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“We live in a society exquisitely dependent on
Science and technology, in which, hardly anyone
knows anything about Science and technology.
This is a clear prescription for disaster.”

“Vivemos em uma sociedade extremamente dependente da
ciéncia e tecnologia, na qual pouquissimos sabem alguma
coisa sobre ciéncia e tecnologia. Isto é uma clara

prescricao para o desastre.” Carl Edward Sagan, 1990.Why We Need
To Understand Science. The Skeptical Inquirer, Vol. 14.3.
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Resumo

O répido progresso na compreensdo dos mecanismos de enovelamento de proteinas e 0s
avanc¢os no campo da bioinformatica forneceram ferramentas confiaveis para predizer as
estruturas tridimensionais de proteinas de virus de plantas. Por meio de Modelagem
Estrutural por Homologia, foi possivel obter um modelo tridimensional para a proteina
do nucleocapsideo (NP) e a proteina ndo estrutural do segmento S (NSs) de GRSV
(Groundnut ringspot orthotospovirus) e para a NP de ZLCV (Zucchini lethal chlorosis
orthotospovirus). Verificou-se que os mondémeros GRSV NP e ZLCV NP séo
organizadas em um dominio globular (33-223 aa) contendo uma cavidade carregada
positivamente para interacdo com RNA e com as duas cadeias terminais, formando um
braco N-terminal (1-32 aa) e um brago C-terminal (224-258 aa). Além disso, analise da
estrutura tridimensional da proteina NSs de GRSV sugeriu uma possivel atividade
enzimatica de fosfatase, para o metabolismo de nucleotideos assim como um possivel
dominio de interacdo com a proteina Argonauta 1. A proteina NSs foi expressa de forma
nativa e purificada para futuros ensaios de cristalizagdo. Assim, as estruturas das NP e
NSs podem langar luz sobre os mecanismos de formacdo de RNP e silenciamento
génico e podem permitir a identificacdo de residuos essenciais de aminoacidos como
possiveis alvos para estratégias de controle das doencas causadas pelos orthotospovirus.
Por fim, por meio da técnica de duplo hibrido em levedura, foi encontrada uma possivel
interacdo entre a proteina AtCSNb5a e as proteinas NP e NSs de GRSV, e a relevancia
dessas interacOes para o sistema planta-virus ainda serdo investigadas.

Palavras-chave: orthotospovirus, sistema de duplo hibrido em levedura, modelagem

estrutural por homologia.
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Abstract

The rapid progress in the understanding of protein folding mechanisms and the
advances in the bioinformatics field have provided reliable tools for modeling and
predict three-dimensional structures of plant virus proteins. Using Homology modeling
technique, it was possible to obtain three-dimensional models for both NP and NSs of
GRSV (Groundnut ringspot orthotospovirus) and for ZLCV NP (Zucchini lethal
chlorosis orthotospovirus). GRSV NP and ZLCV NP monomers have been organized
into a globular domain (33-223 aa) containing a positively charged cavity for RNA
interactions, and two terminal chains forming an N-terminal arm (1-32 aa) and a C-
terminal arm (224-258 aa). In addition, a three-dimensional structure of the GRSV NSs
protein revealed a possible phosphatase enzymatic activity for nucleotide metabolism
and a possible interaction domain with an Argonaute 1. Moreover, the NS protein was
natively expressed and purified for future crystallization assay. Thus, the proposed
models can shed light on the mechanisms of RNP formation and gene silencing and
may allow the identification of essential amino acid residues as possible targets for the
orthotospovirus control strategy. Finally, using yeast two-hybrid technique, a possible
interaction between the AtCSN5a protein and the NP and NSs of GRSV was found,
however, the relevance of these interactions for the plant-virus system remains to be
investigated.

Keywords: orthotospovirus, yeast two hybrid system, homology modeling.
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Motivacéo e Justificativa

Uma infec¢do viral eficiente requer interacfes entre proteinas virais e proteinas do
hospedeiro. Essas interacfes proteina-proteina alteram a rotina da célula para promover
todos os eventos do ciclo infectivo de um virus como a transcricdo e replicacao,
formagdo dos ribonucleocapsideos, movimento célula a célula e sistémico,
sintomatologia viral, montagem da particula viral e a supressdo dos mecanismos de
defesa do hospedeiro e do vetor.

Comparado a outros virus de plantas e apesar de varias espécies ja terem sido
caracterizadas, pouco ainda se sabe a respeito das interacfes entre as proteinas dos
orthotospovirus com seus vetores e seus hospedeiros e a auséncia de um sistema de
genética reversa € um fator limitante para o avancgo de estudos relacionados ao processo
infectivo desses virus.

A adaptacdo e aplicacdo de técnicas in vivo, in vitro e in silico para a predicdo da
estrutura tridimensional e para a identificacdo de novas interacGes entre as proteinas dos
orthotospovirus e seus hospedeiros podem fornecer conhecimentos relevantes sobre
novas funcgdes bioldgicas e suas implicagbes para a infeccdo resultando em progressos
para as estratégias aplicadas de controle da infeccgéo.

Ao contrario dos virus da ordem Bunyavirales e de outros virus vegetais, pouco
ainda é conhecido a respeito das interacBes proteicas de orthotospovirus. Portanto torna-
se importante o estudo de suas estruturas, seus dominios funcionais e as interacdes com
proteinas das plantas hospedeiras para elucidar os mecanismos envolvidos na infeccao
viral e dos mecanismos de interacdo planta-virus. Com esse propésito, 0 presente
projeto visou estudar a proteina ndo estrutural do segmento S, NSs (supressdo do
silenciamento génico) e a proteina estrutural NP (proteina do nucleocapsideo) de
espécies de orthotospovirus. Esses estudos resultaram em conhecimentos que
contribuirdo para o entendimento do movimento do virus na planta, da formacdo da
particula e da supressdo do silenciamento génico, fornecendo evidéncias do
comportamento molecular do virus na célula vegetal e evidéncias para o

desenvolvimento de estratégias de controle da infeccdo.
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Objetivos

Objetivo Geral

O presente trabalho intencionou investigar as estruturas tridimensionais e as
interacbes moleculares das proteinas do nucleocapsideo (NP) de Groundnut ringspot
orthotospovirus (GRSV) e de Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus (ZLCV), e da
proteina de supressdo do silenciamento génico (NSs) de GRSV. Assim como expressou
e purificou a NSs de GRSV para a futura resolucdo da estrutura tridimensional da
mesma.

O presente trabalho também intenciona buscar possiveis proteinas candidatas da

planta hospedeira que possam interagir com as proteinas virais NP, NSs € NSy.

Objetivos Especificos

e Identificar proteinas celulares candidatas para a interagdo com as proteinas virais
NP, NSs e NSy utilizando técnicas como Sistema de duplo hibrido em levedura
(Y2H);

e Validar as interagbes proteina-proteina por técnicas de Fluorescéncia
Bimolecular Complementar (BiFC) e Pull-down;

e Prever a estrutura tridimensional das proteinas NP de GRSV, NP de ZLCV e
NSs de GRSV por modelagem teodrica e analisar 0s seus possiveis dominios
funcionais e de interacGes proteicas;

e Expressar e purificar a proteina NSs em cepas de Escherichia coli em diferentes

condigdes;
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1.1 Ordem Bunyavirales

1.1.1 Taxonomia e Diversidade

A classificacdo padrdo da familia Bunyaviridae mudou consideravelmente em
2016 [1]. O 10° relatério online do Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/) estabeleceu uma nova
ordem viral denominada Bunyavirales, a fim de incluir alguns virus ja reconhecidos
pelo ICTV, mas que ainda ndo foram atribuidos a uma familia, bem como alguns
arbovirus recém-identificados em diversas bibliotecas metagenémicas provenientes de
artropodes. De acordo com os autores da proposta, a manutencao da antiga classificacdo
em uma Unica familia n&o retrataria todo o conhecimento sobre a microbiodiversidade e
as relagcdes evolutivas entre os bunyavirus. O nome dessa nova ordem deriva do
Bunyamwera virus (BUNV), identificado pela primeira vez em 1943, na cidade de
Bunyamwera, Uganda [2]. As familias filogeneticamente mais proximas aos bunyavirus
sdo a Arenaviridae e a Orthomyxoviridae [3].

A ordem Bunyavirales compreende treze géneros distribuidos em nove familias
virais que impactam economicamente setores da salde e da agropecuaria mundial
(Tabela 1).

Os géneros Orthobunyavirus, Orthohantavirus, Pheblovirus e Orthonairovirus
infectam indmeros vertebrados, causando doencas clinicas severas como a febre
hemorragica e a encefalite, a Febre do Oropouche (OROV, Orthobunyavirus) e a
Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (JUQV, Orthohantavirus) [4-6]. Além disso,
muitos bunyavirus sdo teratogénicos em animais domésticos gestantes como gado e
ovelha [7]. Os genéros Emaravirus, Tenuivirus e Orthotospovirus infectam hortalicas e

plantas ornamentais, além de muitas das commaodities agricolas como soja, milho e café
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[8-10]. Por sua vez, Herbesvirus, Orthoferavirus, Phasivirus, Goukovirus,
Orthophasmavirus e Orthojonvirus foram identificados apenas em insetos, a partir das
tecnologias de sequenciamento gendmico de alto desempenho [11-18].

Tabela 1. Ordem Bunyavirales.

Familia Género Espécie tipo
Feraviridae Orthoferavirus Ferak orthoferavirus
Fimoviridae Emaravirus European mountain ash ringspot-associated
emaravirus
Hantaviridae Orthohantavirus Hantaan orthohantavirus
Jonviridae Orthojonvirus Jonchet virus
Nairoviridae Orthonairovirus Dugbe orthonairovirus
Peribunyaviridae Orthobunyavirus Bunyamwera Orthobunyavirus
Herbesvirus Herbert virus
Phasmaviridae Orthophasmavirus Kigluaik phantom orthophasmavirus
Phenuiviridae Goukovirus Gouléako virus
Phasivirus Phasi charoen virus
Phlebovirus Rift Valley fever virus
Tenuivirus Rice stripe virus
Tospoviridae Orthotospovirus Tomato spotted wilt orthotospovirus

Embora esses géneros apresentem variadas formas de infeccdo, estrutura e
genoma, 0 estabelecimento da nova ordem fez-se imprescindivel, pois as analises
filogenéticas indicam que esses virus podem ter uma origem evolutiva compartilhada
(Fig.1). Além do mais, inimeras espécies tém sido identificadas e investigadas como
possiveis membros dessa ordem, mas ainda ndo foram nela incluidas devido a auséncia
da sequéncia gendmica completa e/ou caracterizagdo bioldgica [3, 19, 20].

Guterres et al. (2017) realizou uma andlise detalhada das relagGes filogenéticas
entres 0s membros da ordem Bunyavirales [21]. A inferéncia filogenética baseada nas
sequéncias das proteinas RNA polimerase RNA dependentes (RdRp) de membros de
cada género sugere a existéncia de pelo menos trés supergrupos monofiléticos:

I- Composto por Fimoviridae, Tospoviridae, Peribunyaviridae,
Hantaviridae, Feraviridae, Jonviridae e Phasmaviridae;

II-  Composto por Phenuiviridae e;
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I1l- Composto por Nairoviridae e incluindo a familia Arenaviridae.

144
145 A familia Arenaviridae esta mais filogeneticamente relacionada com o0s nairovirus
146 do que com outras familias virais identificadas at¢ o momento [3, 21]. Embora os
147  arenavirus possuam genoma segmentado de RNA fita simples e se agrupem com 0s
148  nairovirus, somente estudos futuros poderdo ratificar a inclusdo da familia Arenaviridae

149  naordem Bunyavirales.
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Figura 1: Arvore filogenética da Ordem Bunyavirales. |: Nairoviridae; 11: Phenuiviridae; IlI:
Phasmaviridae; 1V: Feraviridae; V: Jonviridae; VI: Hantaviridae; VII: Peribunyaviridae; VIII:
Tospoviridae; 1X: Fimoviridae. As lustracfes representam alguns hospedeiros e vetores virais.
Arvore ndo enraizada baseada na sequéncia de aminoacidos da RdRp de cada espécie tipo do
género. As sequéncias foram alinhadas usando-se 0 MAFFT e as arvores de maxima
verossimilhanca foram inferidas usando-se o FastTree, ambos implementados no programa
Geneious 9.1. Os valores de suporte foram suprimidos a fim de aperfeicoar a visualizacdo da

imagem.
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152 1.1.2 Virions e Genoma

153 Os arbovirus da ordem Bunyavirales possuem em comum, particulas virais
154  pleomdrficas, medindo de 80 a 200 nm (nanémetros) de didmetro e envelope lipidico
155  com projecOes glicoproteicas na superficie [22]. A excecdo seria 0 género Tenuivirus
156  que possui virions nao envelopados medindo entre 3 e 10 nm de didmetro [8].

