007). As grandes
regides produtoras de cebola no territorio brasileiro sdo: (i) Nordeste: Bahia, Pernambuco e
Rio Grande do Norte. (ii) Sudeste: Espirito Santo, Minas, Sdo Paulo. (iii) Sul: Parana, Santa
Catarina e Rio Grande Do Sul e (iv) no Centro-Oeste: Distrito Federal, Goias (IBGE, 2017).

O fotoperiodo influencia consideravelmente o crescimento, desenvolvimento,
bulbificacdo e florescimento da cebola. Para que ocorra a bulbificacdo é necessario que
plantas sejam expostas a 10 horas/luz ou superior. Os fotoperiodos inferiores e pouca radiacao
acabam influenciando no ciclo da cultura e no tamanho dos bulbos, podendo ndo ocorrer a
bulbificacdo. As temperaturas extremas também tém papel crucial na fisiologia da cebola. E
recomendado temperaturas entre 25 e 35 °C para um O6timo desenvolvimento de bulbos,
florescimento, desenvolvimento de raiz e controle de doencas (AUSTIN, 1972; MENDES et
al., 2007; VIEIRA; FRANCISCO, 2009). As melhores cultivares sdo aquelas adquiridas na
prépria regido de cultivo (PEREIRA; OLIVEIRA; PINHEIRO, 2014; SANTOS; OLIVEIRA,
2013).

No Nordeste brasileiro existe uma predominancia de periodos com altas temperaturas e
chuvas intensas que levam a necessidade de produzir variedades de cebola adaptadas as
condigdes de cultivo desta regido (CHAGAS; RESENDE; PEREIRA, 2004). As regides que
predominam baixas temperaturas e elevada umidade relativa do ar estdo mais sujeitas a
ocorréncia de doencas como o mildio (Peronospora destructor) e a queima-de-pontas
(Botrytis squamosa), enquanto os plantios das regibes Sudeste e Centro-Oeste, que ocorrem
em temperaturas mais altas, estdo sujeitos com maior frequéncia a doenca da mancha-purpura
(Alternaria porri) (PEREIRA; OLIVEIRA; PINHEIRO, 2014). As variedades de cebola do
Brasil foram desenvolvidas através da introducdo de cebolas provenientes da Europa (CUI et
al., 2001; LEITE et al., 2009; SANTOS et al., 2010). As populacdes derivadas da variedade
portuguesa deram origem a Baia Periforme, e as oriundas de genotipos egipcios constituiram
a variedade Péra, e o resultante do cruzamento entre essas duas variedades deram origem a
variedade crioula (LEITE et al., 2009; SANTOS; OLIVEIRA; LEITE, 2013). As cultivares
do tipo crioulas tém como caracteristica bulbos de cor amarela escura, pungéncia alta e
excelente conservacdo poés-colheita. Essa cultivar é bem adaptada a regido Sul do Brasil
(MELO, 2007; RODRIGUES et al., 2006). Na regido Nordeste as cultivares de bulbo roxo
sd0 mais bem aceitas, ja no restante do pais predomina as com coloracdo amarela e internos
de cor branca e sabor pungente. Todas as cultivares disponiveis no Brasil e registradas no
RNC (Registro Nacional de Cultivares), (Anexo 1) visam atender as exigéncias do

consumidor brasileiro que prefere bulbos de tamanho medio (50-90 mm de diametro), e de



formato globular (SANTOS et al., 2010; SANTOS; OLIVEIRA; LEITE, 2013). A maioria
das cultivares disponiveis sdo para semeio de final de verdo a meados de outono e colheita de
agosto a novembro, época considerada ideal para o cultivo de hortalicas em condicbes de
campo no Brasil (CAMARGO, 2017). As cultivares Alfa Tropical e BRS Alfa Sdo Francisco
sdo mais recomendadas para o plantio no verdo, e ainda possuem resisténcia a antracnose e
mancha purpura (COSTA et al., 2010; COSTA et al., 2008; COSTA et al., 2005; PEREIRA;
OLIVEIRA; PINHEIRO, 2014; SANTOS; OLIVEIRA; LEITE, 2013). As cultivares Baia
Periforme, Baia Periforme Precoce, Baia Periforme Super Precoce, Primavera e Piraouro séo
adaptadas ao processo de producdo por bulbilhos (CHAGAS et al., 2004; DUARTE et al.,
2003; SANTOS et al., 2010). Na regido Nordeste, para o primeiro semestre € recomendado as
seguintes variedades: Vale Ouro IPA-11, Composto IPA-6, Texas Grano-502 PRR e o0s
hibridos Granex-429, Granex-33 e Mercedes de coloracdo amarela, bem como a cultivar
franciscana IPA-10 com bulbo de coloracéo roxa. Essas cultivares possuem ciclo variando de
110 a 130 dias da semeadura a colheita (BETTONI et al., 2013; COSTA et al., 2008;
DUARTE et al., 2003; HENRIQUES et al., 2014; YURI; RESENDE; COSTA, 2018). As
cultivares Alfa Tropical, Alfa Sdo Francisco e Franciscana IPA-10 sdo recomendadas para o
plantio a partir de julho. A produtividade obtida com as cultivares plantadas na regido varia de
15 a 60 t/ha dependendo da localidade, da época de plantio e dos tratos culturais realizados
(COSTA; RESENDE; DIAS, 2000; RESENDE; COSTA, 2014; RODRIGUES et al., 2006;
VILAS BOAS et al., 2011; YURI; RESENDE; COSTA, 2018).

Diferentes partes da cebola podem estar sujeitas a uma série de doencas, que podem
comprometer o desenvolvimento da planta (MENDES et al., 2007). As doengas de maior
ocorréncia nas plantacGes de cebola no Brasil independentemente da regido cultivada séo: a
gueima acinzentada ou sapeco (Botrytis squamosa), o mildio (Peronospora destructor) e a
mancha parpura (Alternaria porri), que sdo fungos da parte aérea, a raiz rosada (Phoma
terrestris) e a podriddo branca (Sclerotium cepivorum) sdo causados por fungos de solo, os
nematoides Ditylenchus dipsaci que atacam a regido da coroa ainda na lavoura; as bacterioses
(Burkholderia spp. e Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum), o falso carvdo mofo
(Aspergillus niger) e as doencas virais causados por iris yellow spot virus (I'YSV) do género
Orthotospovirus e as causadas por onion yellow dwarf virus do género Potyvirus (FILHO, et
al., 2006; KITAJIMA, 2020; MENDES et al., 2007).



1.2.  AS PRINCIPAIS VIROSES QUE INFECTAM A CULTURA DA CEBOLA NO
MUNDO

As principais espécies descritas no ICTV (International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2020), que ja foram identificadas infectando a cultura da cebola foram: Iris yellow
spot virus (BAG et al., 2015; BAG; DRUFFEL; PAPPU, 2010), Onion yellow dwarf virus
(OYDV) (SHAHRAEEN; LESEMANN; GHOTBI, 2008), Leek yellow stripe virus (LYSV)
(SANTOSA; ERTUNCGC, 2020), Garlic common latent virus (GCLV), Garlic virus C (Gar-C),
Garlic virus D (Gar-D) (SHAHRAEEN; LESEMANN; GHOTBI, 2008), Shallot virus X
(HAMED et al., 2012; RUIZ et al., 2008), Shallot latent virus (SLV) (WANG et al., 2019),
Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV) (GEERING; MCTAGGART, 2019),
Artichoke yellow ringspot virus (AYRSV) (MALIOGKA et al., 2006), Sint-Jan onion latent
virus (SjoLV) (DK, 1993) e Shallot yellow stripe virus (SYSV) (CHEN et al., 2005)
(Tabela 2).

Em geral, os virus podem causar perdas de rendimento de 50% a 100% durante o
processo de cultivo (CONCI et al., 2003; LOT et al., 1998), e na cultura de espécies do
género Allium observa-se em média perdas de até 88% da producdo (CONCI et al., 2003;
FILHO et al., 2006; MELO FILHO, et al., 2004). A espécie OYDV ¢ frequentemente
encontrada infectando plantacfes de cebola no mundo e foi por muitos anos associada a
doencas etioldgicas de origem desconhecida, sendo conhecida apenas como uma doenca que
causa mosaico devido a presenca de manchas amareladas e necréticas nos tecidos foliares
(BARG et al., 1994; DIJK, 1993). O genoma (sSRNA senso positivo) completo do OYDV
(nimero de acesso do GenBank AB219833, AJ510223 ou AB219834) tem cerca de 10538 nt
e um comprimento entre 750 e 775 nandmetros (nm) com um didmetro de 14 a 16 nm. O
genoma viral codifica uma poliproteina de 3403 aminoacidos. As particulas s&o filamentos
flexiveis que podem ser facilmente detectados em extratos de Allium infectados (BOS;
HUTTINGA; MAAT, 1978; CHEN et al., 2003; TAKAKI; SANO; YAMASHITA, 2006). O
gene P3 é considerado 0 mais longo quando comparado com similares em potyvirus (CHEN
et al.,, 2003). O OYDV é considerado a especie mais importante entre as espécies que
infectam o género Allium em termos de danos econémicos (DIJK, 1993). Ja foi registrado
mais de 50 espécies de afideos transmitindo o OYDV, entre os principais vetores o Aphis
craccivora (Koch), A. gossypii (Glover), e 0 Myzus persicae (Sulzer), que ¢ relatado como o
vetor mais eficiente em termos de transmisséo (EL-WAHAB, 2009; PAWAN; POONAM;
RAKESH, 2011). O OYDV é descrito no mundo todo, mais sua gama de hospedeiro € bem
restrita a familia Amaryllidaceae (CHODORSKA et al., 2014; CROWE; PAPPU, 2005;



DOVAS et al., 2001; MAJUMDER et al., 2014). O OYDV pode infectar as plantas em
qualquer estagio do seu desenvolvimento. Os principais sintomas nas plantas jovens sdo o
aparecimento de estrias amarelas nas bases das primeiras folhas verdadeiras (MAJUMDER,;
JOHARI 2014; VONCINA et al., 2016). ApGs esse sintoma inicial, todas as folhas em
desenvolvimento apresentam sintomas que variam de estrias amarelas ao amarelecimento
completo das folhas podendo ficar enrugadas e achatadas até cair, e 0 tamanho do bulbo é
reduzido (FIDAN; BALOGLU, 2009; MAJUMDER et al., 2017; PEREZ-MORENO et al.,
2006; TESTEN et al., 2014; VONCINA et al., 2016).

Outra espécie encontrada frequentemente em campos de cebola ao redor do mundo é o
Iris yellow spot virus, que pertence ao género Orthotospovirus. Este género possui virus que
infectam mais de 90 familias de plantas e 1090 espécies em todo o mundo, incluindo as
leguminosas, as culturas ornamentais e mesmo plantas daninhas (PARRELLA et al., 2003).
Os virus pertencentes a este género estao entre os principais agentes causadores de problemas
fitossanitarios em campos principalmente de culturas de batata, alface, cebola, alho, feijéo,
pimentas e pimentBes, soja, ervilha, cucurbitaceas, tomate, amora e muitas ornamentais
(PAPPU; JONES; JAIN, 2009). Os sintomas causam manchas necréticas e murcha e
eventualmente ocasiona a morte das plantas (CORDOBA-SELLES et al., 2007,
NISCHWITZ; GITAITIS; et al., 2007; WEILNER; BEDLAN, 2013). Os orthotospovirus sdo
prevalentes em climas quentes em regides com uma alta populacdo de tripes. O aumento da
prevaléncia dos virus pertencentes a esse género se deve em grande parte ao sucesso da
sobrevivéncia dos tripes nos campos, que séo os principais vetores (RILEY et al., 2011).

O virus 1YSV infecta preferencialmente plantas do género Allium sp. (CORDOBA-
SELLES et al., 2007; GAMAGE; HASSANI-MEHRABAN; PETERS, 2010; GAWANDE et
al., 2014; WEILNER; BEDLAN, 2013). O sucesso de dispersdo dessa espécie é relacionado a
presenca do tripes Thrips tabaci, o qual € constantemente encontrado em plantios de cebola e
suas proximidades. O modo de transmissdo do IYSV é do tipo propagativo-circulativo
(DIAZ-MONTANO et al., 2011; NAGATA et al., 1999; PAPPU; HELLIER; DUGAN,
2006). Além disso, o plantio de forma propagativa vegetativa e o comércio de plantas
infestadas pelo vetor tém contribuido significativamente para a disseminacdo do virus no
mundo (FUJI et al.,, 2015; KRAUTHAUSEN et al., 2012; NISCHWITZ; PAPPU et al.,
2007).



Tabela 2 - Descri¢do das principais espécies de virus reportadas na literatura infectando a
cebola, incluindo a classificacdo taxondmica, a localizacéo e referéncias.

CLASSIFICACAO

LOCALIZACAO

REFERENCIAS

Pisoniviricetes;
Picornavirales;
Secoviridae;
Comovirinae;
Nepovirus

TAXONOMICA

Riboviria; Creta, Grécia, Italia, Peru, |BONNET; MALIOGKA et al.,
Orthornavirae; Sicilia. 2006; CABI; EPPO, 2014;
Pisuviricota; PAYLAN; ERGUN; ERKAN,

2013; RODRIGUES et al., 2007.

Riboviria;
Orthornavirae;
Kitrinoviricota;
Alsuviricetes;
Tymovirales;
Betaflexiviridae;
Quinvirinae;
Carlavirus

Croécia, EUA, Grécia, Ird, Itélia,
México, Nigéria, Poldnia, Sudéo.

CHODORSKA et al., 2014;
DOVAS, GODENA et al., 2001,
HAMED et al., 2013;

Riboviria;
Orthornavirae;

Australia, Bahia e Rio Grande do
Sul, Brasil, China, Coréia, Estado

BEREDA et al., 2016; BEREDA
et al., 2017; CHEN et al., 2020;

Alsuviricetes;

Kitrinoviricota; de Santa Catarina, Estados|FAYAD-ANDRE et al., 2011;
Alsuviricetes; Unidos, Goias, Japdo, Minas|GEERING; MCTAGGART,
Tymovirales; Gerais, Vale do Itajai, Polonia. 2019; MITUTI et al., 2015;
Alphaflexiviridae; NURULITA et al, 2020;
Allexivirus OLIVEIRA et al, 2014
WIJAYASEKARA;
FERGUSON; ALLI, 2019.
Riboviria; Estados Unidos, Polbnia, Sicilia, | BAMPI; REINSEL;
Orthornavirae; Finlandia. HAMMOND, 2018;
Kitrinoviricota; CHODORSKA et al., 2012;

DOVAS, CRISOSTOMOS |I. et

Kitrinoviricota;
Alsuviricetes;
Tymovirales;
Alphaflexiviridae;
Allexivirus

Tymovirales; al., 2001; SHAHRAEEN;
Alphaflexiviridae; LESEMANN; GHOTBI, 2008.
Allexivirus

Riboviria; Estados Unidos, ltalia, Sicilia, | FIDAN et al., 2013;
Orthornavirae; Peru. MEGERMAN et al., 2008;

TAGLIENTI et al., 2018




Riboviria;
Orthornavirae;
Negarnaviricota;
Polyploviricotina;
Ellioviricetes;
Bunyavirales;
Tospoviridae;
Orthotospovirus

Africa do Sul, Alemanha,
Arizona, Aqstrél ia, Australia
Ocidental, Awustria, Bdsnia e

Herzegovina, Brasil, Califdrnia,

Canada, Chile, Colorado, Costa
Rica, Egito, Equador,
Eslovénia, Espanha, Estados
Unidos, Franca, Georgia,
Grécia, Guatemala, Gujarat,
Havali, Honshu, Hungria,
Idaho, india, Indonésia,
Inglaterra, Ird, Israel, Italia,
Japao, Java, Karnataka,
Kyushu, Madhya Pradesh,

Maharashtra, Mauricio, México,
Michigan, Nevada, Nova Gales
do Sul, Nova york, Nova
Zelandia, Novo MEéxico,
Ontario, Oregon, Paises Baixos,
Paquistao, Pennsylvania,
Pernambuco, Peru,  Quénia,
Reino Unido, Reunido, Séao
Paulo, Sri Lanka, Tajiquistdo,
Tamil Nadu, Texas, Tunisia,
Uganda, Uruguai, Utah, Uttar
Pradesh, Victoria, Washington,
Zimbéabue, Argélia.

BAG et al., 2015; GAMAGE et
al., 2014; HOEPTING; FUCHS,
2012; IFTIKHAR et al., 2013;
KARAVINA et al, 2016;
KUMAR; DHAWAN, 2013;
LOBIN et la., 2012; MANGLLI
et al., 2012; PLENK;
GRAUSGRUBER-GROGER,

2011; TABASSUM et al., 2016;
TRKULJA et al, 2013;
WEILNER; BEDLAN, 2013.

Riboviria;
Orthornavirae;
Pisuviricota;
Stelpaviricetes;
Patatavirales;
Potyviridae;
Potyvirus

Alemanha, Argentina,
Austrélia, Bangladesh, Bélgica,
Brasil, Chile, China, Colémbia,

Croéacia, Czechia, Dinamarca,
Equador, Eslovénia, Estados
Unidos,  Finlandia,  Franga,

Grécia, Henan, Honshu, Hubei,

Iémen, India, Indonésia, Ir4,
Itdlia, Japdo, Java, Jiangsu,
Karnataka, Meéxico, Nova

Zelandia, Ohio, Oregon, Paises
Baixos, Peru, Republica Federal
da lugoslavia, Rio Grande do
Sul, Sérvia, Shandong, Sicilia,

Suécia, Tailandia,
Tchecoslovaquia, Uruguai,
Venezuela.,, Victoria, Vietnd,

Washington, Yunnan, Zhejiang,
Tunisia

BAMPI;
HAMMOND,
GAWANDE et al.,
KUMAR; DHAWAN,
OLEAS; ARAHANA, 2016;
SANTOSA; ERTUNC, 2020;
SHAHRAEEN; LESEMANN, D.
E.. TESTEN et al, 2014
VONCINA et al., 2016;
VUCUROVIC, 1. et al., 2016.

REINSEL;
2018;
2014a;
2013;




Riboviria; Africa do Sul,  Alemanha, |ARAUJO et al, 2018;
Orthornavirae; Argentina, Australia, Austria, | BARANWAL et al., 2011;
Pisuviricota; Brasil, Califérnia, Canada, | CHODORSKA et al.,, 2014;
Stelpaviricetes; Checoslovaquia, Chile, China, | FERNANDEZ-TABANERA et
Patatavirales; Columbia Britanica, [al., 2018; MAJUMDER et al.,
Potyviridae; Connecticut, Croacia, Cuba, [2017; OLEAS; ARAHANA,
Potyvirus. Czechia, Délhi, Dinamarca, | 2016; PEREZ-MORENO et al.,

Equador, Escécia, Eslovénia, [2007; SHAHRAEEN et al.,

Espanha, Estados  Unidos, | 2015.

Estbnia,  Finlandia,  Franca,

Grécia, Haryana, Henan,

Hubei, Hungria, india,

Indonésia, Inglaterra, lowa, Irg,

Iraque, Israel, Itdlia, Japéo,

Jiangsu, Litudnia, Louisiana,

Marrocos, Meéxico, Minnesota,

Moldavia, Montana, Nigéria,

Nova Escocia, Nova Gales do

Sul, Nova York, Nova Zelandia,

Ontéario, Oregon, Peru, Pol6nia,

Reino Unido, Roménia, Santa

Catarina, S&o Paulo, Sérvia,

Servia e Montenegro, Shandong,

Sicilia, Suica, Sul da Australia,

Tailandia, Taiwan, Tasmania,

Tunisia,  Ucrania,  Uruguali,

Victoria, Vietnd, Washington,

West  Virginia, Yunnan,

Zhejiang, Egito, Rio Grande do

Sul.
Riboviria; Argentina, Brasil, Canada, | BAMPI; REINSEL;
Orthornavirae; Coréia do  Sul, Croacia, | HAMMOND, 2018;
Kitrinoviricota; Dinamarca, Estados Unidos,| CHODORSKA et al., 2014;
Alsuviricetes; Franca, Grécia, Henan, Hubei, [DOVAS; VOVLAS, 2003;

Tymovirales; Italia, Jiangsu, México, Ontério, [ DOVAS, GODENA et al., 2020;
Betaflexiviridae; Parana, Poldnia, Reino Unido, | MITUTI et al., 2011; PEREZ-
Quinvirinae; Sdo Paulo, Sicilia, Yunnan,| MORENO et al, 2006;
Carlavirus China. TORRICO; CAFRUNE; CONCI
2010.
Riboviria; Ecuador, India, Italy, Poland, [BAMPI, REINSEL;
Orthornavirae; United States, Sudan. HAMMOND, 2018; GRANDA,;
Kitrinoviricota; LANDAZURI; ARKHIPOV,
Alsuviricetes; 2017; HAMED et al., 2012
Tymovirales; MAJUMDER et al, 2008;

Alphaflexiviridae;
Allexivirus

PADUCH-CICHAL et al., 2017;
TAGLIENTI et al., 2015
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Riboviria; China, Dongcheng, Indonésia, | CHEN et al., 2005; CHEN et al.,
Orthornavirae; Ird, Japdo, Tailandia, Taiwan, | 2002; FAEZEHOSSADAT;
Pisuviricota; Vietna, Franca. FARZANEH, 2016; HA et al.,
Stelpaviricetes; 2008; LI et al., 2016; MARAIS
Patatavirales; et al., 2019; TSUNEYOSHI et
Potyviridae; al., 2016.

Potyvirus

Riboviria; Alemanha, China, Holanda. DIK, 19933, 1993b;
Orthornavirae; TSUNEYOSHI et al., 1998

Kitrinoviricota;
Alsuviricetes;
Tymovirales;
Betaflexiviridae;
Quinvirinae;
Carlavirus

*Descrigdo taxondmica de acordo com International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2020). As
principais espécies de virus infectanto o género allium, descritas em diferentes paises.