157 O genoma viral é de RNA fita simples (sSRNA) segmentado de orientacéo
158  negativa ou ambisenso. Cada segmento esta envolvido por proteinas do nucleocapsideo
159 e moléculas de RdRp também estdo presentes (Fig. 2) [22]. No entanto, esses virus
160  apresentam diferencas em relacdo ao uso de vetores, ciclo de infeccdo, tamanho do
161  genoma, nimero de segmentos de sSRNA, na sequéncia consenso terminadora e na

162  expressdo de proteinas ndo estruturais (Tabelas 2 e 3).

i? RdRp

\ RNA

5 Proteina do Nucleocapsideo

% Glicoproteinas

Figura 2: Representacdo da particula viral da Ordem Bunyavirales. A: llustragdo esquematica
da particula de hantavirus mostrando a RdRp, as inclusdes do complexo de Glicoproteinas Gy e
Gc no envelope lipidico e o genoma trissegmentado envolvido pelas proteinas do
Nucleocapsideo. O diametro médio da particula é de 135nm. B: Particula de hantavirus
observada por microscopia crioeletrénica. Figura modificada de doi:10.1038/nrmicro3066 [22].

163 Os arbovirus (Arthropod-borne virus) dependem de vetores artropodes para sua
164  transmissdo entre os hospedeiros. A capacidade do vetor em adquirir e transmitir um
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arbovirus € referida como competéncia vetorial. Sabe-se que diferentes espécies de
vetores e até mesmo populagdes, possuem varios graus de competéncias vetoriais
distintas [23-25].

Os virus trafegam pelo corpo do vetor e coevoluem constantemente com seus
vetores [17]. Os arbovirus desenvolveram mecanismos especificos para permitir que
eles sejam transportados através de varios tecidos e evadam as defesas vetoriais [17,
26]. Em resposta, as espécies de vetores evoluiram de modo que nem todos os
individuos dentro de uma espécie sdo suscetiveis a infec¢cdo, servindo como um vetor
competente.

Os mecanismos das associa¢des de artropodes-virus sdo variados e complexos, porém
as novas tecnologias de sequenciamento de alto desempenho tém permitido avangos nas
investigagBes desses mecanismos através da metagendmica, transcriptdbmica e
protedmica [27-31]. Ndo s6 os componentes virais do processo de transmissdo estdo
sendo identificados, como também estdo sendo elucidados os componentes genéticos e
fisiologicos dos vetores que determinam sua capacidade de serem utilizados com
sucesso pelo virus. Compreender os mecanismos subjacentes as interagdes arbovirus-

vetor serd fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias de controle.

Tabela 2. Diferencas entre os genomas na ordem Bunyavirales.

Género N° de segmentos  Sequéncia terminadora Presenca de proteinas
de RNA 5 consenso ndo estruturais
Orthoferavirus 3 AGUAGUA NSs e NSy
Emaravirus 4a8 AGUAGUGAUCUCCC Diversas
Orthohantavirus & UAGUAGUAUGC X
Orthojonvirus 3 AGUAGUA NSs e NSy
Orthonairovirus & UCUCAAAGA X
Orthobunyavirus 3 AGUAGUG NSs e NSy
Herbesvirus 3 AGUAGUG NSs e NSy
Orthophasmavirus 3 AGCAGCA NSs
Goukovirus 3 ACACA X
Phasivirus 3 ACACAAAG X
Phlebovirus & ACACAAAG NSs
Tenuivirus 3a4 ACACAAAG Diversas
Orthotospovirus 3] AGAGCAAU NSs e NSm
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Tabela 3. Hospedeiros e vetores da ordem Bunyavirales.

Género Encontrado em:

. Vegetal (H)
Emaravirus Invertebrado (V)
Aceria ficus
Eriophyes pyri

Orthojonvirus Invertebrado
Culex sp.

Orthobunyavirus Vertebrado (H) Invertebrado (V)
Caprinos Aedeomyia squamipensis
Gado Aedes sp.
Guaxinim Anopheles sp.
Humano Culicoides sp.
Macaco Limatus flavisetosus
Morcego Ochlerotatus communis
Roedores Wyeomyia sp.

Orthophasmavirus !nvertebrado
Aedes sp.

Anopheles sinensis
Blattella germénica
Chaoborus flavicans
Chaoborus trivittatus
Culex sp.
Mansonia sp.
Ostrinia furnacalis

. Invertebrado
Phasivirus Aedes aegypti

Tenuivirus Vegetal (H)
Invertebrado (V)

Laodelphax striatellus
Peregrinus maidis

V= vetor;
H= hospedeiro.
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1.2 Familia Tospoviridae

1.2.1 Taxonomia e diversidade

De acordo com 0s novos critérios estabelecidos pelo ICTV, o antigo género
Tospovirus foi renomeado para Orthotospovirus e inserido na Familia Tospoviridae. O
nome do género ¢ derivado da espécie de referéncia: “TOmato SPOtted wilt VIRUS”
(TSWV).

O critério de classificagdo taxondmica é baseado na morfologia da particula, na
sorologia e andlise comparativa da identidade das sequéncias das proteinas do
nucleocapsideo (NP), e no espectro de hospedeiros de cada possivel espécie. Sendo a
identidade de sequéncia da proteina NP entre dois orthotospovirus menor que 90%, 0s
isolados séo considerados espécies distintas.

Atualmente ja foram identificadas 29 espécies de orthotospovirus, sendo onze
espécies aceitas e dezoito ainda consideradas espécies tentativas (Tabela 4) [10, 32]. No
Brasil ha uma grande diversidade de orthotospovirus, com a presenca de isolados de
TSWV, GRSV, ZLCV, TCSV, CSNV, IYSV e BeNMV, identificados em campos em
diversas culturas em todo territorio nacional [10, 32-34].

Os orthotospovirus sdo encontrados em todos os continentes e infectam uma
grande variedade de cultivares de hortalicas, grdos e plantas ornamentais
economicamente importantes como crisantemo, iris, cebola, tomate, pimentdo, alface,
abobrinha, melancia, batata, amendoim, soja e feijdo [10, 33, 35].

Os sintomas iniciais apresentados pelas plantas infectadas sdo anéis clordticos,
anéis necroticos, distor¢bes folheares e bronzeamento. Os sintomas mais severos da
infeccdo resultam em necroses caulinares, reducdo da produtividade devido a morte da

planta (Fig. 3) ou perda do valor agregado dos frutos comerciais [10, 36]. O “Vira-

19



211  cabeg¢a” do tomateiro e o “sapeca” da cebola sdo exemplos de doengas causadas pelos

212 orthotospovirus nas condigdes brasileiras.

213 Tabela 4: Espécies aceitas e especies tentativas para a Familia Tospoviridae.
Acronym  Tospovirus L RNA M RNA S RNA
ANSV  Alstroemeria necrotic streak orthotospovirus - - NP: GQ478668
BeNMV  Bean necrotic mosaic orthotospovirus JF417980 JN587269 JN587268
CaCVv Capsicum chlorosis orthotospovirus NC_008302 NC_008303 NC_008301
CCsv Calla lily chlorotic spot orthotospovirus FJ822962 FJ822961 AY867502
CSNV Chrysanthemum stem necrosis orthotospovirus KM114546 KM114547 KM114548
GBNV  Groundnut bud necrosis orthotospovirus AF025538 U42555 AY871098
GCFSV  Groundnut chlorotic fan- spot orthotospovirus KP146140 KP146141 AF080526
GRSV Groundnut ringspot orthotospovirus KT9725901  NSm: AF213673 NP: AF487516

GP: AY574055 NSs: JN571117

GYSV Groundnut yellow spot orthotospovirus - - HQ402596
HCRV Hippeastrum chlorotic ringspot orthotospovirus HG763861 JX833565 JX833564
INSV Impatiens necrotic spot orthotospovirus DQ425094 DQ425095 X66972
1YSV Iris yellow spot orthotospovirus FJ623474 FJ361359 AF001387
LNRV  Lisianthus necrotic ringspot orthotospovirus - - AB852525
MSMV  Melon severe mosaic orthotospovirus FJ157985 FJ157984 EU275149
MVBaV Mulberry vein banding associated orthotospovirus KM819698 KM819699 KM819701
MYSV  Melon yellow spot orthotospovirus AB061774 AB061773 AB038343
PCSV Pepper chlorotic spot orthotospovirus KY315809 KY315810 KF383956
PNSV Pepper necrotic spot orthotospovirus - - HE584762
PolRSV  Polygonum ringspot orthotospovirus KJ541746 KJ541745 KJ541744
SVNaV  Soybean vein necrosis associated orthotospovirus HQ728385 HQ728386 HQ728387
TCSV Tomato chlorotic spot orthotospovirus KX463272 KX463273 KX463274
TNRV Tomato necrotic ringspot orthotospovirus - FJ947152 FJ489600
TNSV Tomato necrotic spot orthotospovirus - - KM355773
TSWV  Tomato spotted wilt orthotospovirus NC_002052 NC_002050 DQ915948
TYRV Tomato yellow ring orthotospovirus JN560178 JN560177 AY686718
TZSV Tomato zonate spot orthotospovirus EF552435 EF552434 EF552433
WBNV  Watermelon bud necrosis orthotospovirus GU735408 GU584185 GU584184
WSMoV Watermelon silver mottle orthotospovirus AY863200 DQ157768 AB042650
ZLCV Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus KU641378 KU641379 KU641380

214

215 W W Tux™ >

Figura 3: Plantacdo de alface danificada por infeccdo de tospovirus. Necroses foleares em
plantas de alface na Califérnia, Estados Unidos (Foto do acervo pessoal).
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Na arvore filogenética das espécies (Fig. 4) é possivel diferenciar quatro clados
principais, um clado que representa o grupo dos virus Americanos, um clado que
representa o grupo Euro-asiatico e dois clados distintos: o clado com Lisianthus necrotic
ringspot orthotospovirus (LNRV) como Unico representante e o clado formado por
Groundnut chlorotic fan-spot orthotospovirus (GCFSV) e Groundnut yellow spot
orthotospovirus (GYSV) [32].

A classificacdo dos clados ndo corresponde totalmente a distribuicdo geografica
dos orthotospovirus. TSWV, INSV, IYSV, dentre outros, estdo distribuidos
mundialmente, provavelmente devido a ampla distribuicdo de seus vetores Frankliniella

occidentalis e Thrips tabaci e/ou intercambio de material vegetal infectado [37].

1.2.1 Virions e Genoma

A particula viral dos orthotospovirus é esférica e como o virus “brota” a partir do
reticulo endoplasmatico e/ou do Golgi da célula vegetal, ele leva consigo um envelope
lipidico formado pela membrana dessas organelas. Posteriormente, as glicoproteinas sao
exteriorizadas, envolvendo toda a particula (Fig.5).

Cada particula pode variar de 80 a 120 nm de diametro, de acordo com 0 nimero
de segmentos encapsidados. Para Rift Valley fever virus (RVFV) a proporcdo média de
segmentos L, M e S e de 1: 4: 4 respectivamente [38]; para orthotospovirus, a
estequiometria média dos segmentos encapsidados ainda é desconhecida.

O envelope lipidico, com as glicoproteinas imersas, circunda o0s trés
ribonucleocapsideos (RNPs) que sdo formados pelo RNA viral (L, M e S), envolvido e
protegido pela proteina NP com a presenca de moléculas de RNA polimerase na
extremidade de cada ribonucleocapsideo (Fig. 5). As extremidades 3° (UCUCGUUA) ¢
5> (AGAGCAAU) do RNA sdao conservadas e apresentam nucleotideos

complementares, o que favorece a ligagdo ndo covalente dessas extremidades formando,
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242  assim, uma molécula de ribonucleocapsideo (RNP) pseudocircular, potencialmente
243 importante no reconhecimento da polimerase viral para os processos de replicacéo e

244  transcrigéo [39].
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Figura 4: Relagdo filogenética dos orthotospovirus. Arvore filogenética baseada nas sequéncias
disponiveis de aminoacidos das proteinas estruturais (NP, GP e RdRp) e ndo estruturais (NSs e NSy,).
Na arvore filogenética observa-se a formacdo de quatro clados principais, o clado de virus
euroasiaticos (verde), o clado de virus americanos (azul), o clado com Lisianthus necrotic ringspot
orthotospovirus (LNRV) como (nico representante (marrom) e, em rosa o clado formado por
Groundnut  chlorotic ~ fan-spot  orthotospovirus  (GCFSV) e Groundnut  yellow  spot
orthotospovirus (GYSV).
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O genoma trissegmentado de RNA apresenta cinco fases abertas de leitura que
codificam seis proteinas multifuncionais virais, sendo que quatro delas sdo estruturais,
ou seja, estdo presentes na particula viral madura (NP, G¢c, Gy e RdRp) e duas séo
proteinas ndo estruturais, pois n&do estdo presentes na particula (NSs e a NSyy. O RNA L
codifica a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp); o RNA S codifica a proteina
do nucleocapsideo (NP) e a proteina com funcdo de supressora do silenciamento génico
(NSs) e 0 RNA M codifica a proteina precursora das glicoproteinas Gn/Gc e a NSy,
proteina de movimento viral célula-a-célula via plasmodesma e/ou floema (Fig. 5).