1.3.  FAMILIA Amalgaviridae

Em 2013 o ICTV reconheceu uma nova familia de virus (Amalgaviridae), que foi
denominada amalga (que significa mistura), devido as espécies virais possuirem
caracteristicas tanto de espécies pertencentes ao género Partitivirus quanto aos Totivirus,
indicando uma provavel relacdo genética com essas duas familias (LIU; CHEN, 2009;
MARTIN; ZHOU; TZANETAKIS, 2011; SABANADZOVIC et al., 2009). Portanto, Nibert
et al. (2014) propds a nova familia, por indicar as semelhancas encontradas entre espécies
pertencentes a familia Totiviridae e Partitiviridae (SABANADZOVIC et al., 2009). Como
resultado os amalgavirus foram classificados pertencendo a uma nova familia de virus pelo
ICTV (ADAMS et al., 2014). No entanto, andlises filogenéticas realizadas com o gene que
codifica a RNA-dependente de RNA polimerase (RdRp) demonstraram que as RdRps de
amalgavirus estdo mais intimamente relacionadas as RARps de virus das espécies da familia
Partitiviridae. Além disso, em 2015, Krupovic et al. demonstraram que a capa proteica dos
amalgavirus é homologo a proteinas do nucleocapsideo de virus pertencentes aos géneros
Phlebovirus e Tenuivirus (KRUPOVIC; DOLJA; KOONIN, 2015; MARTIN; ZHOU;
TZANETAKIS, 2011; SABANADZOVIC et al., 2009).

A familia Amalgaviridae é composta por dois géneros: o género Amalgavirus,
constituido de nove espécies (Allium cepa amalgavirus 1, Allium cepa amalgavirus 2,
Blueberry latent virus, Rhododendron virus A, Southern tomato virus, Spinach amalgavirus 1,

Vicia cryptic virus M, Zoostera marina amalgavirus 1, Zoostera marina amalgavirus 2)
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encontrados em plantas, e 0 género Zybavirus que infecta fungos e € constituido por apenas
uma espécie, o Zygosaccharomyces bailii virus Z (ADAMS et al., 2014). Os genomas S&o
monopartidos de fita dupla de RNA (dsRNA), com cerca de 3,5 kilo pares de bases (kpb) de
comprimento (SABANADZOVIC et al.,, 2010; SABANADZOVIC et al.,, 2009). Duas
fases/quadros de leitura aberta (ORFs, Open Reading Frame) encontram-se parcialmente
sobrepostas, onde a primeira ORF codifica a proteina de revestimento (CP) e a segunda ORF
a RdRp, e sdo expressas por um mecanismo de deslocamento de quadro ribossémico (PRF)
programado +1 (DEPIERREUX; VONG; NIBERT, 2016; SABANADZOVIC et al., 2009).

A espécie tipo da familia Amalgaviridae é o Southern tomato virus (STV), descrito em
2009 na América do Norte e Central em plantacfes de tomate com suspeita de associacdo a
uma nova desordem nas plantas (SABANADZOVIC et al., 2009). A espécie tipo possui um
genoma de dsRNA monopartido de 3,437 bp (SABANADZOVIC et al., 2009). O STV foi
testado em experimentos de transmissdo mecanica e enxertia, mas Sem SuUCesSSO
(SABANADZOVIC et al.,, 2010). Experimentos realizados com sementes coletadas de
tomateiros infectados com o STV mostraram elevadas taxas de transmissdo vertical (70 —
90%) (SABANADZOVIC et al., 2009). No entanto, é desconhecido se a transmissdo € por
polen ou oOvulos ou ambos (SABANADZOVIC et al, 2010; MARTIN; ZHOU;
TZANETAKIS, 2011). As informagBes sobre as espécies de amalgavirus ainda sdo bem
limitadas, mas acredita-se que se replicam no citoplasma e que ndo possuem a capacidade de
movimentacao sistémica ou de célula-a-célula (LIU; CHEN, 2009; SABANADZOVIC et al.,
2010). Interessantemente, os amalgavirus tém mostrado efeitos benéficos em seu hospedeiro.
Recentemente, Fukuhara et al. (2019) mostraram que o STV interage com plantas de tomate
de modo mutualistico. As plantas de tomate infectadas foram mais altas e produziram mais
frutos. Os autores mostraram a partir de analises transcriptdmicas que a infec¢do por STV
afetou a expressdo de genes de plantas envolvidos na biossintese do etileno, e que a selecdo de
caracteristicas superiores (tais como genes envolvidos na qualidade de frutos) poderia estar
envolvida como consequéncia da infeccao por este virus.

Nos ultimos anos, a presenca de amalgavirus de plantas foram relatados em campos na
Franca (CANDRESSE; MARAIS; FAURE, 2013), Espanha (VERBEEK et al., 2015), China
(PADMANABHAN et al., 2015), Bangladesh (PADMANABHAN et al., 2015) e na Italia
(IACONO et al., 2015). Em todos os casos, houve também relatos de coinfec¢do com outros
virus, o que dificulta o estudo de sua sintomatologia (SABANADZOVIC et al., 2010). E de

grande importancia estudos que investiguem as propriedades bioldgicas e moleculares dos



12

amalgavirus com o intuito de entender os mecanismos de patogenicidade e interacdo com 0s
hospedeiros (IACONO et al., 2015).

1.4 AS PRINCIPAIS VIROSES QUE OCORREM NO GENERO Allium NO BRASIL

1.4.1 GENERO Potyvirus

O género Potyvirus pertence a familia Potyviridae, que é composto por 12 géneros,
Arepavirus, Bevemovirus, Brambyvirus, Bymovirus, Celavirus, Ipomovirus, Macluravirus,
Poacevirus, Potyvirus, Roymovirus, Rymovirus e Tritimovirus (WYLIE et al., 2017).
Portanto, em 2019, foi sugerida a insercdo de mais dois géneros na familia Potyviridae:
Arepavirus e Celavirus totalizando doze géneros (ROSE et al., 2019; YANG et al., 2019).

A familia Potyviridae engloba virus de plantas que possuem caracteristicas tais como,
genoma monopartido ou bipartido (género Bymovirus), acido nucléico do tipo RNA de fita
simples senso positivo, que se montam em um virion de formato filamentoso/flexuoso
(ADAMS et al., 2005). De acordo com as caracteristicas morfologicas podem apresentar
didmetro de 11 a 20 nm, e comprimento de 650 a 950 nm. Atualmente o género Potyvirus é
constituido de 188 espécies aceitas pelo ICTV (2021) (Anexo I1).

No Brasil, espécies do género Potyvirus ja foram relatadas ocasionando doencas em
plantas do género Allium. Podem ser citados ocasionando doencas a espécie Onion yellow
dwarf virus e o Leek yellow stripe virus (FAJARDO et al., 2001; FAYDE-ANDRE; DUSI;
RESENDE, 2011; ARAUJO; HIGASHIKAWA; LIMA, 2018).

O RNA gendmico é traduzido em uma ORF que codifica uma poliproteina, que apos
clivagem auto-proteolitica forma dez proteinas virais (NIGAM et al., 2019; REVERS;
GARCIA, 2015). As proteinas virais sdo: P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, Nla-Pro, VPg, Nlb e
CP. Além da ORF que codifica a poliproteina existe uma ORF PIPO inserida na regido génica
que codifica para a proteina P3. Na regido da P3 existe uma regido polimérica (GAAAAAA)
que durante a expressao génica induz o mecanismo de deslizamento da polimerase (frameshift
-1) para codificar a 112 proteina, a chamada P3N-PIPO (CHAI et al., 2020; KING et al., 2012;
REVERS; GARCIA, 2015). As proteinas virais dos potyvirus sdo em sua maioria
multifuncional. As proteinas P1 e HC-Pro possuem propriedades autocataliticas. A proteina
Nla-Pro é uma protease e responsavel pela clivagem da poliproteina. A HC-Pro possui outras
funcGes além da funcéo de protease, tais como, a de facilitar o movimento a longa distancia, o

envolvimento na replicacédo viral, a supresséo do silenciamento génico e a transmisséo viral
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através da interagdo com proteinas do aparelho bucal em afideos (pulgdes) (VALLI et al.,
2018).

1.4.1.1 CARACTERIZACAO GENOMICA

O género potyvirus apresenta uma organizacdo gendémica e estratégia de expressdo
bem uniforme entre todas as espécies. O RNA gendémico interage com a proteina ligada ao
genoma, a VPg (viral protein genome-linked), que esta covalentemente ligada a uma regido
5’UTR. Ja na UTR 3’se encontra a cauda de poli-A (RODAMILANS et al., 2015). O estudo
de primeiros clones infecciosos em 1989 permitiu a descoberta da fungdo das principais
proteinas do género (RIECHMANN et al., 1989). A ORF de maior tamanho d& origem a uma
poliproteina de peso molecular de 340 a 370 kDa (VIJAYAPALANI et al.,, 2012;
UNTIVEROS et al., 2016). Por consequéncia desse tipo de expressdo génica, as proteinas
derivadas da poliproteina sdo conhecidas por serem expressas em niveis equivalentes,
independente da pressao seletiva da expressdo da proteina viral. Por consequéncia, proteinas
produzidas em excesso se acumulam na célula do hospedeiro (ZHENG et al., 2011,
MLOTSHWA et al., 2002). Portanto, a célula do hospedeiro sofre grandes danos, que podem
refletir em sintomas normalmente severos (SHEN et al.,, 2010). A ORF PIPO (Pretty
Interesting Potyviridae ORF) é expressa pelo deslizamento da polimerase fazendo que este
transcrito gere um peptideo conhecido por ser envolvido na supressao do silenciamento
génico (CHUNG et al., 2008).

A Figura 1 mostra a organizacdo gendmica tipica de um potyvirus. A poliproteina é
processada por trés proteases: a Nla-Pro, P1-Pro e HC-Pro. Além disso, duas proteinas de
peso molecular pequeno (6K1 e 6K2), duas proteinas de inclusdo nuclear (Nla-Pro/VPg e
NIb) e as proteinas P3, CP e CI sdo produzidas (Tabela 4) (URCUQUI-INCHIMA et al.,
2001; ADAMS et al., 2005).
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Figura 1. Organizacdo gendmica tipica de um potyvirus.

Poliproteina
s+ (Vpg R —— AaAAAA 5
I PIPO
P3 i CI VWE NIb-RdRp cP
6kl BK2
MVP

P3N-PIPO

v

Deslizamento da polimerase

V¥V Clivagem por Nla-pro

[70T TET sopmes

U Clivagem da P1-pro e HC-Pro

A imagem representa a organiza¢do do genoma de um potyvirus. A extremidade 5’ representada por um circulo
é a VPg, e na outra extremidade 3’ a cauda de poli-A. As proteinas derivadas da poliproteina estdo representadas

por “caixas” com o respectivo nome de cada uma (P1-pro, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, Nla-pro, NIb-RdRp,
CP). A seta e o tridngulo indicam os locais de clivagem.

A fita viral de senso positivo serve como molde para a replicagdo viral produzindo
uma fita de RNA de orientacdo negativa. Esta servira como molde para a sintese da fita de
RNA viral positiva (replicagdo). As regides ndo traduzidas 5° e 3’ possuem sequéncias

promotoras que sdo fundamentais para a replicagdo (HALDEMAN-CAHILL, 2001,
TEYCHENEY, AZIZ et al., 2000).

Tabela 4. A tabela abaixo descreve as funcdes das diferentes proteinas codificadas pelos
potyvirus, seu peso molecular em kDa, e referéncias correspondentes.

Proteinas kDa Funcao Referéncia
P1 32-64 Sintomatologia, supressdo do [ NAGYOVA et al., 2012;
silenciamento génico REVERS, et al, 2015;

SHAKIR et al, 2019;
VERCHOT et al., 1995

HC-Pro 56-58 Transmissao por afideo, | GOVIER et al., 1977; JADA e
movimento sistémico, | LEHTO, 2011; DESBIEZ et
sinergismo com outros virus, [al., 2010; CHANDRIKA
supressdo do  silenciamento [ RAY, et al., 2016; KIM et al.,
génico 2020; THORNBURY et al.,,
1985




P3

37

Patogenicidade,
Reconhecimento do hospedeiro,
Replicagao viral

15

LUAN et al., 2016; CUI et al.,
2017; KANG et al., 2018; CUI
et al.,, 2018; KLEIN et al.,
1994

6K1

Replicacéo viral, infeccéo viral

CUIl e HANG 2016; CUI, et
al., 2018; NIGAM et al., 2019.

Cl

70

Corpos de incluséo,
ATPase/RNA helicase,
replicacdo de RNA, movimento
célula-célula, fator de viruléncia

FERNANDEZ et al., 1997
SOREL et al., 2014 GIBBS et
al., 2020; LAIN et al., 1991.

6K2

Ligacdo ao complexo viral de
replicacdo do genoma

WEI, et al., 2010; FIGUEIRA
et al., 2019; RESTREPO et al.,
1990; ZHANG et al., 2019.

VPg

21-24

Iniciador de replicacdo do
genoma; Interacdo com fatores
de tradugcdo e Supressdo do
silenciamento génico

JIANG; LALIBERTE, 2011;
WANG; KRISHNASWAMY,
2012; SCHAAD et al., 1997,
WYLIE et al, 2017
WALTER et al., 20109.

Nla-Pro

49

Interacdo proteina-proteina,
clivagem da poliproteina em cis
e trans, Atividade DNase

ADAMS et al,
ANINDYA; SAVITHRI,
2004; GONG et al,,
JIANG et al., 2011

2005;

2020;

NIb

58

Corpos de incluséo de RNA
polimerase dependente de RNA
Replicacdo do genoma

HAJIMORAD et al., 1996
HONG et al., 1996; REVERS,
et al., 2015; SHEN et al., 2020

CP

28-40

Transmisséo por vetor
Movimento viral Amplificacdo
do genoma Encapsidacdo e
montagem do virus

SHUKLA; WARD, 1989;
BHAT et al., 2013;
DOMBROVSKY et al., 2005;
MAHAJAN et al, 1996;
ATREYA et al, 1991;
CHANDRAN et al.,, 2016;
GALLO etal., 2018

PIPO/PISPO

Movimento viral
Patogenicidade e expressdo de
sintomas

KING et al., 2012; CHUNG et
al., 2008; CHENG et al., 2017

A proteina CI juntamente a Nla e NIb s&o as formadoras do nucleo de replicagéo,

sendo que a proteina CI tem atividade de helicase, ATPase e de ligacdo do RNA (GIBBS et
al., 2020; SHEN et al.,, 2020; ADAMS et al., 2005). JA a NIb atua como uma RNA
polimerase dependente de RNA (HAJIMORAD et al., 1996; HONG et al., 1996; REVERS et
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al., 2015; SHEN et al., 2020). A RdRp interage com a Nla (GOH; HAHN, 2021;
SABHARWAL; SAVITHRI, 2020; FELLERS et al., 1998). A proteina VVPg esta localizada
na extremidade C-terminal da proteina Nla. Somente ap6s a montagem do complexo é que a
VPg é clivada no inicio da replicacéo viral. Portanto, a VPg atua como iniciador da replicacdo
por possuir uma tirosina especifica que fornece uma hidroxila livre ao nucleotideo (TAVERT-
ROUDET et al., 2017; SABHARWAL,; SRINIVAS; SAVITHRI, 2018; MURPHY, KLEIN et
al., 1996).

A proteina 6K2 induz o inicio da formacdo do complexo de replicacdo no reticulo
endoplasmatico, onde ha a formacgdo de vesiculas envolvidas na replicacdo viral. Estas
vesiculas deslocam-se no citoplasma da célula associadas aos microfilamentos de actina. Cada
vesicula tera apenas uma copia do genoma (MAKINEN, 2020; COTTON et al., 2009), devido
a presenca de um dominio hidrofébico, (GENG et al., 2017; WEI, et al., 2010; FIGUEIRA et
al., 2019). Os heterocomplexos COPI e COPII (coat protein complex I e 1I) estdo envolvidos
no transporte entre o reticulo endoplasmético e o Complexo de Golgi (WEI; WANG, 2008).

As proteinas P1, P3 e HC-Pro também estdo envolvidas no processo de replicacéo
viral. A P1 esta envolvida na infeccdo viral e acimulo de particulas virais (RAJAMAKI et al.,
2005), além de atuar como um fator de amplificacdo do genoma viral (HAJIMORAD et al.,
2018). Em algumas espécies de potyvirus a P3 atua por meio de um dominio hidrofébico em
sua regido C-terminal e interage com proteinas da membrana do reticulo endoplasmatico
(CHAI et al., 2020; LUAN et al., 2016; CUI et al., 2017). A proteina CI foi encontrada
associada tanto a P3 como a P1 (NIGAM et al., 2019; UNTIVEROS et al., 2016;
VIJAYAPALANI et al., 2012; KLEIN et al., 1994). Vérias das interacfes descritas acima
foram demonstradas utilizando um sistema denominado duplo-hibrido de leveduras (MERITS
etal., 1999).

A proteina HC-Pro também € essencial no papel da replicacdo viral. Essa proteina é
somente processada em cis, apresentando um motivo ribonucleico (RNP) e se liga
preferencialmente ao RNA. Este motivo RNP estd envolvido no transporte de RNA, no
desenvolvimento celular e expressdo génica (DE, 2019). Além disso, a HC-Pro juntamente
com a CP podem aumentar o limite de excluséo do plasmodesma e facilitar o movimento viral
(WANG, 2021; PARK et al., 2017). A VPg € outra proteina que esta envolvida no movimento
do virus a longas distancias (JIANG; LALIBERTE, 2011). As proteinas CP e HC-Pro
também estdo envolvidas na transmissdo pelo inseto vetor, onde a HC-Pro se liga a CP e
também a proteinas do estilete do inseto, ou pode se ligar somente as proteinas do estilete do

inseto. Esta interagcdo € conhecida como interacdo do tipo ponte (Bridge interaction), no qual
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h& a formacdo de uma ponte de interacdo entre proteinas do aparelho bucal no afideo e a
proteina viral HC-Pro (CHENG; WANG, 2017; NIGAM et al., 2019; SHEN et al., 2010;). A

HC-Pro também pode atuar como supressora do silenciamento génico (ZHENG et al., 2011).

1.4.1.2 TRANSMISSAO

A transmissdo dos potyvirus acontece durante a alimentacdo do inseto vetor, que ao
entrar em contato com a planta infectada e iniciar a alimentacdo ou picada de prova via
estilete, adquire o virus tornando-se virulifero. Portanto, este inseto que adquiriu o virus ja
consegue em pouco tempo infectar outras plantas. Além disso, os potyvirus podem ser
transmitidos via propagacdo vegetativa ou através de inoculacdo mecéanica (GALLET et al.,
2018; KITAJIMA et al., 2004; LEONETTI et al., 2018).

O principal inseto vetor é o afideo (pulgdo), que transmite o virus de forma néo-
persistente (PIERO et al., 2006). Nesse modo de transmissdo o inseto adquire o virus em
segundos, minutos ou horas, e podera infectar plantas sadias rapidamente. No entanto, perde a
capacidade de infectar outras plantas também rapidamente, sendo apenas capaz de infectar
entre duas e trés plantas. Portanto, o tempo de retencdo é conhecido por ser curto
(HOGENHOUT et al., 2008; LIU et al., 2015).

A interacdo entre proteinas da cuticula do pulgdo no aparelho bucal e a HC-Pro é
facilitada por um motivo conservado presente na regido N-terminal (KITC) da proteina. A
interacdo entre a HC-Pro e CP é dada pelo motivo conservado localizado na regido C-terminal
(PTK), que interage com o motivo DAG localizada na regido N-terminal da CP, facilitando
assim o processo de transmissdo (BLANC et al., 1998; VALLI et al. 2018; PIRONE et al.,
1996). Portanto, a ponte molecular formada entre proteinas virais e proteinas do inseto vetor
acontece quando existe uma interacdo entre o0 motivo KITC e proteinas da cuticula do estilete
do inseto, seguido da interacdo entre os motivos PTK e DAG da HC-Pro e CP,
respectivamente (DIETZGEN et al., 2016; RUIZ-FERRER et al., 2005).

1.4.1.3 SINTOMAS

Os potyvirus podem causar sintomas severos nas folhas do seu hospedeiro, como
bolhosidade e reducdo da area foliar, lesdes clordticas e/ou necrdticas, clareamento de
nervuras e mosqueados a mosaicos (RIASCOS CHICA et al., 2018; SHUKLA et al., 1994).
No citoplasma da célula infectada percebe-se a formacéo de corpos de inclusdes (CI) do tipo
cata-ventos (EDWARDSON et al., 1984; WYLIE et al., 2017). Outras inclusdes podem ser

encontradas, e sdo formadas pelas inclusdes nucleares a e b (Nla e Nlb, respectivamente),
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denominadas como inclusdes nucleares cristalinas (NI) (RODRIGUEZ-CEREZO et al.,
1997). Acredita-se que a NI é formada pelo acimulo das proteinas Nla e NIb, que s&o
produzidas de forma excessiva durante a replicacdo viral (KNUHTSEN et al., 1974,
URCUQUI-INCHIMA et al., 2001). Dentre as principais espécies virais que infectam o
género Allium (Allium sp.), o OYDV é o principal potyvirus responsavel pela redugdo na
produtividade e dos parametros como massa e diametro de bulbos, bem como a qualidade de
produtos finais. E comum o relato de plantas com sintomas tipicos de nanismo, ou seja, de
crescimento reduzido (BAGI et al., 2012). Ja o LYSV é relatado ocasionado faixas amarelas
em todo o limbo foliar (YOSHIDA et al., 2012). Esse virus por si sO ndo causa grandes
prejuizos a cultura da cebola, por exemplo, mas ao se associar a outros virus, como 0 OYDV,
ocorre um efeito de sinergismo com a reducdo acentuada da massa e didmetro dos bulbos, e
até mesmo danos drasticos na parte foliar (LUNELLO et al. 2002; TAKAICHI et al., 2001).

1.4.2 GENERO Carlavirus

Atualmente o género Carlavirus é constituido de 53 espécies aceitas pelo ICTV (2021)
(Tabela 5 e 6), e pertence a familia Betaflexiviridae, que € subdivida em duas subfamilias
(Quinvirinae e Trivirinae). Atualmente a subfamilia Quinvirinae é subdividida em trés
géneros (Carlavirus, Foveavirus e Robigovirus) e a subfamilia Trivirinae em dez géneros
(Capillovirus, Chordovirus, Citrivirus, Divavirus, Prunevirus, Ravavirus, Tepovirus,

Trichovirus, Vitivirus, e Wamavirus).

Tabela 5 - Espécies aceitas pelo ICTV para o género Carlavirus (2021).

Espécies atualmente aprovadas pelo Numero de acesso[1]
ICTV (margo, 2021) (Acrénimos)[2]
Aconitum latent virus NC_002795 (ACLV)
American hop latent virus NC 017859 (AHLV)
Atractylodes mottle virus NC_038966 (AtrMoV)[3]
Blueberry scorch virus NC_003499 (BBScV)[4]
Butterbur mosaic virus NC 013527 (ButMV)
Cactus virus 2 CV-2
Caper latent virus NC_043080 (CapLV)
Carnation latent virus NC_038865 (CLV)




Chrysanthemum virus B

NC_009087 (CV-B)
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Cole latent virus

NC_038322 (CoLV)

Coleus vein necrosis virus

NC_009764 (CVNV)

Cowpea mild mottle virus

NC_014730 (CPMMV)

Cucumber vein-clearing virus

NC_043081 (CVYV)

Daphne virus S

NC_008020 (DVS)

Gaillardia latent virus

NC_023892 (GALLVO0)

Garlic common latent virus

NC_016440 (GarCLV)

Helenium virus S

NC_038323 (HVS)

Helleborus mosaic virus

NC_043082 (HeMV)

Helleborus net necrosis virus

NC_012038 (HNNV)

Hippeastrum latent virus

NC_011540 (HILV00)

Hop latent virus

NC_017859 (HLV)

Hop mosaic virus

NC_010538 (HMV)

Hydrangea chlorotic mottle virus

NC_012869 (HCMoV)

Kalanchoe latent virus

NC_013006 (KLV)

Ligustrum necrotic ringspot virus

NC_010305 (LNRSV)

Ligustrum virus A

NC_031089 (LVA)

Lily symptomless virus

NC_005138 (LSV)

Melon yellowing-associated virus

NC_038324 (MYaV)

Mirabilis jalapa mottle virus

NC_016080 (MIMV)

Narcissus common latent virus

NC_008266 (NCLV)

Nerine latent virus

NC_008552 (NeLV)

Passiflora latent virus

NC_008292 (PLV)

Pea streak virus

NC_027527 (PeSV)

Phlox virus B NC_009991 (PhlVB)
Phlox virus M NC_043083 (PhlVM)
Phlox virus S

NC_009383 (PhIVS)

Poplar mosaic virus

NC_005343 (PopMV)
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Potato latent virus NC_020896 (PotLV)
Potato virus H NC 018175 (PVH)
Potato virus M NC_001361 (PVM)
Potato virus P NC_009759 (PVP)
Potato virus S NC_007289 (PVS)
Red clover vein mosaic virus NC_012210 (RCVMV)
Sambucus virus C NC_029087 (SVC)
Sambucus virus D NC_029088 (SVD)
Sambucus virus E NC_029089 (SVE)
Shallot latent virus NC_003557 (SLV)
Sint-Jan onion latent virus NC_043084 (SJOLV)
Strawberry pgeudo mild yellow edge (SJOLV-NL)
virus
Sweet potato C6 virus NC_ 018448 (SPC6V)
Sweet potato chlorotic fleck virus NC_006550 (SPCFV)
Verbena latent virus NC_043085 (VeLV)
Yam latent virus NC_026248 (YLV)

Fonte: ICTV na internet - https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-viruses-
2011/wiposrna_viruses/241/betaflexiviridae (acesso em marco de 2021). Dominio Riboviria, Ordem
Tymovirales, Familia Betaflexiviridae, Subfamilia Quinvirinae e género Carlavirus.

Tabela 6 - Lista de outros virus relacionados a membros do género Carlavirus, mas nédo
foram aprovados como espécie pelo ICTV (2020).

Espécies descritas pelo ICTV NUmero de acesso[1]
(marco, 2021) (Acrénimos)[2]
Arracacha latent virus MF136436 (ALV)

Artichoke latent virus M KC622053 (ArLVM)
Artichoke latent virus S KC622053 (ArLVS)
Carrot virus S CarVs
Sedum latent virus FJ560901 (SeLV)

Fonte: ICTV na internet -https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-viruses-
2011/wiposrna_viruses/241/betaflexiviridae (acesso em marco de 2021).
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A espécie tipo do género Carlavirus é o Carnation latent virus (CLV). A particula viral
possui simetria helicoidal e flexuosa. O RNA viral é encapsulado em uma particula com
comprimento de aproximadamente 610-700 nm e didmetro de 12-15 nm (BRUNT,;
PHILLIPS, 1981; BRUNT; KENTEN, 1973; IWAKI, 1982). Os carlavirus sdo constituidos
por uma molécula de RNA de fita simples de senso positivo (SSRNA+) de aproximadamente
7,4 a 7,7 kpb, e expressam RNAs subgendmicos (SgRNAS) de 2,1-3,3 Kpb e 1,3-1,6 Kpb, que
sdo traduzidos em proteinas envolvidas em movimento, Triple Gene Block, TGBs, (TGBL,
TGB2 e TGB3) ¢ a capa proteica, respectivamente (HULL, 2002; ICTV, 2021; “ViralZone”,
2021; JELKMANN, 1994; RYU; LEE, 2008). A organizacdo gendmica dos carlavirus é
caracterizada por possuir tipicamente seis ORFs e regides ndo traduzidas (UTRS) nas
extremidades 5’ e 3°. A extremidade 3’ contém uma cauda poli-(A). De acordo com 0s
critérios de demarcacdo de espécie do género Carlavirus, espécies distintas devem apresentar
menos de 72% de identidade em nucleotideos (ou 80% a nivel de aminoacidos) entre os
respectivos CP ou RNA polimerases. Virus de diferentes géneros possuem normalmente
menos de 45% de identidade a nivel de nucleotideos nestes genes. Além desses critérios, a
transmissdo pelo vetor ainda é considerada importante, pois ha espécies de carlavirus
transmitidas por afideos e outras por mosca-branca (“ViralZone”, 2021; KING et al. 2011).
Os virions transmitidos por afideos se acumulam no citoplasma e formam agregados
semelhantes ao tipo placa ou pacotes associados a membranas (bundle-like ou plate-like
aggregates) (ADAMS; KING; CARSTENS, 2013).

Os carlavirus sdo facilmente transmitidos por meio de inoculacdo mecénica, devido a
replicacdo viral ocorrer em células do paréngquima do hospedeiro. A infeccdo viral da maioria
dos carlavirus se inicia no citoplasma com a desencapsidacdo do sSRNA genémico viral.
Primeiramente, a RdRp catalisa a reacdo de polimerizacdo de acidos nucleicos com o auxilio
dos promotores internos e o RNA complementar é transcrito. Este possui promotores
subgénomicos que sdo reconhecidos pela RdRp e dois transcritos subgendmicos séo
expressos, um que codifica para a proteina do capsideo e outro para as proteinas envolvidas
no movimento. O movimento viral é auxiliado pelas proteinas de movimento, que sao capazes
de aumentar o tamanho limite de exclusdo do plasmodesmo, tornando esse processo mais
rapido e permitindo, em alguns casos, que 0s virions alcancem os vasos do floema, e
movimento a longa distancia para os diferentes tecidos da planta (VERCHOT-LUBICZ et al.,
2010; MARTELLI et al., 2007).

Os carlavirus podem induzir sintomas leves ou fortes, e em alguns casos sdo observadas

infeccOes assintomaticas (MARTELLI et al., 2007; NIE et al., 2008). Ja em outras espécies
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podem causar efeitos citopaticos na célula do hospedeiro (ALMEIDA et al., 2005; RYU,;
LEE, 2008). Essa variacdo pode ser ocasionada por fatores ambientais, pelo tipo de variedade
da planta hospedeira, e/ou a estirpe ou a espécie viral presente no hospedeiro (ADAMS;
KING; CARSTENS, 2013; MARTELLLI et al., 2007; NIE et al., 2008). Existem relatos de
carlavirus infectando diferentes culturas em diversas regides no mundo (“Infopraga”, 2021),
especialmente as culturas que sdo propagadas vegetativamente (ADAMS; KING;
CARSTENS, 2013).

A transmissdo na grande maioria das espéecies de carlavirus é feita por pulgbes de
maneira ndo-persistente. No entanto, até o presente momento existem relatos de duas espécies
(Cowpea mild mottle virus e Melon yellowing-associated virus, CPMMV e MYaV), que sdo
transmitidas por mosca-branca (Bemisia tabaci) (LIMA et al., 2009; MARUBAYASHI;
YUKI; WUTKE, 2010). Como os sintomas ocasionados pelos carlavirus sdo considerados
muitas vezes leves ou mesmo latentes, 0 género Carlavirus vem sendo pouco estudado. No
entanto, nas ultimas décadas muitas doengas foram associadas a presenca da infeccdo por
carlavirus, especialmente em plantas co-infectadas com outros virus (BELLARDI et al., 1995;
WALKEY etal., 1987).

No Brasil, os carlavirus GarCLV e SLV/GLV foram encontrados em espécies de A.
ascalonicum e A. sativum em amostras coletadas na regido da Bahia, Minas Gerais, S&o Paulo
e Parana (DUSI et al., 1994; FAJARDO et al., 1997; FAYAD-ANDRE et al., 2011; MITUTI
et al., 2015). O GLV foi por muito tempo considerado uma espécie a mais dentro do género
Carlavirus, 0 mesmo era considerado uma estirpe do SLV, mas de acordo com o ICTV,
atualmente o GLV é considerado a mesma espécie do SLV (DK, 1993; KING, ANDREW et
al., 2012; TSUNEYOSHI et al., 1998). Alem disso, um complexo de allexivirus (garlic virus
A, garlic virus B, garlic virus B, garlic virus C, garlic virus D, garlic virus X e garlic mite-
borne filamentous virus) sdo frequentemente encontrados infectando a cultura do alho (A.
sativum) (FAYAD-ANDRE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014). Esses allexivirus s&o
transmitidos por &caros eriofitos (KANG et al., 2007), mas a principal causa da ampla
disseminacdo mundial é a falta de rigor na inspecdo fitossanitaria. O transporte de bulbos
contaminados ou outras partes de plantas usadas para a propagagdo vegetativa favorecem a

disseminacéo viral.

1.4.2.1 CARACTERIZAGCAO GENOMICA
Como mencionado anteriormente, 0 RNA viral dos carlavirus (monopartido, RNA de

fita simples, senso positivo) é encapsidado em uma particula com comprimento de
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aproximadamente 610-700 nm e didmetro de 12-15 nm (BRUNT; KENTEN, 1973; IWAKI,
1982). O RNA gendmico contém uma cauda poli-(A) na extremidade 3’. A organizagdo
genbmica dos carlavirus é caracterizada por possuir seis ORFs (ORF1-ORF6) e UTRs nas
regides 5 ¢ 3. A ORF1 ¢ traduzida a partir do RNA genomico (ADAMS et al., 2013;
(KING, ADAMS et al., 2012). A ORF1 codifica a proteina RdRp responsavel pela replicacdo
viral. As ORFs 2, 3 e 4 codificam as proteinas envolvidas no movimento viral, TGBs, e
correspondem a uma regido conservada de genes (DENG et al., 2015). A ORF5 codifica a
proteina capsidial e é sobreposta com a ORF6, que codifica a proteina de ligacdo ao acido
nucleico (nucleic acid binding protein), (Figura 2). A ORF6 é rica em cisteina, e é também
denominada de proteina de ligagdo ao RNA (RNA binding protein - RBP), a qual
supostamente esta envolvida na transmissdo pelo afideo vetor, e foi relatada associada a
transcricdo de genes do hospedeiro, a supressdo de silenciamento e a replicacdo do RNA viral
(CHEN et al., 2004; KING, ADAMS et al., 2012; MARTELLI et al., 2007).
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Figura 2 - Esquemas da morfologia, organizacdo gendmica e expressao das proteinas dos
carlavirus.
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(A) Particula flexuosa alongada com 610-700 nm de comprimento e 12-15 nm de didmetro, com a representacéo
das subunidades da proteina da capa (CP), envolvendo a fita simples de RNA. Organizagdo gendmica indicando
a posicdo de cada ORF e localizagdo dos RNAs subgendmicos. O RNA do virion é infeccioso e serve tanto como
genoma quanto como RNA mensageiro viral. A RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) é transcrita
diretamente do RNA gendmico. Os outros ORFs sdo transcritos presumivelmente como mMRNAS
monocistrénicos subgendmicos (SgRNAS).

1.4.2.2 TRANSMISSAO
Os carlavirus podem ser transmitidos de forma vegetativa, inoculacdo mecénica e/ou
por pulgdes, que sdo os principais vetores desses virus em campos de allium (ADAMS et al.,

2005). A transmissdo por pulgbes ocorre em poucos segundos apds o inseto adquirir o virus
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(transmissdo do virus de maneira nao-persistente) (KING et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2014; PEREIRA; PINHEIRO, 2017), e por muitas vezes ndo serem considerados pragas da
cultura, o seu controle ndo é realizado (COSTA et al., 2010; MELO, 2007).

Os principais métodos de controle de carlavirus sdo preventivos. Deve-se evitar que 0
virus chegue a cultura, ocorrer a inspec¢do quarentenaria frequentemente, o uso de material
vegetativo deve ser livre de virus, deve-se eliminar plantas hospedeiras do virus em campos
de producdo, e controlar a chegada dos vetores dentro da cultura (AMORIM; REZENDE;
FILHO, 2019; FAJARDO; RESENDE; MACIEL-ZAMBOLIM, 2001; PEREIRA;
PINHEIRO, 2017).

1.4.2.3 SINTOMAS

Os sintomas tipicos ocasionados pelos carlavirus em folhas de Allium sp. sdo estrias de
coloragdo verde claro ou amarelas. Geralmente estes virus ndo ocasionam morte das plantas,
sendo disseminados através do homem e dos afideos (MITUTI, 2009; BELLARDI et al.,
1995; DIJK, 1993b). Além disso, o diagndstico viral através de sintomas em campo ndo é
confiavel. Isto porque muitos sintomas ocasionados por este grupo de virus sdo semelhantes a
deficiéncias nutricionais. Os sintomas mais visiveis aparecem em folhas mais novas, e podem

ser ocasionados por um complexo viral (TAKAICHI et al., 1998).

1.424 FERRAMENTAS E TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR NA
IDENTIFICACAO DE VIRUS

Através das ferramentas e técnicas de biologia molecular, a identificacdo, taxonomia e
classificacdo dos virus melhoraram consideravelmente (MELO FILHO et al., 2004), Para
realizar a identificacdo de um carlavirus ou outro fitovirus podem ser utilizados técnicas
soroldgicas, e/ou moleculares, como a RT-PCR (Transcriptase Reversa- Reacdo em Cadeia da
Polimerase), além da caracterizacdo bioldgica por estudos de gama de hospedeiros, e em
muitos casos o sequenciamento de Gltima geracdo (CORTEZ et al., 2001). E comum a
utilizacdo de um conjunto de métodos na diagnose viral (PAPPU; RAUF, 2013; PAUZI;
LESTARI; HIDAYAT, 2018). A deteccdo de virus baseada na PCR é uma técnica bastante
utilizada. Esses testes moleculares sdo baseados na identificagcdo do gene do virus e permitem
identificar um virus dentro da planta mesmo que ele esteja latente ou mesmo em pequenas
guantidades (TORRICO; CAFRUNE; CONCI, 2010; ZHU et al., 2010). No entanto, podem
existir algumas restricdes no uso da PCR para deteccdo e classificacdo de alguns virus, tais

como a falta de primers especificos e utilizacdo de primers inespecificos que podem gerar
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resultados do tipo falso positivo ou negativo (BARANWAL et al., 2011; CHODORSKA et
al., 2014). Entres os testes sorologicos o teste de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) é o mais recomendado (ALENCAR et al., 2012; FAJARDO et al., 2015), devido a sua
praticidade e custo relativamente baixo e obtencdo de resultados confiaveis (DORIA et al.,
2011). Por ultimo, o NGS (Next-Generation Sequencing) ¢ uma tecnologia inovadora que
permite a identificacdo com precisdo ndo s6 da sequéncia do genoma viral, mas também
permite determinar a diversidade da populacdo viral presente na amostra (PRABHA et al.,
2013).

E comum a caracterizacio de espécies virais utilizando também experimentos de
transmissdo com plantas indicadoras. No entanto, no caso dos virus que infectam aliaceas,
devido a infec¢do dos virus serem muito restritas as aliaceas, essa metodologia se tornou
pouco viavel (NARDINI, 2016; PAVAN, 1998). No entanto, existem exemplos de
transmissdo com carlavirus que podem ocasionar lesGes locais clordticas ou necréticas ou
ainda necrose sistémica, e serviram com sucesso para a identificacdo de espécies de carlavirus
que infectam o género Allium. Por exemplo, a espécie Celosia argentea var. plumosa
apresenta sintomas de anéis cloréticos e mosaico quando infectada com GarCLV. Plantas de
Nicotiana occidentalis infectadas com GarCLV apresentam pontos cloréticos (MITUTI,
2009), e plantas de Chenopodium quinoa expressam lesdes locais na presenca de GarCLV,
SLV, CLV (MAVRIC; RAVNIKAR, 2005). A espécie de Chenopodium amaranticolor
apresenta lesbes locais cloroticas e sistémico quando infectadas com GarCLV, SLV e a
Chenopodium murale lesGes locais cloréticas (DIJK, 1993; KING et al., 2012; VERBEEK et
al., 1995).

Ao contrario de doencas causadas por fungos, bactérias e nematoides, a eliminacéo de
virus de uma planta infectada normalmente néo é viavel (KING et al., 2012). Assim, no geral,
as medidas de controle de virus sdo essencialmente preventivas, impedindo ou dificultando a
chegada dos virus a uma dada cultura e sua disseminagdo. Outra metodologia atualmente
fomentada por institutos de pesquisa é o uso de plantas imunes/resistentes (DUSI et al.,
2011).

1.4.3 GENERO Orthotospovirus

O antigo género viral Tospovirus foi renomeado para Orthotospovirus de acordo com 0s
novos critérios estabelecidos pelo ICTV. A espécie-tipo é o Tomato spotted wilt virus
(TSWV) (ABUDUREXITI et al., 2019). Até o presente momento, o género Orthotospovirus é
constituido por 26 espécies (Tabela 7), e pertence a familia Tospoviridae. O genoma ¢é
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trisegmentado, envoltos pelas proteinas do nucleocapsideo, e é constituido de fita simples de
RNA (ssRNA) no sentido negativo. As proteinas virais sdo expressas utilizando uma
estratégia ambisense (ICTV, 2021; PAPPU; MATHERON, 2008). O género Orthotospovirus
estd entre os principais agentes causadores de problemas fitossanitarios em campo,
principalmente nas culturas de batata, alface, cebola, alho, feijdo, pimentas e pimentdes, soja,
ervilha, cucurbitaceas, tomate, amora e muitas ornamentais (PAPPU; JONES; JAIN, 2009).
Sdo prevalentes em climas quentes em regiGes com uma alta populacgéo de tripes. O aumento
da prevaléncia dos virus pertencentes a esse género se deve em grande parte ao sucesso na
sobrevivéncia no tripes que é o principal vetor (RILEY et al., 2011).

Atualmente o género Orthotospovirus é constituido de 26 espécies conhecidas até o
presente momento (Tabela 7) (ICTV, 2021; PAPPU; MATHERON, 2008).

Tabela 7 - Espécies aceitas pelo ICTV no Dominio Riboviria, Reino Orthornavirae, Filo
Negarnaviricota, Subfilo Polyploviricotina, Classe Ellioviricetes, Ordem Bunyavirales,
Familia Tospoviridae, Género Orthotospovirus.

Espécies atualmente aprovadas
pelo ICTV (fevereiro, 2021)

NUmero de acesso
Acrénimos [1]

Alstroemeria necrotic streak orthotospovirus

MG696851, MG696852, MG696853
(ANSV)

Alstroemeria yellow spot orthotospovirus

NC_040742, NC_040741, NC_040743
(AYSV)

Bean necrotic mosaic orthotospovirus

NC_018072, NC_018071, NC_018070
(BNMV)

Calla lily chlorotic spot orthotospovirus

NC_036609, NC_036608, NC_036607
(CLCSV)

Capsicum chlorosis orthotospovirus

NC_008301, NC_008302, NC_008303
(CaCV)

Chrysanthemum stem necrosis orthotospovirus

NC_027718, NC_027719, NC_027720
(CSNV)

Groundnut bud necrosis orthotospovirus

NC_003614, NC_003619, NC_003620
(GYSV)

Groundnut chlorotic fan spot orthotospovirus

KP146140, KP146141 (GCFSV)

Groundnut ringspot orthotospovirus

NC_043502, NC_043503, NC_043504
(GRSV)

Groundnut yellow spot orthotospovirus

NC_043210 (GYSV)




Hippeastrum chlorotic ringspot

MK651782, MK651783, MK651784

28

orthotospovirus (HCRV)
Impatiens necrotic spot orthotospovirus NC 003616, NC 003624, NC_003625
(INSV)
Iris yellow spot orthotospovirus NC_029799, NC_029800, NC_ 038232
(1YSV)
Melon severe mosaic orthotospovirus NC 033832, NC 033833, NC_033834
(MSMV)
Melon yellow spot orthotospovirus NC_ 008300, NC_008306, NC_008307
(MYSV)
Mulberry vein banding associated NC_026617, NC_026618, NC_ 026619
orthotospovirus (MVBAYV)
Pepper chlorotic spot orthotospovirus NC_033772, NC_033773, NC_033774
(PCSV)
Polygonum ringspot orthotospovirus NC_039203, NC_039204, NC_039205
(PoIRSV)
Soybean vein necrosis orthotospovirus MT669380, MT669381, MT669382
(SVNV)
Tomato chlorotic spot orthotospovirus NC 035482, NC 035483, NC 035484
(TCSV)
Tomato spotted wilt orthotospovirus NC_002050, NC_002051, NC_002052
(TSWV)
Tomato yellow ring orthotospovirus JN560178, IN560177, AY686718
(TYRV)
Tomato zonate spot orthotospovirus NC_010489, NC_010490, NC_010491
(TZSV)
Watermelon bud necrosis orthotospovirus NC 038288, NC 038289, NC_ 038290
(WBNV)
Watermelon silver mottle orthotospovirus NC_003832, NC_003841, NC 003843
(WSMoV)

Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus

NC_031758, NC_031759, NC_031762
(ZLCV)

Fonte: ICTV na internet - https://talk.ictvonline.org/taxonomy/. Acessado em 05/02/2021.