Os segmentos M e S apresentam uma regido intergénica rica em nucleotideos
adenina e uracila e, por consequéncia, forma-se nessa regido um hairpin, estrutura

importante na regulacdo da transcricdo e da replicacdo (Fig. 5).

RNPs:L,MeS

C
NSs N
9kb S 5 AGAGCAAU UCUCGUUA 3
— —
NSm Gn/Ge
skb M 5 AGAGCAAU UCUCGUUA Y
— —

RdRp
kb L 5 AGAGCAAU = CICGUUA 3
—

Figura 5: Particula e Genoma de orthotospovirus. A: Microscopia eletrdnica de transmissdo mostrando
particulas pleomoérficas de orthotospovirus (Foto do acervo pessoal de Renato de Oliveira Resende); B:
llustracdo da particula viral representando a disposi¢do do envelope lipidico, dos ribonucleocapsideos L,
M e S e das proteinas estruturais N, Gn, Gc¢ e RdRp (ilustragdo adaptada de http://www.bunyavirus.org);
C: Esquema representativo com os tamanhos aproximados do genoma de orthotospovirus, evidenciando
as ORFs para as proteinas virais, a sequéncia intergénica com a formagdo do hairpin e os oito
nucleotideos complementares presentes nas extremidades dos segmentos.

1.2.2 Transcricao e replicacéo
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Apesar dos orthotospovirus poderem ser propagados para a planta por
inoculagdo mecénica, naturalmente, os orthotospovirus infectam a planta por meio de
um tripes. Ao entrar na célula vegetal, os ribonucleocapsideos virais (RNPs) ficam
expostos no citoplasma, os processos de replicagéo, transcrigdo e tradugéo se iniciam e
novas particulas sdo formadas [40].

Os RNAs recém-replicados sdo envolvidos pela proteina NP juntamente com
pequenas quantidades de proteina L, formando novos RNPs. Estes RNPs séo
transportados para as células vizinhas pela ajuda da NSy, que forma estruturas tubulares
que adentram o plasmodesma facilitando assim a translocacdo de RNPs virais pela rota
simplastica da planta. Deste modo, a infeccdo viral se propaga para os tecidos vizinhos e
0 virus se estabelece em outras regides da planta suscetivel, resultando em uma infec¢do
sistémica. As particulas dos orthotospovirus formadas sdo acumuladas em vesiculas e
ndo sdo secretadas pela célula vegetal devido a barreira fisica rigida imposta pela parede
celular.

Os ribonucleocapsideos séo utilizados como moldes para a transcricdo e
replicacdo, portanto, o RNA gendmico ndo é infectivo se ndo estiver associado as
moléculas de NP e RdRp [40]. A proteina NP também regula 0 momento da passagem
da transcricdo para replicacdo e vice versa, porém, o mecanismo pelo qual a RdRp
acessa 0 RNA viral encapsidado ainda é desconhecido.

A RdRp do orthotospovirus utiliza 0 mecanismo de cap-snatching para iniciar a
transcricdo dos RNAm virais. A RdRp viral mobiliza o RNA mensageiro maduro
proveniente do nucleo da célula do hospedeiro e cliva-o entre 12 e 18 nucleotideos
downstream a capa 5’metil-guanosina. Essas pequenas sequéncias sao utilizadas como
iniciadores para a transcricdo dos RNAs mensageiros do virus [41, 42]. Esses RNAs

mensageiros virais nao sao poliadenilados, mas em suas extremidades 3’UTR existem
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hairpins que conferem estabilidade e podem estar envolvidos com o término da
transcricdo [39, 43].

O segmento L possui apenas uma ORFs que codifica para a RNA polimerase
viral no senso negativo; logo, é produzida uma molécula de RNA complementar de
senso positivo que servird de molde para a replicagdo. Os segmentos S e M possuem
estratégia ambisenso: as ORFs para as proteina NSs e NSy estdo no RNA viral
complementar (vcRNA) enquanto que as ORFs para o precursor das glicoproteinas e
para a NP estdo presentes no RNA viral (vVRNA). Apés a traducdo, o precursor das

glicoproteinas € clivado proteoliticamente para produzir as duas glicoproteinas maduras

Gn e Ge (fig.6).
RéRp
;
Tradugdo
RNAm G 2
TTrlnscriqiu
RdRp
VRNA 5 acaccasu UCUCGUUAY
J] T Replicagio
vcRNA 5 3
Gn Ge
EELT &
LN A N
Clivagem da poliproteina ‘% ﬁ
TTraa Gdo de"qin
u
RNAm @ i G—‘L
Transcrigdo Tﬁansnriqio
NSm Gn/Ge NSs N
vRNA 5 AGAGCAAU UCUCGUUA3 5 AGAGCAAU UCUCGUUA3
Rnpllcagian \L T Replicagio
vcRNA 5 3 3
l Transcrigio l"m“"qiu
RNAm o—iL o—L
‘L Tradugéo lTr:uugio

& R

NSs
NSm

Figura 6: Estratégias ambisenso e de senso negativo para a expressao de proteinas de
orthotospovirus. VRNA= RNA viral; cvRNA= fita de RNA complementar a VRNA; RNAmM= RNA
mensageiro viral. Os quadrados escuros representam as ORFs para as proteinas. No RNAm, o circulo
cinza representa 0 5 'cap da regido 5’UTR enquanto que na regido 3’UTR esta representado o haipin. A
semi-lua  representa a protease do hospedeiro, que cliva a o precursor das glicoproteinas formando as
glicoproteinas Gn e Ge. Por convencgao, todos os RNAm virais estdo posicionados no sentido 5°-3°.
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1.2.3 Groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV)

As primeiras amostras de plantas infectadas com GRSV foram coletadas em 1990,
porém, acreditava-se que o0s sintomas eram causados por isolados distintos de TSWV,
que ja era amplamente estudado na época [44]. Contudo, poucos anos depois, analises
moleculares desses isolados concluiram que, de fato, se tratava de espécies distintas de
orthotospovirus [45].

O GRSV foi caracterizado simultaneamente em amostras de amendoim
provenientes da Africa do Sul e de tomate provenientes do Brasil [46]. Posteriormente,
inimeros relatos de infeccdo por GRSV foram sendo reportados em cultivares
economicamente importantes como alface, coentro, datura, pimentdo, soja, cubiu,
berinjela, tomate mexicano e recentemente em melancia, pepino, pimenta e fisalis [46-
57]. No periodo entre setembro de 2016 a janeiro de 2017, isolados de GRSV foram
detectados no Campo Experimental da Embrapa Hotalicas, em soja (Glycine max (L.)
Merrill), ervilha (Pisum sativum L.), jilo (Solanum aethiopicum L. var. gilo Raddi),
almeirdo (Cichorium intybus L.) e jurubeba vermelha (Solanum stramonifolium Jacq.)
[48]. Todos esses relatos de GRSV restringem-se, até o presente momento, aos

continentes Americano e Africano (Fig.7).

Brasil

_Argem:ina Pepino (Cucumis sativusL.)
Amendaim (Arachis hypogea L.) Amendoim (Arachis hypogeaL.) Gana Brasil
T Melancia (Ci L) Fisalis (Physalis peruviena L)

! Estados Unidos i Brasil
| Tomate (SolanumlycopersicumL.) | | | Pimenta (CapsicumfruiescensL )
| (GRSV & TCSV) H T

Brasil
Argentina Pimentdo (CapsicumannuumL.)
Alface (Lactuca satival ) Alface [ Lactuca safival.)

Africa do Sul
Africa do Sul Brasil Sois (Glycine maxL.}
Amendoim (Arachis hypogeaL.) Coentro (Corfandrum sativumL.) Brasil
Brasil Argentina Cubiu (Solanum
) T

Estados Unidos
Tomate (SalanumiycopersicumL.}

)
Datura (Datura ferox L)

rY

g o el : o or or hod o
1993 1996 1999 2001 2002 2007 2009 2014 2015 2016 2017 2018

Figura7. Linha do tempo destacando alguns dos principais relatos de GRSV na Africa e nas Américas.

Em 2009, plantas de tomate com sintomas de infeccdo por orthotospovirus foram

coletadas na Florida (EUA), e em 2015, identificou-se, pela primeira vez, a Unica
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ocorréncia de um orthotospovirus pseudo-recombinante, com seu genoma composto
pelos segmentos L e S de GRSV e M de TCSV [47, 56, 59].

O GRSV ndo ¢ transmitido verticalmente por semente e seus vetores sdo todos
tripes do género Frankliniella: F. gemina, F. intonsa, F. occidentalis e F. schultzei [10,
59, 60]. Esses vetores possuem diferentes niveis de competéncia para a transmissdo do
GRSV, sendo F. schultzei o mais competente [56, 61]. F. schultzei se apresenta em duas
coloragdes, clara e escura. A forma clara se mostrou eficaz na transmissdo de TCSV e
ineficaz na transmissdo do GRSV, enquanto que a forma escura conseguiu transmitir
ambos os virus [62]. Alias, estudos morfoldgicos e moleculares recentes reforcam que
as formas escura e clara de F. schultzei se tratam, na verdade, de duas espécies distintas,
a escura é a F. schultzei e a clara seria renomeada para F. sulphurea [63]. Estudos
conclusivos acerca da situagdo taxonémica de F. schultzei ajudardo no processo de
compreensdo da transmissdo e do controle das infec¢cbes por GRSV e demais

orthotospovirus no campo.

1.3 Ferramentas moleculares para o estudo das interacdes proteicas

As interacBes entre as proprias proteinas do virus e as interacdes entre proteinas
virais e proteinas do hospedeiro séo essenciais e obrigatdrias para 0 sucesso de uma
infeccdo. Todos os virus recrutam proteinas do hospedeiro para sua entrada, replicacao,
traducéo, evasao do sistema imune do hospedeiro e disseminacéo na celula, assim como
para a montagem do capsideo e o movimento célula a célula [64-66]. Para a
identificacdo dessas interacbes proteina-proteina nos sistemas  bioldgicos
orthotospovirus/plantas e orthotospovirus/vetores, diferentes técnicas moleculares vém
sendo utilizadas, tais como: Sistema duplo hibrido em levedura (Y2H), Pull-down e

Fluorescéncia Bimolecular Complementar (BiFC).
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O sistema de duplo hibrido em levedura € uma técnica para estudo, in vivo, da
interacdo entre proteinas e consiste em transformar uma levedura com dois vetores de
expressdo de proteinas candidatas a interagdo com os dois dominios de ativacdo da
proteina promotora da transcricdo GAL4 (Fig.8). O dominio N-terminal da GAL4 é
denominado BD (DNA binding domain) e o dominio C-terminal ¢ denominado AD
(activating domain). A proteina de estudo fundida ao BD é denominada “isca” e as
proteinas da biblioteca de cDNAs fusionadas ao dominio AD sdo denominadas
“presas”. O processo de transcricdo ndo ocorre se as proteinas candidatas ndo
interagem; porém, se as duas proteinas interagirem, os dominios AD e BD se
aproximam, ficando funcionais e promovendo a transcricdo seguida da expressdo do
gene reporter. O fendtipo da transcri¢cdo pode ser observado em placa de cultura com o

fungo [67].

’ O
Pol Il
[S— 3

5 TATA Gene reporter: His/lacZ

Gene reporter: His/lacZ

Figura 8. Representacdo esquematica do Sistema de duplo hibrido em levedura (Y2H). A
organizacdo esquematica mostrando o fator de transcricdo Gal4 com seus dominios de ativacdo e
ligacdo ao DNA para o recrutamento da RNA polimerase 1l (Polll); B, ndo recrutamento da
Polll na auséncia de interagdo proteina-proteina (1 e 2); C, a interacdo proteina-proteina
aproxima os dominios do fator de transcrigdo Gal4 promovendo a transcricéo.
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A Fluorescéncia Bimolecular Complementar € uma técnica para estudo in vivo
que consiste na fusdo de duas proteinas candidatas a interagdo a dois fragmentos nédo
fluorescentes individualmente, um N-terminal e outro C-terminal, de uma proteina
fluorescente (ex: GFP, EYFP) (Fig.9). Estes fragmentos séo reunidos quando as duas

proteinas candidatas fusionadas a eles interagem-se, recuperando-se a fluorescéncia

9 O

[68].