As particulas virais sdo esféricas ou sem forma definida (pleomérficos), e podem variar

de tamanho entre 80 e 120 nm de diametro. As projecdes das glicoproteinas podem variar

entre 5 e 10 nm, e estdo inseridos em um envelope de espessura de aproximadamente 5 nm
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(HULL, 2009; TURINA; KORMELINK; RESENDE, 2016). O envelope é proveniente de
membranas celulares do Complexo de Golgi, mas podem ser derivadas de membranas da
superficie celular; ja os ribonucleocapsideos virais podem em alguns casos exibir uma
simetria helicoidal e terem um diametro aproximado de 2 a 2,5 nm e 200 a 3000 nm de
comprimento (HULL, 2009; KING et al., 2012; RIBEIRO et al., 2009).

A demarcacdo de espécie dentro do género Orthotospovirus é baseada na sorologia,
gama de hospedeiro e na identidade da proteina do nucleocapsideo, sendo que a identidade da
sequéncia de aminoacidos da proteina do nucleocapsideo entre dois orthotospovirus deve ser
menor que 90% para serem consideradas espécies distintas (LIMA et al., 2016; PAPPU,;
JONES; JAIN, 2009).

No Brasil hd uma grande diversidade de orthotospovirus com a presenca de isolados das
especies 1YSV, TSWV, CSNV, GRSV, TCSV, e ZLCV, todos identificados em campos de
diversas culturas em todo territério nacional de 1926 a 2018 (KITAJIMA, 2020). Os
orthotospovirus sdo relatados infectando uma grande variedade de cultivares, desde hortalicas,
grdos a plantas ornamentais em todo o mundo (OLIVEIRA et al., 2012; PAPPU; JONES;
JAIN, 2009; ZHOU et al., 2011).

Em 2017 a 2018 a presenca de campos de cebola foi constatada nas regides do Alto
Vale do Sdo Francisco em Santa Catarina, nos municipios de Aurora, Campos Novos e
Ituporanga, onde os cebolicultores passaram por grandes dificuldades na producdo, ndo
somente pelo aparecimento de pragas e doencas que normalmente acometem a producdo, mais
principalmente pelo aparecimento da doenca viral causada pela espécie Iris yellow spot virus
(ARAUJO; RESENDE, 2020; LIMA, 2001; PAULA RODRIGUES, 2018). Plantas infectadas
apresentaram sintomas iniciais de anéis cloréticos, distor¢des foliares e bronzeamento, e em
casos mais severos a infeccdo resultou em necroses caulinares. A doenca ocasionou a reducéo
da produtividade devido a morte da planta e perda do valor agregado dos produtos comerciais
(KITAJIMA, 2020; PAPPU; JONES; JAIN, 2009; ROTENBERG et al., 2015; SRINIVASAN
etal., 2017).

Apesar dos orthotospovirus serem propagados facilmente por mais de 14 espécies de
tripes, a inoculacdo mecanica (materiais de trabalho) e natural (propagagdo vegetativa)
ocorrem geralmente facilmente (RILEY et al., 2011; SRINIVASAN et al., 2012). E embora
os tripes ndo sejam voadores de longa distancia, estes podem ser carregados por longas
distdncias em correntes de vento ou até mesmo em roupas (MOUND, 1996).

O processo de replicacdo, transcrigdo e traducdo de proteinas virais se inicia quando a

particula viral entra na célula vegetal. Como produto, os ribonucleocapsideos virais (RNPS)
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ficam expostos no citoplasma, e com isso novas particulas sdo formadas (ADKINS, 2000). Os
novos RNPs sdo formadas quando pequenas quantidades de proteina L juntamente com 0s
RNAs recém-replicados sdo envolvidos pela proteina N (Nucleocapsideo) (LIMA et al., 2016;
WHITFIELD; ULLMAN; GERMAN, 2005). Estes RNPs sédo transportados para as células
vizinhas com a ajuda das proteinas de movimento, (NSm - proteina ndo estrutural do
segmento M), que formam estruturas tubulares que adentram o plasmodesma facilitando
assim a translocacdo de RNPs virais pela rota simplastica da planta (LEWANDOWSKI;
ADKINS, 2005; LI et al., 2009). Portanto, 0 RNA viral deve estar associado as moléculas N e
RdRp para que a particula viral seja infecciosa (ADKINS, 2000). O nucleocapsideo tem
funcdo regulatoria da passagem da transcri¢do para a replicagdo, como também da replicacéo
para a transcricdo viral, além da funcdo de supressdo do silenciamento génico. No entanto, o
mecanismo pelo qual a RdRp acessa 0 RNA viral encapsidado ainda é desconhecido
(ALMEIDA, 2016). Os RNAs virais dos orthotospovirus sdo transcritos pelo mecanismo de
cap-snatching que envolve a RdRp (KNIPPENBERG; GOLDBACH; KORMELINK, 2005;
ROMANOWSKI, 2013). A RdRp viral mobiliza 0 RNA mensageiro maduro proveniente do
nacleo da célula do hospedeiro e cliva-o entre 12 e 18 nucleotideos downstream a capa
marcada com 5’metil-guanosina. Os RNAs mensageiros virais utilizam os nucleotideos que
foram clivados para iniciar a transcricdo viral (KNIPPENBERG et al., 2005;
KNIPPENBERG; GOLDBACH; KORMELINK, 2004). Esses RNAs mensageiros virais ndo
sdo poliadenilados, mas em suas extremidades 3’UTR existem hairpins que conferem
estabilidade e podem estar envolvidos com o término da transcricdo (KNIPPENBERG;
GOLDBACH; KORMELINK, 2002, 2005). A RNA polimerase viral transcreve o segmento
viral negativo, e com isso é produzida uma molécula de RNA complementar de senso positivo
(KORMELINK; HAAN; PETERS et al., 1992). Essa molécula serve de molde para a
replicacdo. O segmento L possui apenas uma ORF que codifica a RdRp (CLAUDE et al.,
2005; HAAN et al., 1991).

Os segmentos S e M sdo transcritos por meio da estratégia ambisense, onde as ORFs
para as proteinas N e Glicoproteinas (Gn/Gc) estdo no RNA viral complementar (vcRNA),
enguanto as ORFs para as proteinas NSm e para a NSs estdo presentes no RNA viral (VRNA)
(HAAN et al., 1990; KNIPPENBERG, VAN; CARLTON-SMITH; ELLIOTT, 2010;
KNIPPENBERG; GOLDBACH; KORMELINK, 2005; KORMELINK; HAAN; MEURS et
al., 1992). Um genoma ambisense € um genoma, em que ambas as fitas de acido nucléico
codificam para proteinas. Esta estratégia de expressdo é encontrada em quatro géneros de

virus de RNA de fita negativa segmentada: Arenavirus, Phlebovirus, Orthotospovirus e
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Tenuivirus. Esta estratégia depende de sinais de terminacdo de transcri¢do claros para evitar a
criacdo de dsRNA, um padrdo de molécula que é reconhecida por todas as células em plantas
por desencadear uma resposta antiviral. Todos os virus de RNA ambisense negativos de fato
codificam um grampo (estrutura secundaria) para facilitar o interrompimento da transcricéo.

Apos a traducdo, o precursor das glicoproteinas é clivado proteoliticamente para
produzir as duas glicoproteinas Gn e Gc (CLAUDE et al., 2005).

1.4.3.1 CARACTERISTICAS DO GENERO Orthotospovirus

Os orthotospovirus sdo virus envelopados e possuem um genoma de fita simples de
RNA (ssRNA) com sentido negativo. O genoma € trisegmentado, onde cada segmento recebe
a seguinte nomenclatura: o segmento de maior comprimento denomina-se (L) (largo, Large),
que possui cerca de 9 kpb, o segmento de tamanho médio (M, Medium) de cerca de 4,8 kpb e
0 menor segmento (S, Small) possui cerca de 2,9 kpb (Figura 3) (BAG, SUDEEP et al.,
2015).

Figura 3 - llustracdo esquematica da particula de um orthotospovirus.
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A figura 4 mostra o segmento L, que codifica a RNA polimerase dependente de RNA.
O segmento M codifica o precursor da glicoproteina Gn/Gc no sentido viral complementar e
uma proteina nao estrutural (NSm) no sentido viral (BAG; SUDEEP et al., 2015; BAG,;
SUDEEP et al., 2010), e o segmento S codifica a proteina de revestimento (N) no sentido
complementar e uma proteina ndo estrutural (NSs) no sentido viral (Figura 4) (BAG,
SUDEEP et al., 2015).

Figura 4 - Estratégia de expressdo génica de orthotospovirus e as principais etapas de
replicacdo, transcricdo e traducéo viral.
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Estratégia de expressdo gendmica. mMRNA = RNA mensageiro; VcRNA = RNA sentido complementar; vVRNA
= RNA sentido viral; L = polimerase viral; G¢c e Gn = glicoproteinas; N = proteina do nucleocapsideo; Nsm =
proteina de movimento; Nss = proteina ndo-estrutural. De sentido negativo o RNA L codifica a RdRp. O RNA
M codifica a NSm (senso positivo) e as glicoproteinas (senso negativo). O RNA S sintetiza a proteina NSs
(senso positivo) e a proteina N (senso negativo).
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Em relag&o ao principal tospovirus que infecta o género Allium, até o presente momento
existe apenas uma sequéncia completa do segmento L de IYSV publicada no NCBI
(NC_029799). Este segmento viral L de 1'YSV possui 8880 nucleotideos e um Unico quadro
de leitura aberta de 8622 nucleotideos (BAG et al., 2010). A ORF L codifica uma RdRp de
peso molecular de aproximadamente 331,14 kDa (2873 amino&cidos, aa). Uma caracteristica
genética tipica dos orthotospovirus € a presenca de oito nucleotideos conservados nas
extremidades 5’ (AGAGCAAT) e 3' (TCTCGTTA), que formam uma estrutura conservada
chamada de “panhandle” (cabo de panela) (BAG et al., 2010; CLAUDE et al., 2005). O
segmento M (NC_038232) é constituido de 4838 nucleotideos e possui duas ORFs em arranjo
ambisense, expressas por meio de dois RNAs subgendmicos (DUISINGS; KORMELINK;
GOLDBACH, 2001; KNIPPENBERG, et al., 2005). As duas ORFs sdo separadas por uma
regido intergénica de 379 nucleotideos. A proteina NSm € constituida de 311 aa com uma
massa molecular prevista de 34,83 kDa, expressa do RNA gendmico viral. A proteina NSm é
a proteina de movimento, e, portanto, esta envolvida no movimento célula-a-célula em plantas
hospedeiras (LEASTRO et al., 2017; LI et al., 2009; LEASTRO et al., 2015). A segunda
ORF codifica as glicoproteinas (Gn/Gc), e é expressa no sentido viral complementar. Esta
OREF é constituida por 3411 nucleotideos e codifica potencialmente uma proteina de 1136 aa
com peso molecular calculado em torno de 128,59 kDa (BAG et al., 2009; CORTEZ et al.,
2002). A forma solavel da proteina Gn é conhecida por reconhecer especificamente proteinas
do epitélio do intestino médio no inseto vetor tripes (DIETZGEN; MANN; JOHNSON, 2016;
SIN et al., 2005; WHITFIELD; ULLMAN; GERMAN, 2005). Em um arranjo ambisense, 0
segmento S (NC_029800) possui 3105 nucleotideos em comprimento e duas ORFs, também
ndo sobrepostas (CORTES et al., 1998). A primeira ORF no sentido viral é constituida de
1332 nucleotideos e codifica a proteina ndo estrutural NSs (443 aa), de peso molecular
calculado em 50,1 kDa. A proteina NSs tem funcdo como supressora de silenciamento génico
(TAKEDA et al., 2002). No sentido viral complementar, a segunda ORF é constituida de 822
nucleotideos de comprimento, e codifica a proteina do nucleocapsideo (273 aa, 30,5 kDa), que
encapsida o0 RNA gendmico viral (CORTES et al., 1998). As regides intergénicas ricas A e U
dos segmentos S e M estdo envolvidas na terminagédo da transcricdo dos RNAs subgendmicos,
mas 0 mecanismo exato deste processo nao € conhecido (ADKINS, 2000; CLAUDE et al.,
2005).

Atualmente, os isolados de 1'YSV podem ser agrupados em gendtipos da Holanda (NL)

e do Brasil (BR) com base no polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricdo (ZEN
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et al., 2005). Estudos feitos por Iftikhar et al. (2014) mostraram que a diversidade genética
observada entre as populacdes de 1'YSV pode ser atribuida a agdo combinada de recombinacgéo
genética, selecdo purificadora e deriva genética. No entanto, poucas sequéncias de 1'YSV estdo
disponiveis no NCBI. Infelizmente, até o presente momento, no GenBank estdo disponiveis

apenas sequéncias parciais do segmento M e o gene N completo de isolados brasileiros.

1.4.3.2 TRANSMISSAO

Os tripes sdo pragas de grande importancia para diversas culturas e sdo consideradas
uma das principais pragas da cebola causando danos significativos as folhas (SILVA, 2019).
Existem relatos de mais de 2 mil espécies de tripes, dos quais 520 sdo encontrados no Brasil
colonizando diversas culturas. Dentre essas, apenas 14 espécies foram descritas sendo
transmissoras de tospovirus (PAPPU, JONES; JAIN, 2009; RILEY et al., 2011; YU et al.,
2018), e apenas as espécies Thrips tabaci e Frankliniella fusca sdo capazes de transmitir o
IYSV (SRINIVASAN et al., 2012).

Apbs a oviposicdo da fémea de tripes na superficie vegetal, os tripes que se originam
dos ovos passardo por seis fases, (WHITFIELD; ULLMAN; GERMAN, 2005b). O IYSV ¢
adquirido nas fases larvais 1 e 2, quando o inseto se alimenta de folhas infectadas, e
permanece no vetor se replicando (GARCIA; EMANUEL, 2019). Ap6s o inicio do sitio de
alimentacdo, os tripes adquirem os virions de plantas infectadas. Estes se disseminam na
hemolinfa e atingem a parte do intestino médio, sendo considerado o primeiro local de entrada
nas células do inseto vetor, e, portanto, constitui-se a primeira barreira (microvilosidades da
borda em escova) no processo de migracdo viral dentro do corpo do inseto. Os virions
atravessam o epitélio do intestino médio, as camadas de células musculares, até atingirem as
glandulas salivares. Nas glandulas salivares atravessam a camada epitelial que reveste este
orgdo e chegam ao lumem para serem excretados juntamente com a saliva no momento da
alimentacdo (NAGATA et al., 1999; RODRIGUES, 2019).

A replicagdo do 1YSV no Thrips tabaci foi confirmada através da deteccdo das
proteinas N e NSs utilizando a técnica western blotting, que se baseia na separagdo das
proteinas por peso molecular através de uma corrida de eletroforese (MIGUE; MENEZES;
ARAUJO, 2012). Hoedjes et al. (2011) demonstraram que a quantidade de proteina viral no
interior do vetor diferiu entre os diferentes estagios de desenvolvimento, constatando que a
proteinas N quanto as NSs foram abundantes na fase larval, mas estavam presentes em

guantidades muito menores nas pupas e jovens adultos, através da analise Western Blotting
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utilizando anticorpos contra a proteina N e NSs, e posteriormente visualizadas utilizando
substrato de peroxidase quimioluminescente.

A infeccdo por 1'YSV pode impactar diretamente a biologia do tripes na cebola. Estudos
feitos por Leach et al. (2019) demonstraram que 114 tripes testados positivos para o 1YSV
viveram em média 3,6 dias a mais que os tripes testados negativos para o I'YSV. Autores
concluiram que insetos viruliferos de tripes podem contribuir no aumento da taxa de
disseminacdo do 1'YSV em campos de cebola. A figura 5 mostra o ciclo bioldgico do inseto

transmissor de 1'YSV e as fases de aquisicéo viral.

Figura 5 - Ciclo bioldgico do inseto thrips tabaci e os seis estagios de vida, e fases de
aquisicao viral.
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Fonte:https://promip.agr.br/vira-cabeca-na-cultura-do-tomateiro/.

1.4.3.3 SINTOMAS

Os sintomas causados pelo 1'YSV consistem em lesdes em forma de diamante amarelo,
verde claro, as vezes necroticas com aspecto de palha nas folhas, escapo e folhas do bulbo da
cebola (BAG; PAPPU, 2009; GENT et al., 2006; ORNELAS-OCAMPO et al., 2017). Os
sintomas foliares incluem lesbes de cor castanha clara, secas, em forma de diamante nas
plantas de Allium fistulosum, e algumas lesdes apresentam o centro verde com bordas
amareladas ou marrom-claras; outras lesdes aparecem como anéis concéntricos ou cores

alternadas como verdes e amarelos ou marrom claro (Figura 6) (SCHWARTZ et al., 2002).
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Figura 6. Sintomas foliares encontrados em campos de cebola no Brasil infectados com
IYSV.

Plantas coletadas pelo Dr. Adriano Marcio Freire Silva -UFAL da regido Petrolandia - PE mostrando sintomas
de lesbes necrdticas ocasionadas por 1'YSV (comprovado em experimentos de dot-blot ELISA realizado por José
Ailton Macedo-UFRPE).

As lesbes se iniciam primeiramente em torno do ponto de alimentagdo do tripes, com
lesBes de anéis concéntricos ovais. Se a infeccdo viral ocorre nos estadios iniciais da cultura, o
rendimento é drasticamente afetado resultando em perdas de até 60% a 100% (ARAUJO;
RESENDE, 2020; GENT et al., 2006). A severidade dos sintomas depende da cultivar
utilizada no plantio, do estagio em que a infec¢do viral ocorre e da saude geral do hospedeiro,
e das condigbes ambientais (GENT; MARTIN; OCAMB, 2007; GENT; SCHWARTZ;
KHOSLA, 2004). Em experimento realizado em campos de cebola na Africa do Sul por Toit,
Du e Pelter (2006) foi constatado que das 46 cultivares de cebola testadas, somente trés ndo
testaram positivas.

A incidéncia de plantas sintomaticas geralmente aumenta apds a formacdo do bulbo
(GENT et al., 2006). O IYSV nem sempre mata seu hospedeiro, no entanto, o virus reduz o
vigor da planta. Os campos muito afetados apresentam plantas com sintomas semelhantes aos
causados pela podriddo basal por Fusarium sp., mas nao se observa apodrecimento das raizes
ou bulbo. Além disso, 0s sintomas estdo associados a uma reducao geral no tamanho do bulbo
(GENT; SCHWARTZ; KHOSLA, 2004).

Quando se utilizam plantas indicadoras, tais como N. glutinosa L., N. clevelandii A.
Gray, Gomphrena globosa L., Chenopodium quinoa Wild, Emilia sonchifolia (L.) DC.
Cucurbita sativus L., 0s sintomas aparecem como manchas necréticas nas folhas ou pequenas
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lesGes clordticas e necrose sisttmica (BAG, SUDEEP; PAPPU, 2009; KRITZMAN et al.,
2000). GHOTBI e colaboradores (2005) demonstraram que as plantas indicadoras N. rustica,
N. tabacum, Datura metel, D. stramonium, Petunia hybrida, Solanum esculentum,
Chenopodium amaranticolor, ndo apresentavam qualquer sintoma de inoculacdo com IYSV.

O manejo correto dos tripes é essencial no controle de I'YSV. O uso de inseticidas para
o controle de T. tabaci tem sido averiguado em estudos importantes nos dltimos anos (DIAZ-
MONTANO et al., 2011; GENT et al., 2006; LAIS FERREIRA, 2019; SILVA, 2019). Os
principais métodos de prevencao desta virose consistem essencialmente em evitar que o virus
chegue a cultura, através do uso de material vegetativo livre de virus, e a eliminacdo de
plantas hospedeiras alternativas (AMORIM; REZENDE; FILHO, 2019; FAJARDO;
RESENDE; MACIEL-ZAMBOLIM, 2000; PEREIRA, PINHEIRO, 2017). Portanto, até o
presente momento, ndo ha medidas efetivas de controle da doenca, e sim medidas preventivas
e gerais de manejo da cultura (AMORIM; REZENDE; FILHO, 2019; COSTA et al., 2010).

1.5 ANALISE TRANSCRIPTOMICA VISANDO A MONTAGEM DE GENOMAS
VIRAIS

1.5.1 PLATAFORMAS DE SEQUENCIAMENTO DE ALTO DESEMPENHO

O método Sanger foi o primeiro método de sequenciamento de DNA desenvolvido em
meados dos anos 70, e estabelecido em 1977. Frederick Sanger propds um método diferente
na época e mais eficiente, chamado de método enzimatico ou de Sanger. Esse método logo se
tornou altamente replicavel e é utilizado até os dias atuais (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977). O método consiste em adicionar didesoxiribonucleotideos (ddNTP’s), que
sdo nucleotideos modificados que ndo possuem o grupo OH livre no carbono 3’ da pentose na
reacdo de cadeia da polimerase (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). No entanto,
atualmente, novas tecnologias promovem o sequenciamento de 4&cidos nucleicos em
plataformas capazes de gerar informacdes de milhGes de pares de bases em uma Unica corrida.
Estas novas tecnologias de sequenciamento foram denominadas de tecnologias de
sequenciamento de Gltima geracdo (Next-Generation Sequencing, NGS) ou sequenciamento
em massa (High-Throughput Sequencing, HTS). Esses sistemas consistem em
sequenciamento de alto desempenho e possuem uma grande vantagem quando comparadas ao
sequenciamento Sanger, pois sdo capazes de gerar um grande nimero de sequéncias “reads”,
muitas vezes até bem maiores as que geradas pela tecnologia do tipo Sanger, permitindo uma
grande economia de tempo e custo por base (CARVALHO; SILVA, 2010).
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Esses novos métodos de sequenciamento foram designados como de segunda, terceira
ou quarta geracdo (DIJK, VAN et al., 2014; VINCENT et al., 2017). Dentre esses métodos,
destacam-se 0 454 Roche (pirosequenciamento) (RONAGHI et al., 1996), Illumina (DU;
KIBBE; LIN, 2008), lon Torrent (ROTHBERG et al., 2011), PacBio (RHOADS; AU, 2015) e
Nanopore (DERRINGTON et al., 2010). Na maioria das sequéncias presume-se que a DNA
polimerase adiciona nucleotideos complementares a fita modelo na fita de DNA
(MERRIMAN; TEAM; ROTHBERG, 2012). A tecnologia 454 é baseada no principio do
"sequenciamento por sintese". Proposto por Mostafa Ronaghi primeiramente em 1996, foi a
primeira plataforma de sequenciamento de nova geracdo a ser comercializada (RONAGHI,
2001), e foi baseada no principio de detec¢do dos raios luminosos emitidos dos diferentes PPi
(pirofosfatos) liberados a partir da sintese do DNA. A metodologia € capaz de determinar qual
das quatro bases foi incorporada na copia do DNA moldado. Para iniciar o sequenciamento,
primeiramente o DNA é fragmentado em 300 — 800 pb, e, apds a fragmentacdo, as partes dos
DNA séo ligadas a adaptadores. O sistema é dividido em trés etapas: preparo da amostra, PCR
em emulsdo e o sequenciamento (CARVALHO; SILVA, 2010). Através de uma reacao
enzimatica é efetuado a leitura do sequenciamento, que se inicia com a liberacdo de um
pirofosfato oriundo da adicdo de um desoxinucleotideo a cadeia (CARVALHO; SILVA,
2010). O pirofosfato é entdo convertido em ATP sendo este utilizado pela luciferase para
oxidar a luciferina produzindo um sinal de luz, na qual é capturado por uma camera (charge-
coupled device) (LIU; RO; KOCH, 2005). Esta tecnologia permitiu facilmente a montagem de
pequenos genomas, como o de bactérias e alguns eucariotos (CARVALHO; SILVA, 2010;
NELSON et al., 2014; PEREIRA, 2014). Em comparagdo a outras tecnologias de
sequenciamento de segunda geracdo, a plataforma 454 é a plataforma que produz as maiores
leituras, por isso foi bem utilizada, inclusive para sequenciamento de eucariotos (WICKER et
al., 2009). Se pensarmos que a cobertura da sequéncia é maior e uma determinada base € lida
varias vezes, entdo o pirosequenciamento foi a principio considerado mais eficaz do que o
método de Sanger. No entanto, uma desvantagem desse método é a necessidade de usar mais
reagentes, e de ndo obter coberturas t&o altas como o sequenciamento obtido pela plataforma
IHlumina (SMITH et al., 1986).

Outro sequenciamento de segunda geracdo é o gerado pelo método da lon Torrent
(ROTHBERG et al., 2011), que usa tecnologia de semicondutores de ions. Os fragmentos de
DNA a serem sequenciados sdo dispostos em um chip que contém um sensor que detecta
alteracbes de pH. Um tipo de nucleotideo (A, T, C ou G) é fornecido ao chip de cada vez

(MALAPELLE et al., 2015). Os ions de hidrogénio séo liberados quando os nucleotideos séo
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incorporados durante a sintese de DNA. A reac¢do de adi¢do de nucleotideos as moléculas de
DNA resulta naturalmente na liberacdo de H+ e, portanto, em mudancas no pH e
condutividade que sdo medidas por equipamentos especificos (MERRIMAN; TEAM,;
ROTHBERG, 2012). A sintese de DNA leva a alteracdo do pH, que é dependente da
incorporacdo dos diferentes nucleotideos, e este serd detectado, caso contrario, nenhuma
reacdo de incorporagdo ocorrera e nenhuma alteracdo serd detectada. Dessa forma é possivel
saber qual nucleotideo foi adicionado (RUSK, 2011). O ciclo de fornecimentode A, T,Ce G
se repetem continuamente até que todos os segmentos sejam sintetizados (MARINE et al.,
2019). Devido a essa detecgdo direta, a tecnologia lon Torrent é um método de
sequenciamento muito rapido (GUPTA; VERMA, 2019; LUO et al., 2012).

O método PacBio (Pacific Biosciences, CA, EUA), também conhecido como
sequenciamento em tempo real (Single-molecule Real-time Sequencing, SRT) é de terceira
geracdo. A tecnologia usa uma unica molécula de DNA de fita simples que é replicada por
uma DNA polimerase imobilizada em um microporo (RHOADS; AU, 2015). Durante a
replicacdo, nucleotideos marcados com fluoréforos de cores diferentes sdo usados (EID et al.,
2009). Quando os nucleotideos sdo incorporados, o fluoréforo é liberado fazendo com que a
luz seja emitida em um comprimento de onda especifico (FERRARINI et al., 2013). A luz ¢é
detectada e, uma vez que a adicdo de cada nucleotideo resulta em uma fluorescéncia diferente,
a sequéncia de adicdo de nucleotideos pode ser precisamente determinada, e assim a
sequéncia nucleotidica da molécula de DNA estudada (SATOU et al., 2014; ZHANG et al.,
2012). A tecnologia PacBio é considerada um método de alta precisdo (RHOADS; AU,
2015).

O sequenciamento de quarta geracdo conhecido como NanoPore (Oxford Nanopore) é
um dos métodos de sequenciamento mais recentes e tem muitas vantagens (DERRINGTON et
al., 2010). A classificacdo é realizada em um pequeno dispositivo portatil que contém uma
porta USB que permite que os dados sejam carregados a qualquer momento (BRANTON et
al., 2009; OSAKI et al., 2009). Ndo ha combinacdo de nucleotideos neste meétodo, e sua
praticidade permite o sequenciamento rapido em qualquer ambiente sem quaisquer recursos
(HOUT et al., 2010; LI et al., 2003). Nesse método, fitas simples de moléculas de DNA séo
induzidas a passar por nanoporos presentes em uma membrana (STODDART et al., 2009).
Para cada base de nucleotideo que atravessa o poro é detectada uma alteracdo na membrana
em amperagem, que € a caracteristica de cada base (DERRINGTON et al., 2010; PURNELL,;
SCHMIDT, 2009). Ou seja, 0 DNA de fita simples (ssSDNA) é submetido a uma eletroforese

artificial através de um orificio. A medida que o ssDNA atravessa a membrana, este reduz a
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corrente de ions que passa pelo orificio. Se cada nucleotideo que atravessa a membrana
produz uma corrente ionica residual caracteristica, o registro atual correspondera a sequéncia
de DNA. Espera-se que esta tecnologia simples de sequenciamento sem reagente leia grandes
fragmentos de moléculas de DNA de forma barata e com uma velocidade inerentemente
rapida (BRANTON et al., 2009). Devido ao seu pequeno tamanho inerente, o sistema pode
ser paralelizado (OSAKI et al., 2009).

1.5.2 FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA UTILIZADAS NAS MONTAGENS
DE GENOMAS VIRAIS

A bioinformética foi desenvolvida pela necessidade de interpretar dados que foram
gerados atraves das plataformas de sequenciamento (LUSCOMBE; GREENBAUM,;
GERSTEIN, 2001). Essas plataformas sdo capazes de gerar volumes astrondmicos de dados
(big data) (PETTERSSON; LUNDEBERG; AHMADIAN, 2009). A maneira mais eficiente
de analisar os dados do sequenciamento é através de algoritmos matematicos, que envolvem
linhas de comando capazes de executar diversas tarefas, como célculos matematicos para
automacdo de processo e processamento de dados (CAN, 2014). Com esses algoritmos
implementados na andlise de sequenciamento é possivel fazer a montagem de genomas
completos, homologia entre sequéncias, anotacdo dos genomas, e até mesmos suas
implicacdes evolutivas, podendo até mesmo desenvolver modelos tridimensionais de
proteinas e RNAs (SELZER; MARHOFER; ROHWER, 2008).

Os softwares e data bases mais simples ou mesmo aquelas mais complexas sé&o
utilizadas pelos bioinformatas para analisar dados, existindo diversos bancos de dados
relacionados de dominio pablico nos quais podem se obter informacdes (anotacdes de genes,
proteinas e fenotipos) sobre genomas de humanos, animais, plantas e patdgeno. Atraveés
desses bancos de dados, tais como o NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Embl
Tools (https://www.ebi.ac.uk/services), ARB (http://www.arb-home.de/), Oxford University
(https://www.oxfordjournals.org/nar/database/c/), UNITE (https://unite.ut.ee/), é possivel
realizar anlises de dados, comparacdo de genomas e troca de informacgdes (RAZA, 2015). A
ferramenta mais utilizada para encontrar regides de similaridade entre sequéncias é o BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (WHEELER et al., 2002), sendo possivel realizar
analises de dados, comparagdo de genomas e troca de informages (RAZA, 2015). E,
portanto, a ferramenta mais utilizada para encontrar regides de similaridade entre sequéncias.

Quando uma biblioteca é sequenciada através de tecnologias de Ultimas geragdes,

dezenas de milhGes de sequéncias sdo geradas (VINCENT et al., 2017). Os sequenciadores
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mais modernos fornecem no final de cada corrida um relatério de qualidade de
sequenciamento. No entanto, é recomendado uma verificacdo posterior utilizando ferramentas
de bioinformatica para identificacdo de problemas gerados pelo préprio sequenciador. Um
exemplo de  ferramenta de controle da qualidade é o FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que fornece uma interface
simples de observar a qualidade de sequéncias. Essa ferramenta foi desenvolvida pelo grupo
de bioinformatica do Instituto Babraham (ANDREWS, 2010). O FastQC possibilita fazer a
importacdo de arquivos no formato BAM, SAM ou FastQ. O software fornece uma rapida
visdo geral em forma de tabelas, gréficos e cores para averiguacdo do sequenciamento
(ALBERTI et al., 2014). A qualidade (PHRED Q) do sequenciamento é baseada na
probabilidade de que, em uma determinada posi¢cdo do read existir um erro na base (p) (Q= -
10 log10p) (EWING; GREEN, 1998). Portanto, o FastQC calcula a acuracia em base call (por
base). Por exemplo, um erro a cada 100 pb de leituras a acuracia é de 99% (0.1)
correspondendo a um valor de Q igual a 10. Se houver um erro a cada 1000 pb, a acurécia
seria de 99,9%, e um valor de Q de 20 (EWING; GREEN, 1998).

Em dados de sequenciamento de Ultima geracdo € bem comum o aparecimento de
sequéncias de baixa qualidade ou adaptadores que podem dificultar a montagem de genomas.
Apos a verificagdo da qualidade, e se necessario, uma trimagem de sequéncias de baixa
qualidade e de adaptadores devera ser realizada. Nestes casos a trimagem seria como uma
forma de se “limpar” as sequéncias (LI et al., 2003) através da retirada de restos de
adaptadores ou contaminantes. Uma ferramenta flexivel utilizada na trimagem de dados de
Illumina é o Trimmomatic (http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) (BOLGER et
al. 2014; ZHAO et al., 2017). Depois de realizada a trimagem e verificacdo da qualidade das
sequéncias, 0s contigs poderdo ser montados através de ferramentas de montagem, tais como
0 SPAdes (BANKEVICH et al., 2012). Atualmente existem uma diversidade de tipos de
montadores como 0 MEGAHIT, ABYSS, IVA, MEGAVELVET (GARCIA-LOPEZ et al.,
2015; L1 et al. 2016) e VELVET (SMITH, 2016; ZERBINI, 2018) utilizados na montagem de
genomas virais.

Uma vez os contigs montados, estes devem ser submetidos a uma pesquisa BLAST.
Essa consulta permite realizar pesquisas a nivel de aminoécido ou nucleotideo utilizando um
banco de dados, manualmente construidos ou ja disponiveis (BUCHFINK et al., 2015). A
montagem do genoma € a etapa onde um grande numero de sequéncias curtas de &cido
nucleicos podem ser montados através da abordagem De Novo e/ou utilizando genomas de

referéncia (COSTA; PAULAN, 2016). Para a montagem e descoberta de novas sequéncias
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virais, alguns pipelines de bioinformatica foram publicados por Blawid et al. (2017),
Akinyemi et al. (2016), Zheng et al., (2017), entre outros.

1.5.3 0 USO DE RESULTADOS DE TRANSCRIPTOMAS PARA MONTAGEM DE
GENOMAS VIRAIS DE PLANTAS

Os tipos de sintomas ocasionados pelos virus na gama de hospedeiras podem contribuir
na determinacdo do tipo de género viral a que se esta estudando. Entretanto, nem sempre
quando uma planta esta infectada com um virus apresenta sintomas, e muitas plantas que
apresentam sintomas virais podem estar sendo infectadas por mais de um virus. As novas
tecnologias de sequenciamento (NGS) ajudam na possivel identificacdo dos virus que
infectam uma determinada planta (BARBA et al., 2014; MASSART et al., 2014).

Muitos virus sdo constituidos de genoma de DNA, onde seu material genético é
transcrito em RNA, e outros virus sdo constituidos de genoma de RNA. O uso de dados de
transcriptoma vem sendo utilizado na determinacdo de sequéncias virais que infectam uma
cultura (SUN et al., 2016; MADRONERO et al., 2018). O estudo do transcriptoma tem como
objetivo o0 estudo de transcritos de um dado organismo em que se deseja estudar. Essa
metodologia de estudo através da geracdo de dados de RNASeq aplicada ao estudo de virus de
plantas envolve a extracdo de RNA total da planta, construcdo de uma biblioteca de cDNA,
seguido de sequenciamento através das plataformas NGS (SUN et al., 2016; WU et al., 2016).
Muitos dados de transcriptomas de plantas podem conter sequéncias virais completas, que no
processo de amplificacdo do transcrito do hospedeiro, o transcrito viral é também
amplificado. Dados de TSA podem ser obtidos na plataforma Transcriptome Shotgun
Assembly (https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi), e utilizados na montagem de
genomas virais (BURGER; MAREE, 2015; JO et al., 2016). Portanto, estudos ja foram
realizados utilizando banco de dados de TSA para identificar e montar genomas virais, como
0s publicados por Nibert et al. (2016). Estes autores utilizaram dezesseis acessos de
transcriptoma de doze plantas diferentes visando a montagem de quatro espécies do género
Amalgavirus. Trabalho conduzido por Jo et al. (2016) realizou a montagem de oito genomas
da espécie Bell pepper endornavirus (BPEV) utilizando somente transcriptomas disponiveis
da pimenta. Ja trabalhos realizados com transcriptomas de soja contribuiram na identificacdo
de cinco espécies virais: 0 soybean mosaic virus (SMV), lettuce infectious yellow virus
(LICV), lettuce chlorosis virus (LCV), bean pod mottle virus (BPMV) and cucumber mosaic
virus (CMV) (JO et al., 2017). Outros envolvendo transcriptomas de videira utilizando um

pool de material derivados de cascas, frutas e folha caracterizaram sequéncias gendmicas de
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vinte e trés virus e virdides (SIDHARTHAN et al., 2020). O estudo viral utilizando TSA néo
é restrito apenas para virus de plantas, pois j& existem pesquisas com TSA de fungos que
visam a elucidacédo de genomas de micovirus. Segundo Gilbert et al. (2019), dados de TSA de
fungos pertencentes ao subfilo Pezizomycotina foram utilizados em analises e montagem de
59 micovirus, onde 88% foram descritas como novas espécies e 68% foram consideradas
como primeiro relato em espécie fungicas.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo estudar a diversidade de amalgavirus em
diferentes espécies de Allium coletadas ao redor do mundo através de dados transcriptdmicos
de 19 arquivos de SRA (Sequence Read Archive) disponiveis no GenBank, e de dados de
RNA-seq gerados a partir de material foliar de cebola coletado na cidade de Petrolandia,

Pernambuco, Brasil.
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Transcriptomic analyses reveal highly conserved plant amalgavirus genomes in different
species of Allium
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Summary|[1]

This work aims to study amalgavirus diversity in different species of allium collected
around the world. Transcriptomic data of 19 SRA runs available at GenBank, as well as
RNA-seq data generated from onion tissue from fields in Brazil were used to assemble nine
allium cepa amalgavirus 1 (AcAV-1) and nine allium cepa amalgavirus 2 (AcAV-2) genomes
from different species of allium worldwide. SDT analyses of RdRp amino acid sequences
revealed identities above 99% within each species, except for an isolate of AcAV-1 from
Allium escalonicum from China. In addition, a new partitivirus genome was assembled from
A. cepa samples from Brazil that was closely related to arhar cryptic virus-1. According to the
species demarcation in the Partitiviridae family the new virus was classified into the genus
Deltapartitivirus with suggested name deltapartitivirus allliumaceae according to the new
binomial rules recommended by ICTV. This is the first report of occurrence of a cryptic virus
in the genus Allium. This work contributes to the understanding of the genetic diversity of

amalgaviruses and partitiviruses that infect the genus Allium.

*corresponding author: E-mail: rosana.blawid@ufrpe.br; phone: +51-81-3020-6213
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Abbreviations: ACAV-1 = allium cepa amalgavirus 1; AcAV-2 = allium cepa amalgavirus 2;
CA = California; G = gamma; GTR = General Time-Reversible; HTS = High-Throughput
Sequencing; | = invariant; ICTV = International Committee on Taxonomy of Viruses; kbp =
kilobases; MCMC = Markov chain Monte Carlo; ngen = number of generations; NCBI =
National Center for Biotechnology Information; ORF(s) = Open Reading Frame(s); PRF =
Programmed Ribosomal Frameshifting; PSRF = Potential Scale Reduction Factor; RdRp =
RNA dependent RNA polymerase; RNA-seq = RNA sequencing; SDT = Sequence
Demarcation Tool; SRA = Sequence Read Archive; TSA = Transcriptome Shotgun
Assembly.

Keywords: Amalgaviruses; Allium transcriptomic datasets, Allium sp., Partitiviruses
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Introduction

The genus Allium belongs to the Amaryllidaceae botanical family and is one of the
largest plant genera in the world with more than 900 species (The Plant List, march, 2021).
Several species of allium are cultivated worldwide due to their therapeutic properties, aroma
and flavor and are used as a spice in many cuisines. Central and northwest of China are
considered as the center of origin of different species of allium and Asia accounts for more
than half of the world production with over 43 million tons (FAQO, 2019). In Brazil, among the
species of importance, Allium cepa L. is considered the third crop in economic terms, second
only to tomatoes and potatoes (Nunes et al., 2014).

In the last few years, several studies have used RNA-seq data to discover and assemble
complete plant viral genomes (Goh et al., 2018; Kim et al., 2018; Lee et al., 2019; Park et al.,
2018). Transcriptome or metatranscriptome data often contain sequence reads derived from
viral genomic RNAs. In this study, we analyzed data from RNA-seq from four different
species of allium available at the GenBank, as well as a sequenced sample of our work of
Allium cepa to understand the diversity of amalgavirus genomes. In 2013, the ICTV
recognized the family Amalgaviridae, whose name comes from amalga, which means
mixture, since amalgaviruses have characteristics of species belonging to both genera
Partitivirus and Totivirus, indicating a probable genetic relationship with these two families
(Liu and Chen, 2009; Martin et al., 2011; Sabanadzovic et al., 2009). However, phylogenetic
analyses have shown that the RdRp sequences of amalgaviruses are more closely related to
partitiviruses than totiviruses and the coat proteins are homologous to the nucleocapsid
proteins of negative-stranded RNA viruses of the genera Phlebovirus and Tenuivirus
(Phenuiviridae) (Krupovic et al., 2015; Martin et al., 2011; Sabanadzovic et al., 2009).

Currently, the Amalgaviridae family consists of two genera: the genus Amalgavirus,

which currently contains nine species (Allium cepa amalgavirus 1, Allium cepa amalgavirus
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2, Blueberry latent virus, Rhododendron virus A, Southern tomato virus, Spinach amalgavirus
1, Vicia cryptic virus M, Zoostera marina amalgavirus 1, Zoostera marina amalgavirus 2),
found in plants, and the second genus Zybavirus that infects fungi and consists of only one
species, the Zygosaccharomyces bailii virus Z (Adams et al., 2014). Their genomes are
monopartite consisting of double-stranded RNA of about 3.5 kilobases (kb) in length
(Sabanadzovic et al., 2010; Sabanadzovic et al., 2009). Two partially overlapping open
reading frames (ORFs) are predicted to be expressed from the genome: a 5’-proximal ORF
(ORF1) that encodes a putative nucleoprotein that forms the replication factory matrix like
protein and a second ORF (ORF2) encoding the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp).
The RdRp-containing protein is expressed as an ORF1+ORF2 fusion and is produced by a +1
ribosomal frame displacement mechanism (PRF) (Depierreux et al., 2016; Sabanadzovic et
al., 2009).

Interestingly, amalgaviruses have shown beneficial effects in their host. Recently,
Fukuhara et al. (2020) showed that southern tomato virus (STV) interacts with tomato plants
in a mutualistic mode. Infected tomato plants were taller and produced more fruits. Authors
showed from transcriptomic analysis that STV infection affected the expression of plant genes
involved in ethylene biosynthesis, and that selection of superior traits may be involved with
virus infection.