Figura 9. Representacdo esquematica da técnica de Fluorescéncia Bimolecular
Complementar (BiFC). A, na auséncia da interacdo proteina-proteina (1 e 2) os dominios N
(nY) e C (cY) da molécula de YFP ndo emitem fluorescéncia; B, havendo a interagéo proteina-
proteina (1 e 2) os dominios nY e cY sdo aproximados e emitem sinal fluorescente.
O pulldown é uma ferramenta de pesquisa in vitro que permite isolar as proteinas
das células hospedeiras que interagem com a proteina de interesse (Fig. 10). A “isca” é
feita fusionando-se a proteina de interesse a uma cauda de GST, HA ou cauda de 6xHis,
utilizando um vetor de expressdo. Em seguida a proteina recombinante é purificada e
imobilizada em uma coluna de cromatografia especifica, na qual o extrato de proteinas

celulares candidatas é colocado e transladado na coluna. A interacdo é visualizada por

meio de Western blot com os anticorpos especificos para cada proteina [69].
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Figura 10. Representacdo esquematica da técnica Pulldown. Exemplo
baseado na interacdo sepharose-GST.A proteina de interesse (isca) é fusionada
a GST que possui afinidade pela sepharose. O extrato proteico é adicionado e
lavado diversas vezes para retirar as proteinas ndo ligantes. Por fim, as
proteinas candidatas a interacdo séo eluidas com o uso de uma solucdo salina.

1.3.1 Interacdes proteina-proteina para orthotospovirus

Comparado aos virus da mesma familia e a outros virus de plantas, poucas
proteinas do hospedeiro, que interagem com as proteinas dos orthotospovirus, foram
caracterizadas (Fig. 11). Uhrig et al. (1999) mostraram, por ensaios com sistema de
duplo hibrido em levedura, que a proteina N se polimeriza formando multimeros e
Richmond et al. (1998) mostraram que N se liga a moléculas de RNA [70,71]. Soellick
et al. (2000) demonstraram in vitro , por meio do sistema de duplo hibrido em levedura,
que a proteina de movimento NSm de Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV)
interage com a proteina do nucleocapsideo NP, com moléculas de RNA fita simples e
com uma proteina da familia DnaJ (nimero de acesso do GenBank: AF191497) [72].
Essas associacbes sdo importantes para 0 movimento célula-a-célula do

ribonucleocapsideo através dos plasmodesmas.
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Também utilizando o sistema de duplo hibrido em levedura e microscopia
confocal, Paape et al. (2006) identificaram em Arabdopsis thaliana uma proteina
denominada At-4/1 (nimero de acesso do GenBank: AY212284) pertencente a uma
nova familia de proteinas celulares, localizadas no plasmodesma, responsaveis pelo
movimento intra/intercelular de moléculas [73]. Essa proteina se associa a NSy de
TSWV, fornecendo mais evidéncias para elucidar a via de dispersdo viral célula-a-

célula.

2>
qu’bs,- ‘;5,22;033
a)r,*/? (\
NP | s| Nsm
®/ e
Gc RNA RdRp
Gn NSs
O

Figura 11. Representagdo esquematica da rede de interagdes RNA-proteina e proteina-
proteina identificada para orthotospovirus. Todas as proteinas virais podem interagir com
moléculas de RNA. A seta em 270° indica homomultimerizacdo e a seta bidirecional indica
heteromultimerizacdo. Nt, Nicotiana tabacum; At, Arabidopsis thaliana; SI, Solanum
lycopersycum.
Em dois estudos com o uso de microscopia confocal, Snippe et al. (2007) e
Ribeiro et al. (2009), demonstraram, in vivo, a co-localizacdo entre as proteinas N e as
glicoproteinas Gn e Gc de TSWYV, sugerindo uma possivel interagdo entre essas

proteinas para a montagem das particulas virais. Porém, por BiFC, Dietzgen et al.

(2012) ndo encontraram interacdo entre as proteinas N, Gn e Gc de Impatiens necrotic
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spot orthotospovirus (INSV), deixando em aberto as discussdes a respeito da natureza
dessas interagdes para a montagem das particulas [74-76].

Os ensaios de BiFC realizados por Dietzgen et al. (2012), com as proteinas de
INSV, ndo demonstraram interagdes proteina-proteina entre a NSs com ela mesma nem
com as outras proteinas viras. Também ndo demonstraram interagcbes de
homo/heteromultimerizaco entre as glicoproteinas Gn e Gc ou entre as glicoproteinas e
as outras proteinas virais, mas confirmaram as interagdes NP-NP, NP-NSy € NSy-NSy
de INSV em concordancia com os trabalhos antecessores realizados com TSWV [76].

Recentemente, Widana Gamage & Dietzgen (2017), encontraram sublocalizagoes
e interacBGes Unicas entre as proteinas de uma espécie tentativa denominada Capsicum
chlorosis orthotospovirus (CaCV). NSs, Gy e G¢ foram observadas no nucleo celular,
sendo que NSs e Gn foram observadas nesse compartimento celular pela primeira vez.
Assim como para TSWYV, foram encontradas interagdes NP-Gn, NP-NP, NP-NSy, e
NSm-NSy; porém, de forma incomum, também foram observadas interacfes NSs-N na
periferia celular e NSs-NSs no ndcleo [77].

Feng et al. (2013) identificaram uma nova funcdo de trafego intracelular
independente de microtubulo, para a proteina NP de TSWV [78]. Por meio de ensaios
de microscopia confocal a laser, foi observado que os agregados de proteina N estavam
em constante movimento pelo citoplasma. Esses agregados co-localizaram com
filamentos de actina, sugerindo uma interacdo direta entre essas duas proteinas para o
movimento intracelular com a atuacdo da miosina XI-K como proteina motora.

Por fim, Zhu et al. (2017) demonstraram por meio de ensaio de pulldown que o

gene de resisténcia Sw-5b de tomate interage fisicamente com a NSy de TSWV [79] .
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1.4 Ferramentas para predicao in silico da estrutura
tridimensional de proteinas

A modelagem in silico de proteinas € uma importante ferramenta para obter
indicios da estrutura tridimensional de uma proteina ndo cristalizada, baseando-se em
uma estrutura de outra proteina ja depositada no banco de dados.

As ferramentas de predicdo estrutural in silico tém sido determinantes para as
pesquisas em virologia, ajudando a caracterizar de forma rapida e barata, as possiveis
funcGes moleculares de proteinas virais distintas, e, dessa forma, reduzindo a lacuna
entre 0 sequenciamento e a identificacdo das funcbes [80-85]. Atualmente ainda
existem poucas proteinas com estrutura tridimensional e funcGes definidas, mesmo
diante de esforcos globais para a cristalizacdo das proteinas de diversos organismos.
Para os virus em geral e principalmente para os virus vegetais, as referéncias sao
consideravelmente limitadas.

A modelagem computacional geralmente compreende quatro etapas principais: (1)
procura e selecdo no banco de dados do maior numero possivel de estruturas de
proteinas ja conhecidas (modelos) que sdo semelhantes a proteina de interesse; (2)
alinhamento entre a proteina de interesse e 0s modelos selecionados; [86] predi¢cdo por
modelagem comparativa utilizando as variadas ferramentas de modelagem; e (4)
validacdo dos modelos gerados (Fig.12). As etapas 1 e 2 sdo consideradas as mais
criticas visto que a precisdo dos modelos gerados costuma aumentar com a identidade

de sequéncia entre proteina de interesse e os modelos [87, 88].
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Figura 12. Esquema geral para predicao in silico das estruturas tridimensionais de proteinas.
Ao lado direito algumas sugestdes de programas para serem utilizados em cada etapa.
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2.1 Abstract

2.1.1 Background

Orthotospovirus is a plant-infecting genus within the order Bunyavirales, which also
includes four animal-infecting genera: Orthohantavirus, Orthonairovirus, Phlebovirus
and Orthobunyavirus. Compared to these members, the structures of orthotospovirus
proteins still are poorly understood. Despite multiple studies have attempted to identify
candidate NP protein regions involved in RNA binding and protein multimerization for
orthotospovirus using yeast two-hybrid systems (Y2HS) and site-directed mutagenesis,
the orthotospovirus ribonucleocapsids (RNPs) remains largely uncharacterized at the
molecular level and the lack of structural information prevents detailed insight into

these interactions.

2.1.2 Results

Here we used the nucleoprotein structure of LACV (La Crosse virus-Orthobunyavirus)
and molecular dynamics simulations to access the structure and dynamics of the
nucleoprotein from orthotospovirus GRSV (Groundnut ringspot orthotospovirus). The
resulting model is a monomer composed by a flexible N-terminal and C-terminal arms
and a globular domain with a positively charged groove in which RNA is deeply
encompassed. This model allowed identifying the candidate amino acids residues
involved in RNA interaction and NP-NP multimerization. Moreover, most residues

predicted to be involved in these interactions are highly conserved among tospoviruses.

2.1.3 Conclusions
Crucially, the interaction model proposed here for GRSV NP is further corroborated by
the all available mutational studies on TSWV (Tomato spotted wilt orthotospovirus)

NP, so far. Our data will help designing further and more accurate mutational and
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816  functional studies of orthotospovirus NP proteins. In addition, the proposed model may
817  shed light on the mechanisms of RNP shaping and could allow the identification of

818  essential amino acid residues as potential targets for orthotospovirus control strategies.
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2.2 Background

Orthotospovirus is a thrips-borne plant-infecting genus within the order
Bunyavirales, which also includes four animal-infecting genera: Hanta/Nairo/Phlebo-
and Orthobunyavirus [1]. GRSV (Groundnut ringspot orthotospovirus) is an emerging
orthotospovirus, that has caused severe diseases in distinct vegetable crops in South
America and is phylogenetically close to the orthotospovirus type-species TSWV
(Tomato spotted wilt orthotospovirus) [2]. Like all orthotospovirus, GRSV contain a
trisegmented negative single-stranded RNA (ssRNA) genome that encodes the viral
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), two glycoproteins (Gn/Gc), the movement
protein (NSm), the RNA silencing suppressor protein (NSs) and the nucleoprotein (NP)
[3]. NP is a multifunctional protein involved in RNA protection, particle assembly,
intracellular movement and might play a role in transcription/replication regulation [4-
14]. Multiple copies of the NP protein form oligomers that interact with the viral RNAs
to build ribonucleoprotein complexes (RNPs) that are proposed to be transported via
plasmodesmata and are functional templates for RNA replication and transcription [6,
15, 16].

Multiple studies have attempted to identify candidate NP protein regions involved
in RNA binding and protein multimerization for TSWV using yeast two-hybrid systems
(Y2HS) and site-directed mutagenesis [4, 6, 17, 18], but the orthotospovirus RNPs
remains largely uncharacterized at the molecular level and the lack of structural
information prevents detailed insight into these interactions. The lack of a reverse
genetics system, which is available for other bunyaviruses, has hampered tospovirus
research. The NP protein crystal structures of related RNA virus families
(Arena/Orthomyxo/Hantaviridae/Nairoviridae/Peribunyaviridae/Phenuiviridae)  have

been elucidated [8, 19-26] and despite different size and distinct NP-folding structures,
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there are common features and architectural principles by which these proteins form
NP-NP multimers and NP-RNA complexes [27]. Therefore, these available structures
were used to predict a three-dimensional model for GRSV NP (the most important and

prevalent tospovirus in Brazil) using homology modeling.

2.3 Results and Discussion

2.3.1 Three-dimensional model of GRSV NP and Oligomerization

The GRSV NP and LACV NP have similar protein fold with the predicted GRSV
NP monomer forming thirteen helical segments and two small beta-sheets (Figs. 1, 2A
and 2E-F). The protein has a globular core domain (26-223 aa) containing a deep
positively charged groove with the two chain terminals forming an N-terminus arm (1-
25 aa) and a C-terminus arm (224-258 aa) (Fig. 2A-B and Fig.3). The N- and C-arms
extend outwards from the globular core domain and interacts with the globular core
domain of neighboring monomers to mediate the multimerization, supporting the “head-
to-tail” model proposed by [18].