This work aims to use transcriptomic data available at the GenBank as well as RNA-seq
data generated for this work to assemble amalgavirus and partitivirus genomes of different
species of allium collected worldwide. The study of plant virus genetic diversity is important
to understand epidemiological and evolutionary processes and provides relevant information

on virus movement and gene flow.
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Materials and Methods

Sample collection and Transcriptomic datasets. Symptomatic onion leaf materials (Allium
cepa L.) were collected from producing fields in the city of Petrolandia, Pernambuco, Brazil.
Leaves were immediately dried at 4° C and stored in silica to avoid degradation of the genetic
material. Total RNA was extracted using the Quick-RNA™ Plant Miniprep Kit (Zymo
Research, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions and sent for HTS
sequencing by Macrogen (Seoul, South Korea). In addition, Sequence Read Archive (SRA)
and contigs datasets were downloaded from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) and employed to assemble the amalgavirus genomes (Supplementary
Table S1). The SRAs datasets SRR3144579, SRR3144593, SRR3144570, SRR9077155,
SRR1293377, SRR1051882, SRR1056448, SRR1312067, and SRR1312066 were used to
assemble nine genomes of allium cepa amalgavirus 1 (AcAV-1) and SRR3144570,
SRR3144579, SRR9077160, SRR9077155, SRR9077156, SRR1312067, SRR2814815,
SRR2814816, SRR2814817, SRR2814818, SRR2814819, SRR2814820, SRR2814821,
SRR2814822, and SRR1312066 to assemble nine genomes of allium cepa amalgavirus 2
(AcAV-2), respectively. The ACAMV-2 and the allium cepa partitivirus genomes assembled
from the Macrogen HTS sequencing of collected samples of A. cepa from Brazil received the

following accession numbers MZ063690 and MZ063691, MZ063692, MZ090841 (Table 1).

HTS Bioinformatic Pipeline. The bioinformatic pipeline for de novo assembling of viral
genomes was performed according to Blawid et al. (2017). Briefly, the quality of the
transcriptomic data and the one generated in this work were monitored by the FastQC v.011.8
(Andrews, 2010). TRIMMOMATIC v.039 (Bolger et al. 2014) was used for clipping
leftovers of adapters and for quality trimming. Contigs were assembled with SPAdes v.3.15.2

(Bankevich et al., 2012), using k-mers of 21, 33, 55, 77. When necessary, the available
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platform GALAXY (www.usegalaxy.eu) was used for assembling the viral genomes. The
generated contigs were analyzed with tBLASTX against a database of viral genome
sequences implemented manually in the Geneious v 11.0 (R11) software. Mapping and
extension steps were carried also in Geneious until the complete genomes of amalgaviruses
were assembled. In addition, a strategy using the allium cepa amalgavirus 1 and allium cepa
amalgavirus 2 genomes (NC_036580 and NC_036581) as reference was employed to obtain
complete genomes from SRA data originated from other allium species. Gaps were closed

using the original SRA datasets.

Phylogenetic and sequence analyses. Assembled ORF2 (amalgaviruses) and partitivirus RARp
amino acids sequences were used in multiple sequence alignments generated with MAFFT
v.7 (Katoh and Standley, 2013). The statistical selection of best-fit models of nucleotide
substitutions was assessed with ProtTest 3.4.2 (Darriba et al., 2011). Based on the AIC and
BIC criteria, the most appropriate model was LG + | + G + F. Phylogenetic trees were
constructed using PhyML (Guindon et al., 2010). The starting tree was obtained by BioNJ and
optimized by branch length and tree topology. The type of tree improvement was according to
the best of nearest neighbor interchange and subtree pruning and regrafting. Branch support
values (%) were estimated by the approximate likelihood ratio test (aLRT) with SH-like

criteria. Phylogenetic trees were visualized and edited with iTOL v4 (https://itol.embl.de,

branch collapsed with bootstrap more than 72) (Letunic and Bork, 2019). The Sequence
Demarcation Tool (SDTv.1.2) (Muhire et al., 2014) was used for multiple nucleotide-level
pairwise analyzes of different regions of the amalgavirus and partitivirus genomes with other

sequences retrieved from GenBank.
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Results

Genome assemblies and sequence identities of amalgaviruses

In the present work, a total of 19 SRA files were analyzed for the search of new
amalgaviruses sequences. Of the 19 SRA samples, a total of nine viral genomes of AcCAV-1
and nine of AcCAV-2 were assembled (Table 1). Eight ACAV-1 sequences were derived from
Allium cepa datasets and one from A. ascalonicum, while six ACAV-2 sequences were

assembled from A. cepa and one from A. ascalonicum, one from A. fistulosum, and one from

A. angulosum datasets (Supplementary Table S1).

Table 1. Lengths of nucleotides of ACAV-1 and ACAV-2 genomes.

AcAV-1

*TSA 5UTR ORF1 ORF1+OR ORF1 ORF2 3'UTR Total
accessions F2 Regulatory length
prefix (UUUCGU)

NC_036580 148 1176 3174 6 2349 130 3453
GEQOY 145 1176 3174 6 2349 130 3450
GFAK 122 1176 3174 6 2349 130 3427
GFAJ 126 1176 3174 6 2349 89 3390
GHMJ 138 1176 3174 6 2349 115 3428
GBJZ 126 1176 3174 6 2349 111 3412
GBGJ 148 1176 3174 6 2349 110 3433
GBRN 148 1176 3174 6 2349 91 3414




163
164
165

166

87

GBRQ 60 1176 3174 6 2349 130 3365
GBRO 148 1176 3174 6 2349 91 3414
AcCAV-2

*TSA SUTR ORF1 ORF1+OR ORF1 ORF2 3'UTR Total
accessions F2 Regulatory length
prefix (UUUCGU)

NC_036581 148 1173 3198 6 2208 106 3453
MZ063690 131 1173 3198 6 2208 58 3388
GFAJ 131 1173 3198 6 2208 58 3388
GEOY 131 1173 3198 6 2208 79 3409
GHMM 131 1173 3198 6 2208 58 3388
GHMJ 135 1173 3198 6 2208 75 3409
GHMP 131 1173 3198 6 2208 58 3388
GBRN 128 1173 3198 6 2208 48 3375
GETF 131 1173 3198 6 2208 58 3388
GBRQ 131 1173 3198 6 2208 58 3388

5 UTR and 3' UTR regions were not verified with Rapid amplification of cDNA ends

(RACE).

*SRA files used to assemble the amalgavirus genomes.
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All assembled sequences of AcAV-1 showed the same ORFs size length of the
published AcAV-1 available at NCBI (NC_036580). The ORF1 of ACAV-1 genomes that
putatively encodes the replication factory matrix-like protein consists of 1176 bp long while
the ORF2 (encoding the RdRp) is 2349 bp and the ORF1+ORF2 consists of 3174 bp. Blast
searchers of ORF1 amino acid sequences revealed an identity of 100% with ORF1p of ACAV-
1 (acc. YP_009447920), followed by identities of around 40% with sequences from the ORF1
of AcAV-2. SDT analyses using ORF1 amino acid sequences revealed identities of 100%
between the AcCAV-1 sequences, except for the AcCAV-1 isolated from A. ascalonicum from
China (acc. GFAJ01023991), where identities were of 83,9%. The total length of assembled
genomic sequences of ACAV-1 varied from 3365 to 3453 bp. In general, the ACAV-1 5' UTR
length was longer than the 3' UTR. The conserved regulatory sequence (UUUCGU), involved
in the +1 programmed ribosomal frameshift mechanism was found in all assembled sequences
of AcAV-1 and AcAV-2 isolated from A. ascalonicum, A. angulosum, A. cepa, and A.
fistulosum. SDT analyses (Supplementary Material, excel file) using RdRp amino acid
sequences revealed percentages of identities ranging from 89,1 to 100% between RdRp
sequences of AcAV-1, while the AcAV-2 sequences showed identities varying from 99 to
100%. When comparing the two RdRp amino acids sequences from the two amalgavirus
species, identities varied from 66,9 to 67,8%.

Like AcAV-1, all assembled AcAV-2 sequences showed ORFs of the same length as
the genomic sequence available in the NCBI (NC_036581). The ORF1 consisted of 1173 bp,
the ORF1+ORF2 of 3198 bp and the ORF2 of 2208 bp. Thus, the ORF1 from the Brazilian
ACAV-2 genomic sequence has also 1173 bp and ORF2 is smaller than the ORF2 from
ACcAV-1, with 2208 bp. The ORF1 amino acid sequences of AcCAV-2 are highly conserved
sharing identities varying from 98,7 to 100% with sequences isolated from A. cepa, A.

angulosum, A. ascalonicum, and A. fistulosum plants. Contrary to AcAv-1, the ORF2 of all
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ACAV-2 sequences starts after the regulatory sequence. SDT analyses also showed that the
ORF1+ORF2 amino acid sequences are highly conserved in both AcAV1-1 and AcAV-2
sequences, except for AcAV-1 isolated from A. ascalonicum (acc. GFAJ01023991), as
mentioned before (66,5-66,9%). Comparisons between species showed identities from 35,3 to
37,6% in this region. The 5 UTR sequences also showed to be longer than the 3' UTR
sequences.

The AcAV-2 genomic sequence assembled from onion samples from the state of
Pernambuco has a total length of 3388 bp with ORF1 (nt position 132-1304) and ORF2
(1123-3330) partially overlapping. The regulatory ORF is located at position 963 to 968. The
5" UTR is 131 bp long, and the 3' UTR is only 58 bp long (3331-3388). The 5' UTR and 3'
UTR of the ACAV-2 sequence are rich in AU (61.0% and 65.6%), as the ACAV-1 5" UTR and
3' UTR sequences.

Genome assembly and sequence identities of onion partitivirus

From the Brazilian onion samples a putative new cryptic virus genome was assembled
with the suggested binominal name deltapartitivirus alliumaceae (DpA, acc. MZ063691,
MZ063692, MZ090841) as currently approved by the ICTV. Three segments (dsSRNA-1,
dsRNA-2 and dsRNA-3) were assembled from onion samples. The dsSRNA-1 consists of 1708
bp and has one ORF of 1509 bp (position 91-1599) that putatively codes for a RdRp with 502
aa (MW 59.37 kDa). Blast analyses revealed the highest amino acid sequence identity of
76,9% (cover 94%) with the unclassified RdRp sequence from arhar cryptic virus -1 (acc.
NC_024011) followed by 72,9% with the RdRp sequence from rosa multiflora cryptic virus
(acc. EU024675). SDT analyses using the RdRp amino acid sequence of DpA showed low
identities of 25,3 to 27,0% with RdRp sequences of onion amalgaviruses (SDT analyses,
Supplementary Figure 1). In general, multiple alignments using amino acid sequences of

RdRp of amalgaviruses and the DpA generated levels of identities below 27,0%, showing the
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high divergence between the genomic sequences of amalgavirus and the partitiviruses
characterized so far. The highest percentage of identities (71,6-76,6%) using the RdARp amino
acid sequence of DpA was observed with RdRp sequences of unclassified partitiviruses
followed by identities of 36,6 to 39,0% with sequences of deltapartitiviruses. In addition,
several structural motifs (A-G) (Bruenn, 1993; Jia and Gong, 2019) of RdRp were found in
the amalgavirus and partitivirus proteins (Supplementary Table S2 shows motifs A-D). The
Motif C (GDD) is followed either by an asparagine (N) amino acid in amalgaviruses and
betapartitiviruses or by a serine (S) in other partitiviruses (alphapartitivirus, cryspovirus,
deltapartitivirus, and gammapartitivirus, Supplementary Table S3). In addition to the
catalytic motifs of RdRp three regions of conserved amino acid sequences (bold) were
observed by multiple alignments: motif 1 (10:PDVAFTRTQLCQIKVKRKVR210), motif 2
(413LSRQVRERQHARG422), and motif 3 (436PEs37) of the RdRp DpA sequence
(Supplementary Table S2). Motif 2 was not found in the RdRp amino acid sequence of
cryptosporidium parvum virus 1 (NC_038843). Motif 3 was found in all amalgavirus and
most partitiviruses except in alphapartitiviruses (variations TK, PK and PR were observed).
The dsRNA-2 of DpA consists of 1465 bp and has an ORF-3 of 1038 bp that putatively
codes for a coat protein (CP). Blastp analysis of CP amino acid sequence showed the highest
amino acid sequence identity of 45,99% with the coat protein of arhar cryptic virus-I
(YP_009026399, cover 97%). The dsRNA-3 has 1400 bp and a ORF consisting of 1017 bp
that also codes putatively for a CP (338 aa, MW 37,9 kDa). The highest amino acid identity of
47,9% (cover 97%, Blastp) was found with the hypothetical protein LR48 Vigan07g013900
of Vigna angulares (acc. KOM46435) followed by 50,2% (cover 86%) with the CP of arhar
cryptic virus-1 (YP_009026398).
Phylogenetic analyses

Phylogenetic analyses were performed using the RdRp amino acid sequences of all 20
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amalgaviruses as well as of classified and unclassified partitiviruses. As a result, nine main

clusters were observed from the generated tree (Figure 1).
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267  Figure 1. Phylogenetic relationships between members of the family Partitiviridae and

268  Amalgaviridae and unclassified partitiviruses based on the amino acid sequences of the RdRp
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271  The starting tree was obtained by BioNJ and optimized by branch length and tree topology. The type of tree
272 improvement was according to the best of nearest neighbor interchange and subtree pruning and regrafting.
273 Branch support values (%) were estimated by the approximate likelihood ratio test (aLRT) with SH-like criteria.

Zg The AcAV-1 isolates were divided into four clusters. The isolate from China of A.
276  ascalonicum (acc. number GFAJ01023991) and the one from the Republic of Korea of A.
277  cepa (acc. number GBRQ01021363, GBRQ01021361, GBRQ01021362, GBRQ01021364,
278  GBRQO01021365) formed each a single clade. The third and the fourth clades were formed
279  with sequences isolated from A. cepa: one clade with sequences from China and Republic of
280 Korea and the other with sequences from India, China, Czech Republic, New Zealand,

281  Republic of Korea and USA. AcAV-2 isolates formed two clusters. The first consists of seven

282  isolates from samples of A. cepa, A. ascalonicum, A. fistulosum, and A. angulosum from
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different parts of the world: the Brazilian ACAV-2 sequence (Acc. number MZ063690, A.
cepa), one from China (acc. number GFAJ01064567, GFAJ01075913, GFAJ01102886,
GFAJ01099293, A. ascalonicum), one from USA (NC_036581, GAAN01008476, A. cepa),
two isolates from the Czech Republic (acc. number GHMP01074583 GHMP01002595, A.
angulosum and GHMM01015931, A. fistulosum), and two from the Republic of Korea (acc.
numbers GBRN01019543, GBRQO01157355, A. cepa). The second cluster is formed by an
isolate from the Czech Republic (acc. number GHMJ01080900, GHMJ01200427,
GHMJO01186121, GHMJ01080899, GHMJ01080901), one from China (acc. number
GEOY01072937), and the isolate from USA, all derived from A. cepa.

The novel partitivirus sequences found in A. cepa from Brazil showed closer
relationship with unclassified partitiviruses and deltapartitiviruses genomes and formed a

clade with the unclassified partitivirus arhar cryptic virus-1 (ArCV-1, NC_024014).

Discussion

The type species of the Amalgaviridae family is the Southern tomato virus (STV,
3,437 bp), which was first described in 2009 (isolated from tomatoes from the United States
and Mexico), with suspicion of association with a new tomato disorder (Sabanadzovic et al.,
2009). Attempts with no success were made to mechanically and graft transmit amalgaviruses
(Sabanadzovic et al., 2010; Zhan et al., 2019). Experiments with seeds collected from
infected tomatoes with STV confirmed high rates of vertical transmission (70 - 90%)
(Sabanadzovic et al., 2009). Therefore, viruses belonging to the genus Amalgavirus are
transmitted vertically through seeds, although it is not known whether the transmission is by
pollen or ovary or both (Sabanadzovic et al., 2010, Martin et al. 2011). Amalgaviruses have
been found infecting different crops in fields from France (Candresse et al., 2013), Spain
(Verbeek et al., 2015), China (Padmanabhan et al., 2015), Bangladesh (Padmanabhan et al.,

2015) and Italy (lacono et al., 2015). In all cases, co-infections with other viruses were
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verified, making it difficult the association between virus infection and symptomatology
(Sabanadzovic et al., 2010). Recently, Elvira-Gonzalez et al. (2020) showed that
geographically distant isolates of STV showed very low genetic diversity in the CP gene.
Indeed, amalgavirus CP homologs have been detected in the genomes of Populus trichocarpa,
Medicago truncatula and Theobroma cacao and spurious integration of amalgavirus
sequences into host DNA has been suggested (Krupovic et al., 2015).

Aiming to understand the relationship between amalgaviruses and hosts, we analyzed
all available allium transcriptomic data from GenBank in addition to the one generated for
this work and assembled complete AcAV-1 and AcAV-2 genomic sequence and well as a
novel partitivirus genome from A. cepa. So far, most of the identified amalgavirus sequences
have been discovered by analyzing available transcriptome datasets. In this work, nine
complete genomic sequences of allium amalgavirus 1 and 2, respectively, were assembled
from transcriptome data of Allium cepa collected around the world (Brazil, China, Czech
Republic, India, New Zealand, Republic of Korea, and USA). Multiple pairwise analyses
showed that allium amalgavirus complete nucleotide sequences share identities higher than
97% from the same species from different hosts, with exception of the AcAV-1 isolated from
A. ascalonicum from China. In addition, it was possible to observe from the analyzed
transcriptomic data that mixed infections of AcAv-1 and AcAV-2 occurred in A. cepa. As
suggested for fig mosaic virus (Valia et al., 2014), the close genetic relationship to
geographically distant isolates might suggest long-distance migration and it would be
interesting to know if amalgaviruses contributes to broad adaptability to a wide range of
climatic conditions. Moreover, the low genetic variability observed in the amalgaviruses
genomic sequences might be the result of integration events into the allium DNA genome,
which probably provides ideal settings for long-term evolution. Therefore, exciting

experimental new approaches in the area of plant virology will help to understand the function
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of highly conserved amalgavirus sequences across different host species around the world.
Last, a novel partitivirus genomic sequence (DpA) was assembled from tissue of A.
cepa from fields in Brazil that showed close relationship with arhar cryptic virus-1 (Kumar et
al., 2017). As found for ArCV-1, which genome is composed of three dSRNA segments, DpA
also consists of three dsSRNA genomic sequences. According to ICTV (2021) only five
species belong to the Deltapartitivirus genus: Beet cryptic virus 2, Beet cryptic virus 3, Fig
cryptic virus, Pepper cryptic virus 1 and Pepper cryptic virus 2. SDT analyses of RdRp amino
acids sequences revealed identities ranging from 38,1 to 59,8% with deltapartitivirus.
Therefore, DpA was classified as belonging to the Deltapartitivirus genus. Moreover,
computer analysis predicted the seven conserved motives (A-G) known for several plant and
animal viruses as well as three additional motives conserved with RdRps from amalgaviruses.
Specific functions of these motives are yet to be determined. So far unclassified partitiviruses
were detected in symptomless and symptomatic plants as found for rose cryptic virus 1
(James et al., 2015) and some authors suggest that partitivirus possibly play a role in virus
complexes associated to diseases (Martin and Tzanetakis, 2008). Further studies should
clarify if mixed infections of partitiviruses and amalgaviruses play a role in disease expression
in onions. This work contributes to the understanding of amalgavirus diversity in onions and

describes the first partitivirus genome infecting Allium cepa.
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Supplementary Table S1. List of TSA and SRA datasets used to assemble AcAV-1 and
ACAV-2 genomes.

Allium cepa amalgavirus-1

TSA/ SRA Country Host Bioproject Year
acc. number runs

GEOY01002178 SRR3144579  China  Alliumcepa PRJINA310814 2016
GEOY01005685

GFAKO01033851 SRR3144593  China  Allium cepa PRJNA310820 2016
var.
agregado

GFAJ01023991 SRR3144570 China  Allium PRIJNA310811 2016
ascalonicum

GHMJ01088356 SRR9077155  Czech  Alliumcepa PRINA542932 2021
GHMJ01020716 Republic

GHMJ01088358

GHMJ01199210

GHMJ01194782

GHMJ01022252

GBJZ01207969 SRR1293377 India Allium cepa PRJINA248253 2015
GBJZ01052553
GBJZ01180288
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GAA001011981/ SRR573753 Linden  Alliumcepa PRINA175449 2013

NC_036580 SRR573754 Drive,
SRR573755 Madison,
WI, USA

GBGJ01019922 SRR1051882 New Allium cepa PRINA238142 2014
SRR1056448 Zealand

GBRNO01018519 SRR1312067 Republic Alliumcepa PRINA246669 2014
of Korea

GBRQ01021363 SRR1312066 Republic Alliumcepa PRINA246669 2014
GBRQO01021361 SRR1312067 of Korea

GBRQ01021362
GBRQ01021364
GBRQ01021365
GBR001009396 SRR1312066 Republic Allium PRINA246669 2014
of Korea cepa
Allium cepa amalgavirus 2
TSA/ SRA Country Host Bioproject Year
acc. number runs
MZ063690 Brazil  Allium cepa 2021
Pernambu
co
GFAJ01064567 SRR3144570 China  Allium PRINA310811 2016
GFAJ01075913 ascalonicum
GFAJ01102886
GFAJ01099293

GEOY01072937 SRR3144579  China  Alliumcepa PRJINA310814 2016

GHMMO01015931 SRR9077160  Czech  Allium PRINA542932 2021
Republic  fistulosum
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GHMJ01080900 SRR9077155  Czech  Alliumcepa PRJINA542932 2021
GHMJ01200427 Republic
GHMJ01186121
GHMJ01080899
GHMJ01080901
GHMP01074583 SRR9077156  Czech  Allium PRINAB42932 2013
GHMP01002595 Republic  angulosum
GAAN01008477 SRR573713 Linden  Alliumcepa PRINAL175446 2014
GAAN01008476 SRR573714 Drive,
/NC_036581 SRR573726  Madison,
GAAN01032440 WI, USA
GBRN01019543 SRR1312067 Republic Alliumcepa PRJINA246669 2017
of Korea
GETF01031658 SRR2814815 Republic Alliumcepa PRINA298934 2014
GETF01032221 SRR2814816 of Korea
SRR2814817
SRR2814818
SRR2814819
SRR2814820
SRR2814821
SRR2814822
GBRQ01157355 SRR1312066 Republic Alliumcepa PRJINA246669 2014
SRR1312067 of Korea

Supplementary Table S2. Conserved RdRps motifs found by multiple sequence alignments
using partitiviruses and amalgaviruses sequences. To obtain the TSA acc. numbers, see
Supplementary Table S1.