Amino acids S2-V12 of the N-arm interact with the Q61-N82 of the core domain
of one neighboring monomer (Figs. 2C and 2E) while K227-K249 of the C-arm interact
with the K173-K198 of the core domain the other neighboring monomer (Figs. 2D and
2F). Specific residue-residue interactions have been listed in Table 1 for the two
independent interfaces. According to PISA, the intermolecular interactions were mainly
hydrogen bonds, but van der Waals and hydrophobic interactions also contribute to hold
the monomers together (data not shown). This interaction model is further corroborated

by the available mutational studies on TSWV NP [4, 17, 18].
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Figure 1. Groundnut ringspot virus (GRSV) and La crosse virus (LACV) Nucleoproteins
sequence alignment. Key residues for GRSV NP and LACV NP oligomerization and for ssRNA
binding are colored as indicated by the colored bars. The secondary structure of LACV NP is shown
above, and every 10 residues are indicated with a dot (.). Strictly conserved residues are highlighted
in red with white letter and highly conserved residues are displayed by red letters. GRSV NP
GenBank accession number is AF251271 and LACV NP UniProt accession code is P04873.

Table 1. Pairs of interacting residues for GRSV NP-NP oligomerization.

N-arm? N-arm C-arm°® C-arm
binding site” binding site”

s2° S83 A226 K183
V4 N82 S229 K183
T7 Q61 D233 T186
T7 S62 Y235 K183
K8 S62 N238 K198
N10 T73 Y243 N185
V12 T73 V246 K175
V12 G75 V248 K173
K249 Y174

#N-arm amino acids residues of GRSV NP

® Interacting amino acids residues of GRSV NP globular core domain
¢ C-arm amino acids residues of GRSV NP

¢ Amino acids residues position in the GRSV NP sequence.

48



870

871

872

873

874

875

876

877

878

879

880

881

882

Actually, the first assay to map functional domains of TSWV NP, performing
Y2HS and random serial deletions, showed that both the N- (1-39 aa) and C-terminals
(233-248 aa) were important for NP-NP interaction [18], in clear agreement with the
structural results presented here. Furthermore, [17] identified three crucial
intermonomer binding regions: 42-56, 132-152 and 222-248 which have a clear
correspondence with the predicted interaction residues of GRSV NP located at N- and
C-arms, or buried in the core of the model (Fig. 3). Moreover, amino acids residues
located at the regions K103-A119 and L132-V135 are solvent accessible and therefore
are able to interact with NSm, glycoproteins, viral polymerase or host proteins [6, 7].
Recently, studies have been performed attempting to identify N-NSm interactions [28,
29] which results are in perfect congruence with the GRSV NP protein model. In both
cases, the model proposed here represents an efficient tool to assist in planning

experiments with mutations and deletion in the NP protein.
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Figure 2. Monomeric and tetrameric structure of the Groundnut ringspot virus (GRSV) nucleoprotein (NP).
(A) Cartoon representation of monomeric GRSV NP with rainbow coloring from N- (blue) to C-terminus (red).
(B) Electrostatic surface of the GRSV NP with a positively charged groove in complex with RNA shown as
yellow (carbons) and red (oxygens) sticks. Positive and negative charges are blue and red, respectively. (C) N-
terminus interaction surface representation of four GRSV N monomers A, B, C, D shown in color pink, yellow,
cyan and green, respectively. (D) C-terminus interaction surface representation of the GRSV NP tetrameric ring.
The RNA is shown in black sticks deeply bound inside the tetrameric ring. (E) Cartoon representation with the N-
arm oligomerization interface showing interacting residues. The N-terminal arm is in pink and the globular region
is in green. The intermolecular hydrogen bonds are shown as yellow dotted lines. (F) 180° rotation of Figure 1E,
C-arm oligomerization interface showing interacting residues. The C-terminal arm is in cyan and the globular
region is in green.
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883 In addition, the obtained model for NP protein was submitted to molecular
884  dynamics simulations in order to both refine the structure in aqueous solvent [30, 31]
885 and access the protein conformational ensemble, further exploring its structural and
886  functional roles. During the simulation time, the globular core domain did not reveal
887 any loss of secondary structure, increase of radius of gyration or persistent increments
888 on RMSD values, which supports the model quality. It is worthy to mention that RMSF

889 calculations indicate the N-terminal arm (1-25 aa) as a very flexible region (Fig.4C).

A N protein with RNA B N protein without RNA
125~ 125
— GRSV N, g GRSV Ny 725
- GRSVN, ,. — M m G:sx :Lgs
= GRSVN, 1= R‘J Wﬂ‘ﬂ \u‘wv\" ¥ Mﬂl GRSV Nz
I |' \ !
1 "l
0.75 , 'w' H f‘(l i‘. w ﬂll
z WP |
£ iy f " 'w'\.“'MH,wWw,\
g n i N
E 1 " oy
% 05 "“, | W ! MWW
¥
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C RMS fluctuation D o-helix content
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— N protein — Nproteinyg 55
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Figure 4. Molecular Dynamics of monomeric Nucleoprotein (NP) of Groundnut ringspot
orthotospovirus (GRSV). Root Mean Square Deviation (RMSD) calculations for different set of
atoms in both presence (A) and absence (B) of RNA. (C) Root Mean Square Fluctuations (RMSF)
calculations for the entire NP in both presence (red) and absence (black) of RNA. (D) Plot of a-helix
content as function of time in both presence (red) and absence (black) of RNA.

890 2.3.2 RNA interaction

891

892 According to the GRSV NP protein model, the RNA is primarily bound at the
893  central RNA-binding groove (Fig. 2B), and the key residues for this interaction (K3,
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K5, Q17, K58, R60, Q61, R94, R95, K183, Y184, K187, K192 and K227) are mainly
located in this positively charged groove. This positively charged groove is only
possible because residues F37, F56, F72, F74, 179, M91, F93 and L96 form a
hydrophobic core, which is indispensable to stabilize the protein folding and to correctly
orient the RNA interacting residues towards the groove. Importantly, these residues are
highly conserved among all tospoviruses (Fig. 3). Note that the N-terminal arm is also
involved in RNA binding and shielding RNA from the solvent (Figs. 2C-D). Residues
F23, L54, F56, L57 and F93 were observed to modulate the RNA nucleobases dynamics
during the performed simulation, while the N-terminal arm seems to play a stabilization
role during MD simulations of GRSV NP protein (Fig. 4A and B). In addition, the
content of alpha-helices in GRSV NP protein bound to RNA increased 25% during the
simulation in comparison to the free monomer (Fig. 4D), suggesting that, in the
simulated timescale, the monomeric state does not present a lack of conformational
stability in detriment of oligomeric states, as observed experimentally for other viruses
[32, 33].

Recently, the residues R60, R94, and R95 were confirmed to interact with RNA
[33], which also supports our results. RNA is strongly bent at each N-N interface and is
largely solvent-inaccessible in the tetramer (Fig. 2D). The dimensions of the groove can
accommodate ssSRNA and PISA analysis showed that the majority of residue-nucleotide
interactions occur with the ribose and the phosphate moieties, suggesting a non-
sequence-specific RNA interaction. Indeed, Richmond et al. [4] carried out mutagenesis
and gel shift assay studies to identify NP regions important for ssRNA binding and
demonstrated that the NP-RNA complex is highly stable and non-sequence-specific,

further supporting these results.
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2.4 Conclusions
Taken together, these data will help designing further and more accurate

mutational and functional studies of tospovirus NP proteins. In addition, the proposed
model may shed light on the mechanisms of RNP shaping and could allow the
identification of essential amino acid residues as potential targets for tospovirus control

strategies.

2.5 Methods

2.5.1 In silico Homology modeling and Model optimization

A template for modeling the GRSV NP was searched in expasy SWISS-MODEL
server [34] using the amino acid sequence of GRSV NP as a reference. Template crystal
structures of Orthobunyavirus genus were chosen due to their genetic relationship. The
LACV (La Crosse virus-Orthobunyavirus) NP tetrameric crystal structure in complex
with ssRNA (PDB ID 4BHH) was selected as the template [20], aligned with GRSV NP
using T-Coffee server [35] and the resulting alignment was manually improved using
BioEdit [36]. Aligned sequences were used with MODELLERV9.10 [37] to develop
high quality tetrameric models along with or without RNA.

Optimization of the models was achieved using energy minimization protocols
available at Yasara [38] and Chiron [39] servers. Quality of the 3D models were
evaluated with ERRAT (version 2.0) [40] and MOL probity [41]. Ramachandran plots
for the models were assessed and Ramachandran outlier residues were fixed with COOT
[42] and energy minimization. The highest quality model with 90.1% residues in
favored region and 8.4% in allowed region while 1.5% outlier at Ramachandran plot

was selected after visual inspection (see Additional file 2). The model was subjected to
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the PISA program [43] for interface analysis at EBI-EMBL server and the retrieved

PISA data was analyzed for binding patterns using PyMOL [44].

2.5.2 Molecular dynamics

Molecular dynamics techniques were applied using GROMACS suite [45] in
order to evaluate the stability and consistency of the obtained NP monomeric model and
investigate GRSV NP- RNA interactions over time. Therefore, NP model was simulated
in the presence and absence of the modeled RNA, in two analytical systems.
Amber99SB-ILDN force field [46] was used to generate proper topologies. The models
were placed at the center of a dodecahedral box and solvated with TIP3P water model
[47]. Counterions were used to neutralize the net charge of the system, and 0.15M of
NaCl was added to the box in order to simulate cellular ionic environment.

After a minimization protocol using steepest descent and conjugate gradient to
eliminate possible clashes and bad contacts, NVT ensemble with restraint forces of
1000 kJ/mol was carried for 4 ns at 300 K. Moreover, five subsequent equilibration
steps in NPT ensemble were carried out at 1 bar with restraint forces of 800 kJ/mol on
heavy atoms, 600 Kcal/(mol x nm) and 400 kJ/mol on mainchain, 200 kJ/mol on
backbone and 100 kJ/mol on alpha-carbons, totalizing 13 ns. Finally, production runs
with no restraints were carried for 50 ns using an integration step of 2 fs and LINCS
algorithm [48]. Also, Particle Mesh Ewald method [49] was applied for Coulombic and

Lennard-Jones interactions longer than 1 nm.
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964 2.6 Additional files:

965 Additional file 1: The sequence codes of the viruses used at this work.

966
Acronym Name Accession number 1
ANSV Alstroemeria necrotic streak virus GQ478668°
BeNMYV  Bean necrotic mosaic virus NC 018071*
CaCV Capsicum chlorosis virus NC_008301°
CCSv Calla lily chlorotic spot virus AY867502°
CSNV Chrysanthemum stem necrosis virus AF067068°
GBNV Groundnut bud necrosis virus NC_003619°
GRSV Groundnut ringspot virus AF251271°
HCRV Hippeastrum chlorotic ringspot virus KC290943*
INSV Impatiens necrotic spot virus D00914°
IYSV Fris yellow spot virus JQ973066*
LACYV La crosse virus-Orthobunyavirus P04873°
MSMV Melon severe mosaic virus EU275149°
MYSV Melon yellow spot virus NC 008300°
PCSV Pepper chlorotic spot virus KF383956°
PNSV Pepper necrotic spot virus HE584762"
PSMV Physalis severe mottle virus AB038343°
SVNaVv Soybean vein necrosis-associated virus ~ HQ728387°
TCSV Tomato chlorotic spot virus IX244197%
TNeV Tomato necrosis virus AY647437°
TNRV Tomato necrotic ringspot virus FJ946835°
SWv Tomato spotted wilt virus JF808217°
TYRV Tomato yellow ring virus DQ810195*
TZSV Tomato zonate spot virus NC 010489°
WBNV Watermelon bud necrosis virus EU249351°
WSMoV  Watermelon silver mottle virus NC 003843¢
Z1LCV Zucchini lethal chlorosis virus KU641380*

967 4GenBank accession number
968 ® UniProt accession number

969

970  Additional file 2: Ramachandran plot analysis of predicted structure of
971 Groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) NP protein.

972  The regions covered by light blue lines show most favored regions, while the regions covered by dark
973 blue lines show allowed regions. Other regions of the plot show the disallowed region. The pink dots
974  show the outliers.

975
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2.7 Consideracdes.

A técnica de Modelagem Molecular por Homologia Estrutural fornece inferéncias
para 0 estudo da estrutura tridimensional e das fun¢bes de uma proteina. Tais
inferéncias sdo feitas a partir da analise do nivel de conservacao dos dominios proteicos
e das propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos individuais.

As pressdes seletivas moldam a estrutura e as fungdes das proteinas virais, e ndo é
surpresa que os virus utilizem uma variedade de estratégias durante a sua evolugdo. Um
exemplo é a interacdo proteina-proteina para formar oligbmeros a fim de ampliar a
diversidade dos arranjos proteicos e com isso realizar o maior nimero de fungdes
possiveis. Em esséncia, 0 virus codifica proteinas pequenas que podem se oligomerizar
em grandes estruturas tridimensionais dindmicas; essas estruturas, entdo, interagem com
outros componentes virais e/ou celulares para constituir complexos com fungdes ainda
mais sofisticadas. Uma possivel vantagem do uso desses complexos oligoméricos é
ajudar a limitar o tamanho do genoma, pois 0 virus investe em uma Unica proteina
multifuncional e elimina a necessidade de se codificar diversas proteinas.

As proteinas do nucleocapsideo (NP) sdo um exemplo notavel de como uma
pequena proteina viral pode atuar por meio de uma interacdo oligomérica para formar
estruturas complexas e variadas. Elas sdo Unicas para 0s virus e sua montagem envolve
geometrias bem diversificadas [50]. As NPs dos orthotospovirus possuem mdultiplas
funcgBes, das quais se destacam a interacdo com RNA e o trafego via filamentos de
actina [4, 7, 18]. Li et. al (2015) demonstrou que as NP de TSWYV sédo encontradas
formando diferentes estados oligoméricos: monémeros, dimeros, trimeros, tetrameros,
pentameros e hexameros [33], mas estudos ainda sdo necessarios para identificar se ha
alguma correlacdo entre determinadas funcdes e estados oligoméricos especificos.

A analise da estrutura tridimensional da NP de Groundnut ringspot
orthotospovirus (GRSV) demonstrou que a proteina possui trés grandes dominios: N-
terminal (aminoacidos 1-25), C-terminal (aminoécidos 224-258) e um dominio globular
(amino&cidos 26-223) que apresenta uma cavidade para interagcdo com &cidos nucleicos.
Além disso, foram identificados residuos de aminoacidos que interagem com RNA fita
simples: K3, K5, Q17, K58, R60, Q61, R94, R95, K183, Y184, K187, K192 e K227
[51]. Li et. al (2015) demonstrou experimentalmente, por meio de ensaios de
mutagénese, que substituir os residuos de aminoacidos R94, R95, K183 e Y184 por
alanina, diminuiu drasticamente a afinidade da NP de TSWV por RNA [33].

Posteriormente, dois trabalhos elucidaram, indepedentemente, a estrutura
tridimensional da NP de Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) [52, 53], o que
ajudou a fundamentar os dados obtidos para GRSV (Fig.5). Juntos, os trés estudos
concluiram que os residuos R60, R94, R95 e K192 interagem com &cidos nucleicos
(Fig.5); porém, nota-se que Guo et. al (2017) e Komoda et. al (2017) identificaram
residuos distintos para interacdo com os &cidos nucleicos (Fig.5). H& também uma
pequena divergéncia entre as extremidades N e C terminais propostas. Guo et. al (2017)
propds trés dominios: N-terminal (aminoécidos 1-25), C-terminal (aminodcidos 228-
258) e um dominio globular (aminoacidos 26-227) e Komoda et. al (2017) prop0s trés

57
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1020  dominio globular (aminoéacidos 26-221) (Fig.5).
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3.1 Abstract

3.1.1 Background

Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus (ZLCV) causes significant losses in the
production of cucurbits in Brazil. This virus belongs to the genus Orthotospovirus
(family Tospoviridae) and seems to be exclusively transmitted by Frankliniella zucchini
(Thysanoptera). Orthotospoviruses have a tripartite and single-stranded RNA genome
classified as S (Small), M (Medium) and L (Large) RNAs. Although ZLCV was
identified as a member of the genus Orthotospovirus in 1999, its complete genome had

not been sequenced until now.

3.1.2Results

We sequenced the full-length genome of two ZLCV isolates named ZLCV-SP and
ZLCV-DF. The phylogenetic analysis showed that ZLCV-SP and ZLCV-DF clustered
with the previously reported isolate ZLCV-BRO09. Their proteins were closely related,
except the non-structural protein (NSy), which was highly divergent (approximately
90% identity). All viral proteins clustered similarly in our phylogenetic analysis,
excluding that these ZLCV isolates have originated from reassortment events of

different tospovirus species.

3.1.3 Conclusions

Here we report for the first time the complete genome of two ZLCV isolates that were

found in the field infecting zucchini and cucumber.
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3.2 Background

Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) is a member of the genus
Orthotospovirus, family Tospoviridae [1]. Although some orthotospovirus species are
notorious for their broad-host range [2], ZLCV mainly infects cucurbits and is only
known to be transmitted by Frankliniella zucchini (Thysanoptera: Thripidae) [3]. So far
ZLCV has just been reported in Brazil, naturally infecting sponge gourd, West Indian
gherkin, cucumber, watermelon and several species of squash [4, 5]. Infection by ZLCV
abrogate fruit production in zucchini plants and the only resistant cultivar is Cucurbita
maxima cv. Exposicdo [6], making ZLCV one of the most economically important viral
pathogen for cucurbits in Brazil.

Orthotospoviruses have a tripartite single-stranded RNA genome and each
segment is named according to its size. The L (large) RNA has a negative polarity and
encodes a RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) [7]. The ambisense M (medium)
RNA encodes the precursor of two viral glycoproteins (Gn/Gc) and a non-structural
protein (NSy) involved in viral cell-to-cell movement [8]. The S (small) RNA, which is
also ambisense, encodes another non-structural protein (NSs) with RNA silencing
suppression activity and the nucleocapsid (NP) protein [9].

There are currently 11 approved and 18 tentative tospovirus species, but only a
small number of species were completely sequenced. Genome sequence data has the
potential to solve key questions in tospovirus evolution, epidemiology and physiology,
such as the occurrence and importance of interspecific reassortment [10] and the
presence of potential undescribed genes [11]. Even though ZLCV was described in
1999 [1] and some genes of one isolate has been sequenced [12-14], its complete

genome is still unknown. Here, we report the complete genome of two ZLCV isolates
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found infecting zucchini (Cucurbita pepo cv. Caserta) and cucumber (Cucumis sativus
L.) in Brazil and compared them to other tospoviruses.

In 2010, a virus isolate (hereafter ZLCV-SP) from zucchini was found in a
commercial field in Sdo Paulo state and transmitted to Datura stramonium L. by F.
zucchini as previously described [3]. Then, virus particles were propagated in D.
stramonium by mechanical inoculation and infected leaves were used for
ribonucleoprotein (RNP) purification following the protocol of De Avila et al. [15].
Moreover, cucumber plants showing typical ZLCV symptoms were collected in
Planaltina, Federal District, in 2015. Viral particles were semi-purified from leaves as
previously described [16]. Briefly, 40g of leaf material were homogenized in PBS-
EDTA plus 0.2% 2-mercaptoethanol. The plant extract was then filtered and centrifuged
through a sucrose cushion at 33,000 x g for 2 h and the pellet resuspended in PBS.
Genomic RNA was extracted from purified RNPs of both isolates as previously
described by De Oliveira et al. [17] and sequenced at Macrogen (South Korea) using
Illumina HiSeq 2000 platform. The resulting paired-end reads were filtered and
assembled de novo using CLC Genomics Workbench version 6.0.3. The contigs related
to ZLCV were selected using Blastx against a RefSeq virus database. To determine if
the entire length of each segment was included in the assembled contigs, the reads were
mapped back to the ZLCV related contigs. All contigs from both isolates presented the
consensus sequences AGAGCAAU and AUUGCUCU at the 5’- and 3’-terminal ends,
but some contigs presented distal terminal bases that were trimmed off. These
palindromic sequences are conserved among all tospoviruses. Moreover, the ZLCV
segments derived from cucumber samples (hereafter ZLCV-DF) presented some
unresolved gaps (L segment: 1 gap of 13 nucleotide and 1 of 2 nucleotide). The genome

of both isolates were annotated and submitted to NCBI GenBank under the accession

67



1298

1299

1300

1301

1302

1303
1304
1305
1306
1307
1308

numbers no. KU641378-KU641380 (ZLCV-SP) and KU681010-KU681012 (ZLCV-

DF)

Despite few variations, both genomes presented the same characteristics as listed

in Table 1.

Tablel. Genome comparison of ZLCV isolates.

ZLCV-SP ZLCV-DF
L RNA
L RNA full length (nt) 8885 8886
5’UTR (nt) 222 (1-222) * 223 (1-223)

L gene ORF (nt)

L protein (aa)
3’UTR (nt)

M RNA

M RNA full length (nt)
5’UTR (nt)

NSm gene ORF (nt)
NSm protein (aa)
IGR (nt)

GPs gene ORF (nt)
GP protein (aa)
3’UTR (nt)

S RNA

S RNA full length (nt)
5’UTR (nt)

NSs gene ORF (nt)
NSs protein (aa)
IGR (nt)

NP gene ORF (nt)
NP protein (aa)
3’UTR (nt)

8631(223-8853)
2877 (330.85 kDa)
32 (8854-8885)

4860
113 (1-113)

909 (114-1022)
303 (34.4 kDa)
344 (1023-1366)
3408 (1367-4774)
1136 (127.58 kDa)
86 (4775-4860)

3524
87(1-87)

1404 (88-1491)
468 (53.06 kDa)
1009 (1492-2500)
783 (2501-3283)
261 (29.22 kDa)
241 (3284-3524)

8631(224-8854)
2877 (331.16 kDa)
32 (8855-8886)

4829
113 (1-113)

909 (114-1022)
303 (34,37 kDa)
313 (1-1335)

3408 (1336-4743)
1136 (127.73 kDa)
86 (4744-4829)

3524
87(1-87)

1404 (88-1491)
468 (53.01 kDa)
1009 (1492-2500)
783 (2501-3283)
261 (29.24 kDa)
241 (3284-3524)

nt= nucleotides

*= position in the genome
aa= amino acids

kDa= kilodaltons
IGR=Intergenic region

GP= glycoproteins precursor
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The 5 and 3 UTR regions of both viruses presented the same size, except for
one nucleotide in the 5’UTR of L segment of ZLCV-DF. The intergenic regions (IGR)
presented small indels, for example, a duplication of 20 nucleotides in the M segment
IGR of ZLCV-SP. Despite the importance of these regions as transcription termination
signal [18], the impact of such deletions is still unclear.

The L segments vary one nucleotide (as described above) between the isolates,
8,885 nt for ZLCV-SP and 8,886 nt for ZLCV-DF and encode a RdRp of about 331 kDa
(2877 aa). The M segment contains 4,860 nt for ZLCV-SP and 4,829 nt for ZLCV-DF,
and presented the ambisense arrangement typical of tospoviruses. For both isolates, a
NSy protein of about 34 kDa (303 aa) and glycoprotein precursor (GP) protein of about
127 kDa (1136 aa) are predicted. The S segment is 3,524 nt long and encodes the NSg
and NP proteins with predicted molecular sizes of about 53 kDa (468 aa) and 29 kDa
(261 aa), respectively. Since some genes of other ZLCV isolate (ZLCV-BR09) have
been previously sequenced [12-14], their encoded proteins were compared with ZLCV-
SP and ZLCV-DF (Table 2).

Pairwise sequence comparison of the NP amino acids indicates that ZLCV-SP is
most closely related to the ZLCV-DF than ZLCV-BRO09. The identities between the NP
of ZLCV-SP/ZLCV-DF and between ZLCV-SP/ZLCV-BRO09 are 99.23% and 98.46%,
respectively, while the identity of ZLCV-DF/ZLCV-BRO09 is 97.69%. The NSy from
ZL.CV-BRO09 displayed a significant variation in comparison with ZLCV-SP and
ZLCV-DF (approximately 90% identity) (Table 2).

Interestingly, most variation was located at the C-terminus with an increased
number of non-conservative amino acid changes (Fig. 1), suggesting that this region

may be under positive selection. Actually, it was recently demonstrated that this same
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1333 region is implicated in NSy, and plasma-membrane interaction [19]. However, the
1334  biological impact of these variations remains to be determined.
1335

1336  Table 2. Identity among ZLCV isolates proteins.

Identity of NP protein

ZL.CV-BR09 ZLCV-DF ZLCV-SP
ZLCV-BR09 100% 97.69% 98.46%
ZLCV-DF 97.69% 100% 99.23%
ZLCV-SP 98.46% 99.23% 100%
Identity of NSs protein

ZL.CV-BR09 ZL.CV-DF ZL.CV-SP
ZL.CV-BR09 100% 98.72% 99,14%
ZLCV-DF 98.72% 100% 99.57%
ZLCV-SP 99,14% 99.57% 100%
Identity of GP protein

ZL.CV-BR09 ZL.CV-DF ZL.CV-SP
ZL.CV-BR09 100% 97.53% 99.30%
ZL.CV-DF 97.53% 100% 97.36%
ZL.CV-SP 99.30% 97.36% 100%
Identity of NSy, protein

ZL.CV-BR09 ZL.CV-DF ZLCV-SP
ZL.CV-BR09 100% 90.73% 91.03%
ZL.CV-DF 90.73% 100% 99.67%
ZLCV-SP 91.03% 99.67% 100%
Identity of RARp protein

ZL.CV-DF ZL.CV-SP
ZL.CV-DF 100% 98.02%
ZLCV-SP 98.02% 100%

1337
1338 To infer evolutionary relationships among tospoviruses, we compiled sequences

1339  of each tospovirus protein. The final data sets contain 33, 28, 23, 23 and 20 sequences
1340  for the NP, NSs, GP, NSm and RdRp proteins, respectively. The GenBank accession
1341 numbers are listed in Table 3.