RdRp MOTIFS

1 A DX2-4sD

B C

D 2

SGX3T GDD K

ABV89762

PDVAFTRTQL DWSGF

CQIKVKRKIR D

PSGSC GDD K

FTNIIG S
SIVN

MCHAR

LSRKVRE PE
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YP 001686 PDVAFTRTQL DWSGF PSGSC GDD LSRKVRE PE

786 CQIKVKRKIR D FTNIIG S MCHAR
SIVN

YP_001274 PDIAFTRTQLC DWSGF PSGSC GDD LSRKVRE PE

391 QIKVKRKIR D FTNIIG S HCHAR
SIVN

YP_009026 PDVAFTRTQL DWSGF PSGSC GDD LSRNVRE PE

407 CQIKIKRKVR D FTNIIG S MSHAR
SITN

Deltapartitiv. PDVAFTRTQL DWSAF PSGSC GDD LSRQVRE PE

irus CQIKVKRKVR D FTNIIG S RQHAR

alliumaceae SITN

MZ063691

MZ063692

MZ090841

YP_004429 PDIAFTRTQLA DWKAF PSGSY GDD LGRSQM PE

258 KLPSIKVR D YTNIl S HQLNIR
GSVIN

YP_009351 PDVGYTRTQL DWSNF PSGSY GDD LGRTMY PE

838 TDLYEKTKIR D FTSIIG S GGINQR
SIVN

YP_009508 PDVGYTRTQL DWQAF PSGSY GDD LGRSSLG PE

067 TDLREKMKVR D FTSIIG S GLNQR
SVVN

YP_009466 PDVGYTRTQL DWSQF PSGSY GDD LGRTYVG PE

859 TDLLEKTKVR D YTSLV S GLNKR
GSIIN

YP_009665 PDIGYTRTQL DWSSF PSGSY GDD LGRTAHG PE

971 ADLREKTKVR D YTSIV S FMNAR
GSvvV
N

NP 116716 PCLAGQRGG DFSAFD PSGS GDD LGTKYRD PE

MSDRTDPKTR WWTQ S GRVYR

IIDSV

VN
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NP_620301 PCLAGQRGG DFSAFD PSGS  GDD LGTKYRS PE
MSDRDDPKTR WWTQ S GRVHR
IIDSV
VN
YP_009508 PCSAGQRGG DFSSFD PSGS  GDD LGVKYR LE
238 MSSIDDPKTR WWTQ S DGRVYR
MIDSV
VN
NP_659027 PALAGQRGG DFSSFD PSGS  GDD LGTTYRG PE
MSKRDAPKTR WWTQ S CHPHR
MVDS
VVN
YP_052856 PCLAGQRGG DFSGFD PSGS  GDD LGTTYRN PE
MSEASDPKTR WFTQ S GRPHR
MIDSV
VN
YP_009665 PCLAGQRGG DFSSFD PSGS  GDD LGTTYRN PE
972 MSEASDPKTR WWTQ S GHAHR
MVDS
VVN
NP_624350 PCLATQRGHL DFSSFD PSGS  GDD LGVRYR PE
SPRDDPKTR WWTQ S DGHAFR
LVDS
VVN
YP_271922 PAKLALRGHL DWSGF PSGSF GDD LGYQCN PE
SEIDELKTR D FTQIIG S AFRYER
SIVN
YP_009508 PCRSGARCQL DFSSFD PSGSA GDD LGKQIDIL PE
065 RKRGENKPR FTQIG S DLTFHN
TIVN
NP_604475 PTELLVRSHIS DWSRF PSGIL GDD LGYTNN PE
KRDNLKVR D MTQFI N YGFPTR

DSFVN
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YP_001911 PTELLVRSHIS DWSKF PSGIL GDD LGYTNN PE
122 NPKKLKVR D CTQLI N YGMPVR
DSFVN
NP_620659 PTMMFTRNHI DWSGY PSGM GDD LSYRCNF PE
SKRDGTLKVR D LLTQF N GKPRR
LDSFG
N
YP_227355 PTMLFTRNHIS DWSGF PSGLL GDD LSYQCNY PE
DRDGNLKQR D NTQY N GAPKR
LDSFS
N
YP_009272 PTMLFTRNHIS DWSGF PSGM GDD LSYQCNF PE
951 DRDGILKQR D LNTQF N GHPRR
LDSFG
N
YP_009508 PTMLFTRNHIS DWSGF PSGLL GDD LSYTCNF PE
063 KILGALKQR D NTQFL N GRPLR
DSFGN
YP_003104 PTLLFTRNHIS DWSSY PSGLY GGD LGYECNY PE
768 KRSGTLKVR D NTQY N GSPKR
LDSFG
N
YP_007889 PTLLFTRNHIS DWSSY PSGLY GDD LGYECNH PE
821 KRDGTLKVR D NTQY N GSPKR
LDSFG
N
YP_007889 PTLLFTRNHIS DWSSY PSGLY GDD LGYQCN PE
823 KRDGTLKVR D NTQY N HGSPKR
LDSFG
N
YP_007889 PTLLFTRNHIS DWSSY PSGLY GDD LGYQCN PE
825 KRDGTLKVR D NTQY N HGSPKR
LDSFG
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YP_007891 PTLLFTRNHIS DWSSY PSGLY GDD LGYQCN PE
054 KRDGTLKVR D NTQY N YGSPKR
LDSFG
N
YP_009293 PTLLFTRNHIS DWSSY PSGLY GDD LGYQCN PE
586 KRTGPLKVR D NTQY N YGSPKR
LDSFG
N
YP_009508 PTLLFTRNHIS DWSSY PSGLY GDD LGYQCN PE
059 KRDGPLKVR D NTQY N HGSPKR
LDSFG
N
YP_009408 PTVLYVRSQIS DWSRF PSGIF GDD LGYTNN PE
640 KISKLKIR D MTQIL N NGMPSR
DSFVN
YP_009508 PTVMYVRSQI DWSRY PSGIF GDD LGYTNLN PE
061 SKLSKLKVR D MTQIC N GMPHR
DSFCN
YP_009508 PTVMYVRSQI DYSRFD PSGIF GDD LGYTNA PE
061 SKITKLKVR MTQIL N NGMPHR
DSFVN
YP_086754 PMLLHTKTAI DWSRF PSGLF GDD LSYRNHN TK
VKKNDPNKM D ITQLL S GLPHR
R DSWY
N
YP_272124 PMLLHTKTAI DWSRF PSGLF GDD LSYRNHN TK
VKKDDPNKM D ITQLL S GLPFR
R DSWY
N
YP_002308 PMLLHTKTAI DWSRF PSGLF GDD LSYRNHN TK
574 VKQDDPNKM D ITQLL S GFPHR
R DSWY

N
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YP_009508 PMLLHTKTAI DWSRF PSGLF GDD LSYRNHN TK
046 VKHNDPNKM D ITQLL S GFPHR
R DSWY
N
YP_138537 PMLLHTKTAI DWKRF PSGLF GDD LSYRHRH TK
VKKDDPNKM D ITQLI S GLPYR
R DSWY
N
YP_009508 PMLLHIKTAIV DWSRF PSGLF GDD LSYRNIQ TK
049 SFDAPNKLR D ITQLM S GLPYR
DSWY
N
YP_009508 PINIHTKSAIIG DWSFF  ASGQF GDD LSYANNN PK
048 IHDPNKVR D TTQF S GLPVR
MDSIY
N
YP_009508 PMRSHARSAI DWQGF PSGLF GDD LGYRNN PK
236 QPISDPNKVR D ITQWL S NGLPVR
DSvY
N
YP_009508 PLMKIHVKPA DWSGF PSGLF GDD LGYTNN PR
051 LTGTDEQKIR D VTQFL S NGFPTR
DSHY
N
YP_009508 PIMKIHVKPAL DWSGF PSGLF GDD LGYTNN PR
058 TEPTETKIR D VTQFL S NGYPSR
DSHY
N
YP_009508 PLINMHVKPA DWSGF PSGLF GDD LGYSNDN PR
053 LTETDTTKIR D ETQFL S GYPSR
DSFYN
YP_009508 PLINIHVKPAL DWSGF PSGLF GDD LGYTNEN PR
056 TTPDETKIR D TTQFL S GYPIR

DSFYN
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GAAN0100 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD LSAYWLE PE
8477, TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
GAANO0100 RFSENK VDTA
8476, LN
GAANO0103
2440
GBRQO115 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD LSAYWLE PE
7355 TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
RFSENK VDTA
LN
GETF01031 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD LSAYWLE PE
658, TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
GETF01032 RFSENK VDTA
221 LN
GFAJ01064 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD LSAYWLE PE
567, TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
GFAJ01075 RFSENK VDTA
913, LN
GFAJ01102
886,
GFAJ01099
293
GHMMO0101 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD LSAYWLE PE
5931 TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
RFSENK VDTA
LN
GHMP0107 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD LSAYWLE PE
4583, TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
GHMP0100 RFSENK VDTA
2595 LN
MZ063690 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD LSAYWLE PE
TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
RFSENK VDTA
LN
GBRN0101 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD LSAYWLE PE
9543 TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
RFSENK VDTA

LN
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YP_009447 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
921 TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
RFSKNK VDTA
LN
GEOY0107 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
2937 TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
RFSKNK VDTA
LN
GHMJ01080 PFVASRVGFR DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
900, TKLVSQEEAFI D WTGW N DGRPIR
GHMJ01200 RFSKNK VDTA
427, LN
GHMJ01186
121,
GHMJ01080
899,
GHMJ01080
901
GAAO0101 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
1981 KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
KMKDNK VDTA
LN
GEOY0100 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
2178, KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
GEOY0100 KMKDNK VDTA
5685 LN
YP_009447 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
919 KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
KMKDNK VDTA
LN
GBGJ01019 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
922 KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
KMKDNK VDTA

LN
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GBJZ01207 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
969, KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
GBJZ01052 KMKDNK VDTA
553, LN
GBJZ01180
288
GBRQ0102 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
1363, KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
GBRQ0102 KMKDNK VDTA
1361, LN
GBRQ0102
1362,
GBRQ0102
1364,
GBRQ0102
1365
GFAK01033 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
851 KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
KMKDNK VDTA
LN
GBRO0100 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
9396 KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
KMKDNK VDTA
LN
GBRN0101 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
8519 KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
KMKDNK VDTA
LN
GHMJ01088 PYISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T LSAYWLE PE
356, KLVSTTEAFA D WTGW N DGRPIR
GHMJ01020 KMKDNK VDTA
716, LN
GHMJ01088
358,
GHMJ01199
210,
GHMJ01194
782,
GHMJ01022

252
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GFAJ01023 PHISSRVGFRT DWKKF PSGSL GDD T

991 KLVSTTDAFK D
KMKENK

111

LSAYWLE PE
WTGW N DGRPIR
VDTA
LN

Supplementary Table S3. GenBank accession numbers of partitivirus sequences used for
analysis in this publication.

Genera/
unclassified GenBank species (alphabetical) Virus
acronyms
acc. number
unclassified NC_024014
Partitiviruses Arhar cryptic virus-I ArCv-1
EU024675
Rosa multiflora cryptic virus RoCV1
NC_010346
Rose cryptic virus 1 RoCV1
NC_009519
Fragaria chiloensis cryptic virus  FcCV
MZ063691
dsRNA-1 Deltapartitivirus alliumaceae DpA
MZ063692
dsRNA-2
MZ090841
dsRNA-3
Cryspovirus NC_038843  Cryptosporidium parvumvirus1 CSpV1
NC_038846 Beet cryptic virus 2 BCV2
Deltapartitivirus
NC_043394 Beet cryptic virus 3 BCV3
NC_037095 Pepper cryptic virus 1 PCV2
NC 034159 Pepper cryptic virus 2 PCV2
NC_015494 Fig cryptic virus FCV
NC_043396 Aspergillus ochraceous virus AoV

Gammapartitivirus
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NC_002797 Discula destructiva virus 1 DdVv1
NC 003710 Discula destructiva virus 2 DDV2
NC_003885 Fusarium solani virus 1 FsV1

NC 004018 Gremmeniella abietina RNA virus GaRV-MS1
MS1

NC_038918 Ophiostoma partitivirus 1 OPV1

NC 005976 Penicillium stoloniferum virus S PsV-S

NC 007221  Penicillium stoloniferum virus F PsV-F

o NC_006441 Amasya cherry disease- AcPV
Alphapartitivirus associated mycovirus
NC_011556 Beet cryptic virus 1 BCV-1
NC_038824 Carrot cryptic virus CaCVv

NC_038916 Chondrostereum purpureum CpCV1l
cryptic virus 1

NC_038826 Flammulina velutipes browning  FvBV
virus

NC_038827 Heterobasidion partitivirus 1 HetPV1

NC_038836 Heterobasidion partitivirus 3 HetPV3

NC_038829 Heterobasidion partitivirus 12  HetPV12

NC_038831 Heterobasidion partitivirus 13 ~ HetPV13

NC 038834 Heterobasidion partitivirus 15 HetPV15

NC_007241 Vicia cryptic virus VCV

NC_006275 White clover cryptic virus 1 WCCV1
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489

490

491

Betapartitivirus
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NC_003470 Atkinsonella hypoxylon virus AhV
NC_010755 Ceratocystis resiniferavirus1  CrV1
NC 031134 Cannabis cryptic virus CCcv
NC_038837 Crimson clover crypticvirus2  CCCV2
NC_021147 Dill cryptic virus 2 DCV-2
NC_030882 Fusarium poae virus 1 FpV1
NC_043393 Heterobasidior) annosum P-type HaV-P
partitivirus
NC_038839 Heterobasidion partitivirus 2 HEPV2
NC_035485 Heterobasidion partitivirus 7 HEPV7
NC_ 038841 Heterobasidion partitivirus 8 HetPV8
NC_021098 Hop trefoil cryptic virus 2 HTCV2
NC_006961 Pleurotus ostreatus virus 1 PoV1
NC 013109 Primula malacoides virus PmV1
NC_021096 Red clover cryptic virus 2 RCCV2
NC_003801 Rhizoctonia solani virus 717 RhsR1
NC_021094 White clover cryptic virus 2 WCCV2
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492  Supplementary Figure 1. The pairwise identities plot of RdRps in the family of
493  Partitiviridae e Amalgaviridae aligned by MAFFT and displayed by Sequence Demarcation
494  Tool (SDT) software. Two-dimensional matrix representing percentage of identity at the
495  amino acid level of the Amalgavirus and Partitivirus sequences. A = ORF2 two-dimensional
496  matrix (RdRp). B = ORF1 (CP) two-dimensional matrix. C = Two-dimensional matrix of the
497  functioning region (ORF1 + ORF2).

498
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CAPITULO 3: CONCLUSOES GERAIS

1. Os dados de SRA disponiveis no NCBI podem ser utilizados para a montagem de
genomas de espeécies pertencentes as familias Partitiviridade e Amalgaviridae. Os genomas
montados de ACAV-1 e ACAV-2 demonstraram serem altamente conservados, apresentando
as mesmas caracteristicas gendmicas em relacdo ao tamanho de ORFs. A montagem das
regides ndo traduzidas (UTR) resultou em sequéncias de tamanhos diferentes. Portanto, o
sequenciamento de alto desempenho ndo resulta na montagem de sequéncias completas.
Existe a necessidade de verificagdo de regides 5’ e 3’ através da metodologia RACE (Random
amplification of 5" and 3’ Ends),

2. Dezoito sequéncias virais foram montadas, nove sequéncias de ACAV-1 e nove de
ACAV-2. As sequéncias de AcAV-1 foram derivadas de um conjunto de dados de TSA/SRA
derivados de Allium cepa (GEOY e GFAK da China; GHMJ da Republica Tcheca; GBJZ da
India, GBGJ da Nova Zelandia; GBRN e GBRQ e GBRO da Coreia do Sul) e de A.
ascalonicum (GFAJ, China). As sequéncias de AcAV-2 foram montadas através de dados de
TSA/SRA de A. cepa (GEQY da China, GHMJ; GBRN; GBRQ da Republica Tcheca e GETF
da Coreia do Sul), A. ascalonicum (GFAJ, China), A. fistulosum (GHMM, Republica Tcheca)
e A. angulosum (GHMP, da Coreia do Sul); A sequéncia de AcAV-2 derivada de amostras
sintomaticas de cebola de campos brasileiros foram montados através de dados de RNA-seq.

3. Ao comparar as sequéncias de AcAV-1 (GEOY; GFAK; GHMJ; GBJZ; GBGJ;
GBRN; GBRQ; GFAJ; GBRO) com as de AcAV-2 (MZ063690, GFAJ; GEOY; GHMM;
GHMJ; GHMP; NC 036581, GBRN; GBRQ; GETF) as identidades avaliadas pelo SDT
variaram de 66,9 a 67,6% a nivel de aminoécido na regido que codifica para a RdRp; ja
utilizando a regido da ORF1, as identidades variaram de 38,8 a 39,2%. A sequéncia do isolado
GFAJ01023991 (AcAV-1 de A. ascalonicum) foi a que apresentou as menores identidades a
nivel de aminoacido ao ser analisado via SDT com as sequéncias dos isolados GEOY; GFAK;
GHMJ; GBJZ; GBGJ; GBRN; GBRQ; GBRO; NC_036580, (ORF1 83,9%, ORF2 89,6% e a
ORF1 + ORF2 66,5-66, 9%); Foram encontrados motivos de RdRp comuns aos amalgavirus e
partitivirus, além dos motivos (A-G) conhecidos de RdRp envolvidos na funcdo catalitica da
RNA polimerase. As analises filogenéticas utilizando sequéncias de aminoacidos da RdRp de
partitivirus e amalgavirus geraram nove grupos principais. As sequéncias de ACAV-1

formaram quatro clusters (grupos) e as de AcCAV-2 formaram dois grupos.
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4. Reportamos pela primeira vez a presenca de um genoma de cryptovirus de cebola
no Brasil. Das amostras de RNA-seq originadas do material foliar de campos de cebola de
Petrolandia-PE foi possivel a montagem de um genoma trissegmentado (dsRNA-1,
MZ063691; dsRNA-2, MZ063692; e dsRNA-3, MZ090841); A nova espécie viral foi
denominada de deltapartitivirus alliumaceae de acordo com as normas atuais de taxonomia do
ICTV (2021); A sequéncia do novo cryptovirus deltapartitivirus alliumaceae mostrou relacéo
filogenética mais estreita com sequéncias genémicas de partitivirus ndo classificados e de

deltapartitivirus e formou um clado com o partitivirus ndo classificado arhar cryptic virus-I.
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Tabela - NUmero de cultivares registradas no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (Mapa) no periodo de 1998 a 2020 por diversas empresas mantenedoras.

Mantenedor no MAPA

NUmero de
cultivares
registradas

Cultivar

AGRISTAR DO BRASIL LTDA

62

Andrémeda, Antares F1, Aquarius,
Baia, BAIA, Baia Periforme Precoce,
BR 19, BR 23, BR 25, BR 27, BR 29
(crioula), Branca, Buccaneer,
Canarana, Celebra, Colossus F1,
Corona, Cristalina, Cronus, Crystal
White Wax Branca, Directa, Don
Vitor, DUNAS, Excalibur, Favoritta,
Fernanda, Fortaleza, Fugita Sweet,
Futura, Goiana, Granex Ouro, IPA 6,
IPA 9, Lucinda, Minerva, Montesina,
MORENA, NBR 251, Nikita, Optima,
Palma, Perfecta, Predator, Predileta,
Primax, Python, Red Coach, Red
Creole C-5, Regent, Rodeo, Roja Bela,
Rosana, Roxa Red Creole c-5, Rubi,
Serena, Sirius, Soberana, Teg 502,
WHITEX, IPA 10 (ROXA), IPA 11.

AGRITU COMERCIO DE
PRODUTOS AGROPECUARIOS
LTDA.

Alvorada, Caeté, Catarina, Crioula,
Salto Grande, Dourada, Rainha.

AGRITU SEMENTES LTDA _

Clarabela 10, IMPERIAL, MENINA,
OMEGA, ONIX, Perolabela 11,
SAFIRA.

AGROCINCO COMERCIO DE
PRODUTOS AGROPECUARIOS
LTDA

17

Ava, Azteca, Charrua, Comanche,
Gold Ball, Inca, Irati, Juma, Karaja,
Koda, Moicano, Terena, TUSKER,
Vilela, Xavante, Zaparo, Zulu.

AM PRODUCAO DE SEMENTES
LTDA._

ID 127 CASTANHA, ID 132
PLANALTO, ID 163 Primola, ID 23
RUBY, ID 362 ESTRELA, ID 75
CERRO NEGRO, LG Fennix, LG
PEROLLA.

ARTHUR ROTENBERG _

Caramelo.




BAYER S.A.

37
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Caramelo, Colina, Gobi, Lambada,
Luana, Natasha, NUN 1203, NUN
1603, SDO BR 01, SDO BR 02, SDO
BR 03, SDO BR 04, SDO BR 05,
SDO BR 06, SDO BR 07, SDO BR
08, SDO BR 09, SDO BR 10, SDO
BR 11, SDO BR 12, SDO BR 13,
SDO BR 14, SDO BR 15, SDO BR
16, SDO BR 17, SDO BR 18, SDO
BR 19, SDO BR 20, SDO BR 21,
SDO BR 22, SDO BR 23, SDO BR
24, SDO BR 25, SUNSET, Sweet
Caroline, TUAREG.