1342 The sequences were aligned using MAFFT [20] and the maximum likelihood
1343 trees were inferred using FastTree [21], both implemented in Geneious 9.1. As

1344  previously observed, tospoviruses can be divided into two geographic groups, with
1345  distinct viral species observed in Europe/Asia (Eurasian clade) and the Americas

1346 (American Clade) (Fig. 2). However, the analysis of NP and NSs trees indicate that
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some tospoviruses are clearly distinct from any species of these two groups, such as the

Lisianthus necrotic ringspot virus (LNRV), Groundnut chlorotic fan-spot virus

(GCFSV) and the Groundnut yellow spot virus (GYSV) (Fig. 2). The ZLCV isolates

clustered within the American clade and no reassortment had occurred during the

evolution of these ZLCV isolates (Fig. 2.).
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Figure 1. The NSy amino acid sequence alignment of ZLCV isolates. Residues common to the three

sequences are shown in white on blue and similar residues are shown in red. The yellow triangle indicates the

single amino acid deletion and the black rectangle indicates the coiled-coil (E**-E?®%) predicted structure

(Uniprot Accession code: Q91PB4). This figure was made with ESPript (http://espript.ibcp.fr).
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Table 3. GenBank accession number of the sequences used in this study.

Acronym Tospovirus L RNA M RNA S RNA
ANSV Alstroemeria necrotic streak virus - - NP: GQ478668
BeNMV Bean necrotic mosaic virus JF417980 JN587269 JN587268
CaCV Capsicum chlorosis virus NC_008302 NC_008303 NC_008301
CCsv Calla lily chlorotic spot virus FJ822962 FJ822961 AY867502
CSNV Chrysanthemum stem necrosis virus KM114546 KM114547 KM114548
GBNV Groundnut bud necrosis virus AF025538 U42555 AY871098
GCFSV Groundnut chlorotic fan- spot virus KP146140 KP146141 AF080526
GRSV-SA05  Groundnut ringspot virus - NSy: AF213673  NP: AF487516
GP: AY574055 NSs: JN571117
GYSV Groundnut yellow spot virus - - HQ402596
HCRV Hippeastrum chlorotic ringspot virus HG763861 JX833565 JX833564
INSV Impatiens necrotic spot virus DQ425094 DQ425095 X66972
1YSV Iris yellow spot virus FJ623474 FJ361359 AF001387
LNRV Lisianthus necrotic ringspot virus - - AB852525
MSMV Melon severe mosaic virus - - EU275149
MVBaV Mulberry vein banding associated virus KM819698 KM819699 KM819701
MYSV Melon yellow spot virus ABO061774 AB061773 AB038343
PCSV Pepper chlorotic spot virus - - KF383956
PNSV Pepper necrotic spot virus - - HE584762
PolRSV Polygonum ringspot virus KJ541746 KJ541745 KJ541744
SVNaVv Soybean vein necrosis associated virus HQ728385 HQ728386 HQ728387
TCSV Tomato chlorotic spot virus HQ700667 NSy:AF213674 NP: AF282982
GP: AY574054
TNRV Tomato necrotic ringspot virus - FJ947152 FJ489600
TNSV Tomato necrotic spot virus - - KM355773
TSWV Tomato spotted wilt virus NC_002052 NC_002050 DQ915948
TYRV Tomato yellow ring virus JN560178 JN560177 AY686718
TZSV Tomato zonate spot virus EF552435 EF552434 EF552433
WBNV Watermelon bud necrosis virus GU735408 GU584185 GU584184
WSMoV Watermelon silver mottle virus AY863200 DQ157768 AB042650
ZLCV-BR09  Zucchini lethal chlorosis virus - NSy: AF213676  NP: AF067069
GP: AB274027 NSs: IN572104
ZLCV-DF Zucchini lethal chlorosis virus KU681010 KU681012 KU681011
ZLCV-SP Zucchini lethal chlorosis virus KU641378 KU641379 KU641380

Considering the high prevalence of tospoviruses worldwide, the complete

genome of the ZLCV isolates is important for future surveillance and research.

Additional investigations in important plant crops should keep being performed to

extend the number of characterized species.
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Figure 2. Maximum likelihood trees of tospoviruses based inferred using all viral encoded

proteins. All trees were midpoint rooted for clarity purposes. Fast tree support values are shown at the

branches. The ZLCV isolates are labeled in red.

3.3 Consideracoes

3.3.1 Analise da estrutura tridimensional da proteina do

nucleocapsideo (NP) do ZLCV
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O modelo tridimensional para a NP de ZLCV foi construido in silico, por
Modelagem Estrutural por Homologia Molecular, a partir da estrutura da NP do GRSV
e seguindo-se a mesma metodologia utilizada por Lima et. al (2016) [22]. O modelo
obtido possui 93% de seus residuos na regido favoravel e trés residuos na regido
desfavoravel (L6, F74 e K76) de acordo com o grafico de Ramachandran (Fig. S1). O
modelo obteve score de -1.66 de acordo com as analises de minimizagdo de energia

Yasara.

Assim como predito para a N de GRSV, a NP de ZLCV apresenta um brago N-
terminal (1-25 aa), um braco C-terminal (224-260) e uma regido globular com uma

cavidade com alta afinidade por &cidos nucleicos (Fig. 3A-D).

=== RNA &’D'

Figura 3. Estrutura tridimensional da proteina NP de Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus
(ZLCV). A: representagdo monomérica mostrando as estruturas secundérias da proteina NP de ZLCV; B:
representacdo monomérica de superficie; C: representagdo monomérica destacando a cavidade para
encapsidacdo do RNA e D: sobreposicdo entre as estruturas secundarias das proteinas NP de ZLCV e de

GRSV. Os bragos N e C terminais da NP estdo destacados em azul e vermelho, respectivamente.

O alinhamento entre sequéncias preditas para a proteina NP do ZLCV (260 aa) e
NP do GRSV (258 aa) revelou um alto grau de conservagéo dos mecanismos estruturais
de enovelamento e encapsidacdo do RNA, mesmo que mutacdes consideraveis sejam
observadas no alinhamento primario (Fig. 4). E possivel prever que a NP de ZLCV
pode se associar para formar complexos oligoméricos complexos por meio das

interacdes das extremidades N e C terminais com a regido globular, da mesma forma
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que a predita para a NP de GRSV (Fig. 3 e 4). Os residuos preditos para oligomerizagédo
NP-NP na regido N-terminal em GRSV: S2, V4, T7, K8, N10, V12, Q61, S62, T73,
G75 e S83 sdo conservados. Porém, para o residuo N82, em ZLCV, encontra-se 0 V82.
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Figura 4. Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos de Groundnut ringspot orthotospovirus
(GRSV) e Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus (ZLCV). As regides N e C terminais, preditas para
a NP de GRSV estdo indicadas pelas barras azul e verde, respectivamente. Os residuos de aminoacidos
preditos para interacdo com RNA estdo indicados com um tridngulo amarelo. As letras vermelhas em
fundo branco indicam mutac6es que conservam as propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos.

Os residuos preditos para oligomerizacdo NP-NP na regido C-terminal em GRSV:
K 183, T186, K173, K175, S229, Y235, Y243, V248, K249 séo conservados. Porém, 0s
seguintes residuos sdo diferentes: Y174H°V N185V4CY, K198R“-“Y, A226L7Y,
D233E%-Y, N238T*-“. Destas diferencas, nota-se que ha uma pressio seletiva para a
manutencdo das propriedades fisico-quimicas dos aminoécidos tanto para manutencao
da estrutura secundéria, quanto para manutengdo das interacdes (Fig.2). Além do mais,

observa-se que 0s mesmos residuos de aminoacidos aromaticos, hidrofobicos e basicos
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preditos para interacdo com RNA e localizados na cavidade e no brago N-terminal em
GRSV, sdo conservados em ZLCV, com excecdo do residuo T187%°Y (Fig. 2). No
entanto, a treonina € um residuo capaz de interagir com &cidos nucleicos, podendo essa

mutacdo nao interferir diretamente na encapsidacdo do RNA.

3.2 Additional files.

180 =
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Figura S1: Gréfico de Ramachandran para a proteina NP de Zucchini lethal chlorosis
orthotospovirus (ZLCV). Delimitadas por traco azul claro estdo as regides favoraveis e em azul
escuro as regides acetaveis. Circulos em preto representam cada residuo de aminoacidos e em
rosa, estdo indicados os residuos localizados na regido desfavoravel.
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CAPITULO IV: Predicdo da estrutura terciaria, Expressio e
Purificacdo da proteina NSg de GRSV.
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4.1 Predicdo da estrutura da NSs

4.1.1 Metodologia

A sequéncia de amino&cidos da proteina NSs de GRSV foi extraida do GenBank
(nimero de acesso no GenBank: AEX32991) e submetida ao programa de predicdo
PS2 (http://ps2.life.nctu.edu.tw/) [1,2]. Os alinhamentos entre a NSs e o modelo obtido
foram realizados no programa online T-COFFEE e visualizados no programa ESPRIPT
[3,4].

O modelo obtido foi avaliado com auxilio dos pardmetros de validacdo dos
programas ERRAT e MolProbity [5,6]. O modelo gerado foi submetido ao programa

Yasara Energy Minimization Server [7].

4.1.2 Resultados e Discussao

O modelo tridimensional gerado nesse trabalho para a NSs de GRSV possui
89.2% de seus residuos na regido favoravel e possui 8 residuos na regido desfavoravel
(G63, S94, G114, N189, S243, K255, V339 e M410) de acordo com o grafico de
Ramachandran (Fig. S1).

Tal modelo foi predito a partir de uma Polifosfato quinase (Ppk) bacteriana (PDB:
208r). O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das duas proteinas mostrou que
elas possuem uma identidade de aproximadamente 17.5% (Fig.1).

N&o foi surpresa, o fato de a NSs apresentar uma similaridade estrutural com uma
polifosfatase, uma vez que Lokesh et al. (2010) mostrou que a NSs de GBNV possui
atividades de NTPase e fosfatase que podem estar envolvidas na remocao do 5’ fosfato
de moléculas de dsRNA, prevenindo, assim, a clivagem dessas moléculas em siRNAs

pela atuacdo da enzima DICER [8].
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Figura 1: Alinhamento entre as sequéncias da proteina NSs de Groundnut ringspot
orthotospovirus (GRSV) e a polifosfato kinase (Ppk) bacteriana (PDB: 208r). Residuos
altamente conservados entre as duas espécies estdo sombreados em vermelho e escritos em branco e
os residuos com as mesmas caracteristicas estdo escritos em vermelho e destacados em quadrados
azuis.

Analises das NSs de alguns orthotospovirus mostraram que essa proteina possui
afinidade para moléculas pequenas de RNA (small RNA) como siRNA (small
interfering RNA) e miRNA (microRNA) [9,10]. Além disso, foi demonstrado que a
NSs de GRSV possui afinidade para moléculas de RNA dupla fita (dsSRNA) longas.
Uma analise da superficie eletrostatica da proteina fornece regifes candidatas para
interacdo com essas moléculas de RNA (Fig. 2, C e D).

A NSs de TSWV parece interferir na resposta do sistema imune inato da planta
sequestrando siRNAs e dsRNA longos, evitando, assim, o recrutamento do complexo
RISC [11]. De Rond et al., (2014) observou que a por¢do N-terminal (133 amino&cidos)
da NSs é importante para a funcdo de silenciamento génico e pode ser a regido
candidata chave para a possivel interacdo da NSs com a proteina Argonautal. Uma
mutacdo no motivo GW/WG, correspondentes aos aminoacidos 17 e 18, levou & perda

da atividade de silenciamento génico em plantas expressando GFP [11].
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Figura 2. Estrutura monomérica da proteina NSs de Groundnut ringspot orthotospovirus
(GRSV). A representacdo das estruturas secundarias coloridas da regido N-terminal (azul) para a
regido C-terminal (vermelha); B, representacdo da superficie da proteina com a mesma coloracéo
em A; C, mapa da superficie eletrostatica onde os residuos de aminoacidos positivos, candidatos
para interacdo com RNA, estdo assinalados em azul e os residuos negativos assinalados em
vermelho; D, rotacdo de 180°C de C. As imagens foram geradas no programa PyMol.