BEJO SEMENTES DO BRASIL
LTDA

21

Alison, Alvara, Basic, Buzios,
Expression,  Hacienda, Itaparica,
Maragogi, Missile, Pirate, Plano,
Raider, RED DUKE, Red Hunter, Red
Label, Red Sensation, Reforma,
Thesis, Torero, Trancoso, Wayne.

BLUE SEEDS DO BRASIL
PESQUISA,
DESENVOLVIMENTO E

COMERCIO LTDA

BS COPAO0061.

CA PESQUISA E COMeRCIO DE
SEMENTES LTDA

13

Atacama, Carta blanca, Cimarron,
Dulciana, MATA HARI, Nun 01502,
Nun 01504, Nun 03803, NUN 1205,
Nun 2255, RASTA, SERENGETI,
Sofire.

D&PL BRASIL LTDA.

53

Akamaru, Ayoba, Baiadura, Bola
Tropical, Cadillac, CAMPO LINDO,
Candy, Century, Ceylon, Codal,
Contessa, Duquesa, Duster, El Valle,
Encino, EX 075 9 3001, EX
07521013, EX 07939002, Grand
Valley, Granex 33, Granex 429, Grano
6835, Hoshi, HX 2004,
IMPERATRIZ, LEONA, Linda Vista,
Mercedes, Montana, Nomad, Nova
Fronteira XP6803, Princesa, PS 7092,
PS07421109, Red Creole, Red
Maiden, Red Star, Redbone, Régia, RS
8014, Serrana, Shinju, SV7030NS,
SVNJ3008, SVR 07931018, Texas
Grano 438, Texas Grano 502, Tropical
Valley, XP 07543011, XP 07543012,
XP 6781, XP6781, XP8010.
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EAGLE FLORES, FRUTAS & |10 ANDORINHA, ASA BRANCA,

HORTALICAS LTDA _ CAPITAO, CHIBANTE, ESTRELA
DA PRIMAVERA, GRALHA DO
CAMPO, LUA DA PRIMAVERA,
SABIA DA MATA, TESOURINHA,
Tororo.

EDUARDO PERSCH_ 10 BELASUL, Crioula GlI, JOIA, Libdrio,
MASTERS, Pampeana, Preciosa, Reed
Crioula, TAURA, TOPSUL.

EMPRESA BRASILEIRA DE |12 Alfa Tropical, Beta Cristal, BRS 367,

PESQUISA AGROPECUARIA - BRS Alfa S&o Francisco, BRS

EMBRAPA Carrancas, BRS Cascata, BRS Prima,
BRS Riovale, BRS Sustentare,
Conquista, Criola Mercosul, Sao
Paulo.

EMPRESA BRASILEIRA DE |1 Aurora.

PESQUISA AGROPECUARIA -

EMBRAPAFELTRIN SEMENTES

LTDA

EMPRESA BRASILEIRA DE|1 Primavera.

PESQUISA AGROPECUARIA -

EMBRAPAHORTEC

TECNOLOGIA DE SEMENTES

LTDA.

EMPRESA DE PESQUISA | 11 EMPASC 351 - Selecdo Crioula,

AGROPECUARIA E EXTENSAO EMPASC 352 - Bola Precoce,

RURAL DE SANTA CATARINA - EMPASC 355 - Juporanga, EMPASC

EPAGRI 356 - Rosada, EPAGRI 362 - Crioula
Alto  Vale, EPAGRI 363 -
Superprecoce, Norte 14 (Sel. Empasc),
SCS366 Poranga, SCS373 Valessul,
SCS378 Galega, SCS379 Robusta.

ENZA ZADEN IMP.E EXP. DE |2 Gabriella, MANUELLA.

SEMENTES LTDA.

ENZA ZADEN IMPORTACAO E |21 Annika, Baiana, Brunella, Camilla,

EXPORTACAO DE SEMENTES
LTDA

Cavalier, Chelsea, Copperhead,
EZ5605, Francesca, Gamay, Generosa,
Lombardi, Luminosa, Madalyn,
Malbec, MIRELA, Patricia, Presto,
Rebecca, Taila.
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FELTRIN SEMENTES LTDA 35 Arabela, Ariela, Athena, Aurea, Baia
Herval, Baia Periforme Melhorada,
Branca Rainha para Conserva, Clover,
Crioula Conesul, Crioula Selecionada,
Cristal Wax - Branca/Conserva, Cristal
White Wax - conserva, Dolabela,
GITANA, Graciela, Isa, Isis, Jubileu,
Lola, Madeira, Madrugada, Marcela,
Maryon, Omega, Péra Norte 14 -
Bojuda do Rio Grande, Pérola, Pira
Ouro, Red Creole Chata Roxa, Rubina,
Ruiva, Texas Early Grano 502, Texas
Early Grano 502 PRR, Texas Grano,
Tropicana, Vitoria.

FELTRIN SEMENTES | 1 Crioula Roxa.

LTDAHORTEC TECNOLOGIA

DE SEMENTES LTDA.

FELTRIN SEMENTES LTDATSV |2 Crioula, Baia Periforme.

SEMENTES DE VEGETAIS

LTDA.

GREEN MARKET | 2 CAMP NOU, XIONA.

INTERNATIONAL _

HAZERA SEEDS DO BRASIL |9 CORUMBA, Mikado, Rio das Antas,

LTDA _ Rio Grande, Rio Pardo, Rio Turvo,
R1O VERMELHO, RUSSET, Sulista.

HM CLAUSE BRASIL | 2 JOELINO, Onali.

COMERCIO DE SEMENTES

LTDA

HORTEC TECNOLOGIA DE |15 Baia Periforme Crioula, Boreal,

SEMENTES LTDA. Camponesa, Claudia, Dallas, Georgea,
HT 113, HT 125, HT 215, Iris, Luma,
Mercosul HT, Milan, Noeli, Petroline.

HORTICERES SEMENTES LTDA |3 HS 1069, Lara, Maju.

INSTITUTO AGRONOMICO -|1 IAC ARAM.

IAC

INSTITUTO AGRONOMICO DE |7 Brisa IPA - 12, Brisaverdao IPA 13,

PERNAMBUCO - IPA Composto IPA-6, Franciscana IPA -
10, Péra IPA - 4, Roxa IPA - 3,
ValeOuro IPA - 11.

ISLA SEMENTES LTDA 11 Angelina, DURGA, Granex Isla

Importada, Ibiapaba, IS 071, IS 072,
IS 087, IS 887, Jacobina, Raio de Sol,
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White Creole.

LUIS CARLOS POERSCH _ 7 Lila, A MAXSUL, MEGA,
QUERENCIA, Rood, Rubra,
Sentinela.

OXADIS - SOCIETE ANONYME |5 Amarela das Virtudes, Branca de
Barletta, Branca de Vaugirard,
Vermelha de Brunswick, Vermelha de
Florenca.

RICARDO AUGUSTO ZAPTER |1 Rio Guassu.

VALENCA

RONEI FREITAS DE FREITAS _ 3 Agroney, DIVA, Fatima.

RUBEM DARI WILHELNSEN _ 6 RDW Luthy, RDW Potenthy, RDW
Primy, RDW Redy, RDW Tuphy,
RDW Valenty.

SAKATA SEED SUDAMERICA |48 502, 8613, 8622, 8623, 8624, 866,

LTDA Ada, AF 2572, AF 2573, AF 2579, AF
2904, AF 3322, AF 3696, AF3838,
AF4989, AF7327, Baia Super Precoce,
Bella Catarina, Bella Crioula, Bella
Dura, Bella Vista, Bola de Ouro,
Dudalina, Early Red, Galil HA 7,
Granex 90, H-9, Hazel, Hibrido 8631,
Hibrido 8632, Show de Bola, Sienna,
Sweet Harvest, VON 055, VON 056,
VON 538, VON 539, VON 540, VON
545, VON 546, VON 547, VONO75G,
VONO077G, VONO078G, VON112G,
VON113G.

SECRETARIA DA |1 FEPAGRO 27.

AGRICULTURA, PECUARIA E

DESENVOLVIMENTO

RURAL/DDPA

SEMENTES LIBORIO LTDA_ 5 CAMPERA, Princesa Do  Sul,
Colorada, Gauchinha, Lotario.

SEMENTES SAKAMA LTDA _ 2 Superex, White Lisbon.

SUNNY AGRO LTDA. 3 Alice, Eagle Select, Esex 5103.

SVS DO BRASIL SEMENTES |1 Texas Grano 502 PRR.

LTDASAKATA SEED

SUDAMERICA LTDA

TAKII DO BRASIL LTDA. 9 1686 TDB, 1692 TDB, 209 TDB,

7036 TDB, Arizona, Blanca Grande,
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Express, Podium, Superex.

TSV SEMENTES DE VEGETAIS | 11 Bola Suprema, CR 020, Divina,

LTDA. Itajubd, Kerina, MALTA, Mulata,
POLLY, Roxa Mercurio, Sprint,
VELLOX.

VIDASUL SEMENTES LTDA _ 3 CAMPECINA, VELOCE, Red Crioule
(roxa).

VILMORIN DO BRASIL |1 Topazio.

COMERCIO DE SEMENTES

LTDA

W.E. GOTTARDO AGRICOLA -|6 L G Faccinio,b LG Alpina, LG

ME_ GRANADA, LG  Taina, LG
TEMPRANA, LG Toscana.

Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapa) Registro Nacional de Cultivares — RNC.
Disponivel em < http://sistemas.agricultura.gov.br/snpc/cultivarweb/cultivares_registradas.php>. Acessado em

28/02/2021.

ANEXO II

Tabela - Espécies aceitas pelo ICTV para o género Potyvirus (2021).

Espécies atualmente aprovadas pelo ICTV
(margo, 2021)

Numero de acesso (Acrdnimos)

African eggplant mosaic virus

NC_043537 (AEMV)

Algerian watermelon mosaic virus

NC_010736 (AWMV)

Alstroemeria mosaic virus; Alstroemeria streak
virus

NC_043135 (AIMV)

Alternanthera mild mosaic virus

NC_043136 (AItMMV)

Amaranthus leaf mottle virus

NC043420 (AmLMV)

Amazon lily mosaic virus

NC_043137 (ALiMV)

Angelica virus Y

NC_043138 (AVY)

Apium virus Y; parsley virus Y

NC_014905 (ApVY)

Araujia mosaic virus

NC_043139 (ArjMV)

Arracacha mottle virus

NC_018176 (AMoV)

Aasparagus virus 1

NC_025821 (AV1)

banana bract mosaic virus

NC_009745 (BBrMV)




Barbacena virus Y

NC_030847 (BarVY)
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Basella rugose mosaic virus

NC_009741 (BaRMV)

peace lily mosaic virus

DQ851494 (PcLMV)

bean common mosaic necrosis virus; bean
common mosaic virus serotype A

NC_004047 (BCMNV)

blackeye cowpea mosaic virus

NC_003397 (BICMV)

peanut stripe virus

U34972 (PStV)

bean common mosaic virus

AY112735 (BCMV)

bean yellow mosaic virus

NC_003492 (BYMV)

white lupin mosaic virus

DQ641248 (WhLMV)

beet mosaic virus

NC_005304 (BtMV)

Bidens mosaic virus

NC_023014 (BiMV)

Bidens mottle virus; sunflower chlorotic spot
virus

NC_014325 (BiMoV)

blue squill virus A

NC_019415 (BSVA)

Brugmansia mosaic virus

NC_020105 (BruMV)

Brugmansia suaveolens mottle virus

NC_014536 (BsMoV)

butterfly flower mosaic virus

NC_043421 (BFMV)

Calanthe mild mosaic virus

NC_043140 (CalMMV)

calla lily latent virus

EF105299 (CLLV)

Callistephus mottle virus

NC_030794 (CalMoV)

Canna yellow streak virus

NC_013261 (CaYSV)

carnation vein mottle virus

NC_043141 (CVMoV)

carrot thin leaf virus

NC_025254 (CTLV)

carrot virus Y

NC_043142 (CarVY)

Catharanthus mosaic virus

NC_027210 (CatMV)

celery mosaic virus

NC_015393 (CeMV)

Ceratobium mosaic virus

NC_043143 (CerMV)

chilli ringspot virus

NC_016044 (CRSV)

chilli veinal mottle virus

NC_005778 (ChiVMV)




Chinese artichoke mosaic virus

NC_043144 (ChAMV)
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Clitoria virus Y

NC_043145 (CIVY)

clover yellow vein virus

NC_003536 (CIYVV)

cocksfoot streak virus

NC_003742 (CSV)

Columbian datura virus; Petunia flower mottle
virus

NC_020072 (CDV)

Commelina mosaic virus

MK409377 (ComMV)

cowpea aphid-borne mosaic virus; South African
passiflora virus

NC_004013 (CABMV)

cucurbit vein banding virus

NC_035134 (CVBV)

Cypripedium virus Y

NC_043146 (CypVY)

Cyrtanthus elatus virus A; Vallota speciosa virus

NC_017977 (CEVA)

Daphne mosaic virus

NC_008028 (DapMV)

Daphne virus Y

NC_038984 (DVY)

dasheen mosaic virus

NC_003537 (DsMV)

vanilla mosaic virus KX505964 (VanMV)
Datura shoestring virus JN624776 (DSSV)
Dendrobium chlorotic mosaic virus MK241979 (DeCMV)
Dioscorea mosaic virus MH206616 (DMV)

Diuris virus Y

NC_043147 (DiVY)

donkey orchid virus A

NC_021197 (DOVA)

East Asian Passiflora distortion virus

LC379162 (EAPDV)

East Asian passiflora virus

NC_007728 (EAPV)

endive necrotic mosaic virus

AJ223827 (ENMV)

Euphorbia ringspot virus

AY697300 (EURSV)

Freesia mosaic virus

NC_014064 (FreMV)

fritillary virus Y

NC_010954 (FVY)

Gloriosa stripe mosaic virus; christmas bell
potyvirus

NC_038562 (GSMV)

Gomphocarpus mosaic virus

LC228573 (GoMV)




Habenaria mosaic virus
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NC_021786 (HaMV)

Hardenbergia mosaic virus

NC_015394 (HarMV)

henbane mosaic virus

NC_043422 (HMV)

Hibbertia virus Y

NC_043148 (HiVY)

Hippeastrum mosaic virus

NC_017967 (HiMV)

hyacinth mosaic virus

NC_037051 (HyaMV)

impatiens flower break virus

NC_030236 (IFBV)

iris fulva mosaic virus

(IFMV)

iris mild mosaic virus

NC_043149 (IMMV)

iris severe mosaic virus

NC_029076 (ISMV)

Japanese yam mosaic virus

NC_000947 (JYMV)

Jasmine virus T

NC_029051 (JVT)

Johnsongrass mosaic virus; sugarcane mosaic
virus Johnsongrass strain

NC_003606 (JGMV)

Kalanchoé mosaic virus

NC_043150 (KMV)

keunjorong mosaic virus

NC_016159 (KjMV)

konjac mosaic virus; Japanese hornwort mosaic
virus

NC_007913 (KoMV)

leek yellow stripe virus

NC_004011 (LYSV)

lettuce Italian necrotic virus

NC_027706 (LINV)

lettuce mosaic virus

NC_003605 (LMV)

lily mottle virus; tulip band breaking virus; tulip
breaking virus lily strain

NC_005288 (LMoV)

lily yellow mosaic virus

NC_040802 (LVY)

lupine mosaic virus

NC_014898 (LUMV)

Lycoris mild mottle virus

NC_043151 (LyMMoV)

maize dwarf mosaic virus

NC_003377 (MDMV)

Malva vein clearing virus

NC_043423 (MVCV)

mashua virus Y

MH680824 (MasVY)

meadow saffron breaking virus

NC_043152 (MSBV)




Mediterranean ruda virus

NC_043536 (MeRV)
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Moroccan watermelon mosaic virus

NC_009995 (MWMV)

Narcissus degeneration virus

NC_008824 (NDV)

Narcissus late season yellows virus

NC_023628 (NLSYV)

Narcissus yellow stripe virus

NC_011541 (NYSV)

Nerine yellow stripe virus

NC_043153 (NeYSV)

nothoscordum maosaic virus

(NoMV)

Onion yellow dwarf virus

NC_005029 (OYDV)

Ornithogalum stripe mosaic virus

NC_019409 (OrMV)

Ornithogalum virus 2

NC_043154 (OrVv2)

Ornithogalum virus 3

NC_043155 (OrV3)

Panax virus Y

NC_014252 (PanVY)

papaya leaf distortion mosaic virus

NC_005028 (PLDMV)

papaya ringspot virus

NC_001785 (PRSV)

papaya ringspot virus; watermelon mosaic virus
1

AY027810 (PRSV)

Paris mosaic necrosis virus

NC_043532 (PMNV)

parsnip mosaic virus

(ParMV)

Passiflora chlorosis virus

NC_043156 (PaCV)

passion fruit woodiness virus

NC_014790 (PWV)

pea seed-borne mosaic virus

NC_001671 (PSbMV)

peanut mottle virus

NC_002600 (PeMoV)

pecan mosaic-associated virus

NC_030293 (PMaV)

Pennisetum mosaic virus

NC_007147 (PenMV)

pepper mottle virus

NC_001517 (PepMoV)

pepper severe mosaic virus

NC_008393 (PepSMV)

pepper veinal mottle virus

NC_011918 (PVMV)

pepper yellow mosaic virus

NC_014327 (PepYMV)

Peru tomato mosaic virus

NC_004573 (PTV)




Pfaffia mosaic virus

NC_043157 (PfMV)
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Platycodon mild mottle virus

MH779625 (PlaMMV)

Pleione virus Y

NC_043158 (PIVY)

plum pox virus

AJ243957 (PPV)

plum pox virus

X16415 (PPV)

plum pox virus

JQ794501 (PPV)

plum pox virus

AY912055 (PPV)

plum pox virus

AM157175 (PPV)

plum pox virus

KJ787006 (PPV)

pokeweed mosaic virus

3X291161 (PKMV)

potato virus A

NC_004039 (PVA)

Tamarillo mosaic virus

AJ131403 (TamMV)

potato virus V

NC_004010 (PVV)

potato yellow blotch virus

3X294310 (PYBV)

Ranunculus leaf distortion virus

NC_043159 (RanLDV)

Ranunculus mild mosaic virus

NC_043160 (RanMMV)

Ranunculus mosaic virus

NC_043161 (RanMV)

Rhopalanthe virus Y

NC_043162 (RhVY)

saffron latent virus

NC_036802 (SaLV)

Sarcochilus virus Y

NC_043163 (SaVy)

scallion mosaic virus

NC_003399 (ScaMV)

shallot yellow stripe virus; Welsh onion yellow
stripe virus

NC_007433 (SYSV)

sorghum mosaic virus

NC_004035 (SrMV)

soybean mosaic virus

NC_002634 (SMV)

Agropyron mosaic virus

AJ507388 (SMV)

Spiranthes mosaic virus 3

NC_043164 (SpMV3)

Sudan watermelon mosaic virus

NC_035459 (SUWMV)

sugarcane mosaic virus

NC_003398 (SCMV)




sunflower chlorotic mottle virus

NC_014038 (SCMoV)
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sunflower mild mosaic virus

NC_021065 (SMMV)

sunflower mosaic virus

NC_043165 (SUMV)

sunflower ring blotch virus

NC_034208 (SURBV)

sweet potato feathery mottle virus

NC_001841 (SPFMV)

sweet potato latent virus

NC_020896 (SPLV)

sweet potato mild speckling virus

NC_038563 (SPMSV)

sweet potato virus 2; Ipomoea vein mosaic virus;

sweet potato virus Y

NC_017970 (SPV2)

sweet potato virus C

NC_014742 (SPVC)

sweet potato virus G

NC_018093 (SPVG)

Tamarillo leaf malformation virus

NC_026615 (TLMV)

Telfairia mosaic virus

KU683744 (TeMV)

Telosma mosaic virus

NC_009742 (TelMV)

Thunberg fritillary mosaic virus

NC_007180 (TFMV)

tobacco etch virus

NC_001555 (TEV)

tobacco mosqueado virus

NC_030118 (TMosqV)

tobacco vein banding mosaic virus

NC_009994 (TVBMV)

tobacco vein mottling virus

NC_001768 (TVMV)

tomato necrotic stunt virus

NC_017824 (TNSV)

Tradescantia mild mosaic virus

NC_043166 (TraMMV)

tuberose mild mosaic virus

NC_043167 (TUMMYV)

tuberose mild mottle virus

NC_043424 (TuMMoV)

tulip breaking virus

NC_043168 (TBV)

tulip mosaic virus

NC_043425 (TulMV)

turnip mosaic virus

NC_002509 (TuMV)

twisted-stalk chlorotic streak virus

NC_043169 (TSCSV)

Vallota mosaic virus

NC_043170 (ValMV)

vanilla distortion mosaic virus

NC_025250 (VDMV)




Verbena virus Y

NC_010735 (VVY)

130

watermelon leaf mottle virus

NC_043171 (WLMV)

virus 2

watermelon mosaic virus; watermelon mosaic

NC_006262 (WMV)

wild melon banding virus

NC_035458 (WMVBV)

wild onion symptomless virus

NC_030391 (WoSV)

wild potato mosaic virus

NC_004426 (WPMV)

wild tomato mosaic virus

NC_009744 (WTMV)

Wisteria vein mosaic virus

NC_007216 (WVMV)

yam mild mosaic virus

NC_019412 (YMMV)

yam mosaic virus

NC_004752 (YMV)

yambean mosaic virus

NC_016441 (YBMV)

Zantedeschia mild mosaic virus

NC_011560 (ZaMMV)

Iranian johnsongrass mosaic virus

NC_018833 (IIGMV)

Zea mosaic virus

AF228693 (ZeMV)

zucchini shoestring virus

NC_043172 (ZSV)

zucchini tigre mosaic virus

NC_023175 (ZTMV)

zucchini yellow fleck virus

NC_043173 (ZYFV)

zucchini yellow mosaic virus

NC_003224 (ZYMV)

Fonte: ICTV na internet-https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-
viruses/w/potyviridae/572/genus-potyvirus. Dominio, Riboviria, Orthornavirae, Pisuviricota, Stelpaviricetes,

Patatavirales, Potyviridae.
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