Acerca da possivel interagdo com Argonauta 1, pelo modelo proposto por Jin e

Zhou (2010) uma proteina supressora viral pode interagir com a argonauta através do

motivo WG/GW (Fig. 3C). O grupo americano 1 de Tospovirus possui 0 motivo WG

(fig. 3A-B), porém o grupo americano Il e 0 grupo euroasiatico ndo possui esse motivo,
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apesar de a glicina estar altamente conservada. Talvez a NSs desses dois Ultimos grupos
tenham perdido a interagdo com a argonauta, suprimindo o silenciamento génico apenas
pelo sequestro de dsRNA ou talvez a NSs do grupo americano | tenha adquirido a
novidade de interagir com a argonauta, além de sequestrar dsRNA. E interessante notar
que os aminoacidos Fenilalanina (F) e Tirosina (Y) que substituem o residuo Triptofano

(W) também sdo aromaticos (Fig.3B).

WG MOTIF

B1
GRSV TT  e—
B 2 10 20
GRSV ;::scvyasl IQTKASVW[§STASGKS
American | TSWV ~ ZSSSVYESIIQTKAS TASGKA
cladel | CSNV @S LSVYDSIIQTKASVWESTASGKS
ZLCV  SSSMYDSIIQAKASVIES TASGKS
“":egcfl" Iaermv Q- T.... LVNLGKEF[ESOVNOKH
cladell | synav §Q- . ...S.LITLGRELESOKNQKC
IYSV  JS..TVRTTAVDELSNY[GISCDSRS
Euroasian | CaCV ‘ X ASEFVKSY[§. TRDNRA
clade |GBNV  US..TARSAASEFVKSY(.TRDNRA
HCRV US..TVKTTAVEFFSNY[LSCDSRS
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C R

GW/WG
) host AGO1 host
protein protein

Inactive AGO Competition for AGO binding Active AGO

Jin & Zhu, 2010 doi:10.1101/gad.1927310Genes & Dev. 2010. 24: 853-856

Figura 3: Representacdo esquematica da hipétese de interagdo do motivo GW/WG com a
proteina Argonauta. A, modelo tridimensional predito da proteina NS salientando o motivo WG na
sua por¢do N-terminal; B, alinhamento das sequéncias de aminoacidos N-terminais das proteinas NSg
de diversos orthotospovirus indicado as mutaces em cada clado; C, ilustracdo retirada de [3] que
fornece a hipdtese de inibigdo da argonauta mediada pelo motivo GW/WG.

Zhai et al. (2013), por meio de mutagdes de ponto sitio dirigidas na NSs de
TSWV e expressao transiente em plantas de Nicotiana benthamiana 16C, encontraram
dois motivos conservados entre 0s Tospovirus, envolvidos na supressdo do

silenciamento génico: GKV/T (aminoacidos 181-183) e YL (aminoacidos 412 e 413).
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1529  As mutagfes K182A e L413A induzidas nesses dominios eliminaram a atividade
1530  supressora da NSs [12]. PredicGes, in silico, apontam a presenca de dois motivos para
1531  interagdo com ATP, denominados P-Loop ou Motif A ((GxxxxGK(S/T)) (Fig. 4 e 5). Essas
1532 duas regides séo fortes candidatas para o estudo da interagdo com RNA e da atividade
1533  de NTPase/fosfatase.

1534 A partir dos dados estruturais gerados neste trabalho, estudos futuros acerca
1535  desses ensaios mutagénicos poderdo ser realizados para NSs de GRSV. Analises dos
1536  dominios responsaveis pela fosforilacdo estdo planejadas e poderdo fornecer novas
1537  pistas sobre essa atividade enzimaética.

1538

1539 Figura 4: Motivos preditos de ligagdo a GTP/ATP da proteina NSs de Groundnut ringspot
1540  orthotospovirus (GRSV). As alcas para interacdo com GTP ou ATP, conhecidas como P-Loop ou Motif
1541 A estlo destacas destacadas em azul. As regides foram preditas por meio do programa PROSITE [13].
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Figura 5: Alinhamento entre as sequéncias da proteina NSs de algumas espécies de
orthotospovirus. Residuos altamente conservados entre as duas espécies estdo sombreados em
vermelho e escritos em branco e os residuos com as mesmas caracteristicas estdo escritos em
vermelho. Os P-Loops (GxxxxGK(S/T)) preditos estdo delimitados por quadrados pretos, 0s
motivos WG, GKV e YL estdo delimitados por quadrados azuis. Os residuos ja& mutados que
resultaram na perda do bloqueio do silenciamento génico estdo indicados por triangulos azuis.
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4.2 Expressao da proteina NS de GRSV

4.2.1 Metodologia

A sequéncia de DNA que codifica a proteina NSs havia sido previamente clonada
no vetor pGEM® -T Easy (Promega), segundo as instru¢des do fabricante. Sitios de
restricdo foram inseridos em cada um dos genes: para Pcil (ACATGT) na extremidade
5’ e para Xhol (CTCGAG) na extremidade 3’.

Esse vetor foi entdo digerido com as enzimas de restricdo Pcil (NEB) e Xhol
(NEB) utilizando-se o tampdo NEB 3.1 de acordo com o protocolo de digestdo dupla
fornecido  pelo aplicativo do  fabricante  (https://www.neb.com/tools-and-
resources/interactive-tools/double-digest-finder).

O vetor de expressao pet28a (material suplementar) foi digerido com as enzimas
de restricdo Ncol (CCATGG) (NEB) e Xhol (NEB) utilizando-se o tampédo NEB 3.1,
também de acordo com o protocolo de digestdo dupla fornecido pelo fabricante. As
enzimas Ncol e Pcil possuem extremidades compativeis, por isso ndo foi necessario
sintetizar oligonucleotideos e reamplificar os genes ja clonados em pGEM® -T Easy.
Todas as digestdes ocorreram a 37°C por 16 horas.

Essa estratégia permitiu a delecdo das duas caudas de 6xhistidina que seriam
fusionadas as porcdes N e C-terminais das proteinas. Dessa forma, o vetor foi
modificado para expressé@o heter6loga somente das proteinas de interesse.

Os produtos das digestdes foram aplicados em gel de agarose (AMRESCO®) 1%,
submetidos a eletroforese com tampéo de corrida TBE 0,5x (45mM de Tris-borato;
1mM de EDTA), corados em solucdo de brometo de etideo (0,5ug/ml) e analisados no

programa Alpha Innotech Alphalmager®Mini. Os fragmentos com tamanho esperado
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foram extraidos do gel com ldmina de bisturi e purificados seguindo instru¢des do kit
comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

O inserto (NSs) e 0 vetor pET28a digeridos e purificados foram submetidos a
reacdo de ligacdo, com a enzima T4 DNA ligase (Promega), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Os produtos da ligacdo foram utilizados para a transformacéo
de células DH10B™ (Invitrogen) eletrocompetentes de acordo com o manual Sambrook
& Russel (2000). Colbnias positivas foram selecionadas em meio LB (Luria-Bertani)
seletivo com o antibidtico canamicina (50 pg/ml).

O vetor recombinante pET28a + NSs foi isolados e purificado com o kit
comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega) seguindo
as instrucdes do fabricante. Em sequéncia, foi utilizado para a transformacéo de células
de expressdo Shuffle T7® (C3026-NEB) quimiocompetentes de acordo com o manual

do fabricante.

4.2.2 Resultados e Discussao

As colbnias selecionadas foram inoculadas em 10 ml de meio LB, incubadas
durante 16 horas, a 30°C, com o antibi6tico canamicina (50 pg/mL), com agitacdo de
180 rpm.

Posteriormente, 5ml do pré- indculo foi utilizado para inocular 100 ml de meio
LB disposto em um frasco de Erlenmeyer de 1L. Os frascos seguiram sob agitacdo de
180 rpm, a 30°C por aproximadamente duas horas at¢ OD600nm de 0,4. A expressao
das proteinas foi induzida por meio da adicdo de IPTG (isopropil-B-
tiogalactopiranosideo) 0,5 mM e a temperatura foi abaixada até que o meio de cultura

atingisse 16 °C.
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Aliquotas de 5ml do meio foram coletadas no momento da adicdo de IPTG (Toh,
tempo-zero), quatro horas ap6s a indugdo (T;hs) e 16 horas apds a inducdo. Apos a
inducdo, as células foram coletadas em centrifugacdo a 6000 x g por 10 minutos, e
ressuspendidas em 10mL de tampdo fosfato de sédio 20mM. As células foram
sonicadas no aparelho Bandelin Sonopuls (Sigma) no gelo em 04 ciclos de 30 segundos
com intervalos de 10 segundos. Centrifugou-se a amostra por 30 minutos a 6000 x g a
4°C. As fracbes celulares soluvel (sobrenadante) e insolGvel (precipitado) foram
separadas, fervidas a 98°C por 10 minutos com tampdo de amostra Laemmli 5x e
submetidas ao SDS-PAGE.

A corrida de eletroforese foi realizada por aproximadamente 150 minutos, a
temperatura ambiente, em corrente de 25 mA e voltagem de 130 V. Apoés a corrida, 0
gel de poliacrilamida 12% foi colocado em uma solugcdo de Coomassie-blue para
coloragdo por trinta minutos a temperatura ambiente. A remocdo do excesso de corante
foi obtida em solucdo descorante até o aparecimento nitido das bandas de proteinas.

As propriedades das proteinas foram preditas in silico para a escolha dos tampdes,

do pH e das colunas de troca idnica (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades da proteina NSs de GRSV.

Tamanho Tamanho Peso Ponto
(pb) (aa) Molecular* Isoelétrico*
(kDa) (PI)
NSs 1404 467 52.57 6,90

* valores computados por meio do programa Compute pl/Mw (disponivel em:
http://web.expasy.org/compute_pi/)

A fracdo celular insoltvel (pellet) foi ressuspendida em 5ml de tampé&o fosfato
de sddio pH 6.0, e realizada subsequentes lavagens adicionando Triton x-100 1% (v/v),

e NaCl 1M e DTT 1mM, seguidas por sonicacao de 2 ciclos de 30 segundos (Bandelin
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Sonopuls —Sigma), e centrifugacdo de 20 minutos a 13.000 x g & 4°C, com o descarte
do sobrenadante, no intuito de retirar as proteinas insollveis de E.coli. Seguiu-se a
solubilizacdo da proteina NSs do corpusculo de incluso adicionando-se 5ml de tamp&o
fosfato de sodio pH 6.0 adicionado de uréia 6M, na ressuspensdo do pellet obtido da
ultima lavagem, e permanecendo 60 minutos em ultrasonicador (Branson 1510),
seguido por centrifugacdo por 20 minutos a 13.000 x g a 4°C. O sobrenadante obtido
(5ml) foi filtrado (0.22 pum) e aplicado em coluna de troca ionica Hitrap SP XI (GE
Healthcare Life Sciences) equilibrada no tampdo A (6M Uréia, Fosfato de sddio, pH
6.0), fluxo de 1ml/min, utilizando o sistema cromatografico automatizado “Akta
purifier” (GE, Uppsala, Sweden). Proteinas ndo ligadas foram eluidas em 10 ml do
tampdo A, e proteinas ligadas foram eluidas em 20 ml do tamp&o B (1M NaCl, Fosfato
de sddio, pH 6.0) em fracBes de 2 ml. Fragcdes correspondentes aos picos de proteinas

(280nm) foram analisadas em SDS-PAGE.

A proteina NSs foi expressa nas condi¢bes descritas acima (Fig. 6). Por
conseguinte, as fracdes celulares soltvel (sobrenadante) e insoltvel (precipitado) foram
analisadas. Em sua totalidade, as proteinas se encontram na fracdo celular insoltvel, ou

seja, na forma de corpusculos de inclusdo (dados ndo mostrados).

M 1 2

60 kDa e—— . —=e5257kDa
50 kDa e——

30 kDa &—

Figura 6: Expressao heter6loga da proteina NSs de Groundnut ringspot orthotospovirus
(GRSV). Gel SDS-PAGE 12% mostrando (1) fracdo ndo induzida, (2) fracdo induzida com 0,5 mM
de IPTG apos 4 horas e (M) marcador de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Ref.
10747012-Invitrogen™).
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As proteinas foram obtidas por expressdo heterdloga, porém encontram-se na
forma de corpusculos de inclusdo. Assim sendo, apdés o rompimento das células
bacterianas e descarte da fracdo soluvel, a fragdo insoltvel foi ressuspendida vérias
vezes em tampédo de lavagem, descrito na metodologia, para a eliminacdo de grande
parte de proteinas que ndo sao de interesse.

Seguiu-se a solubilizacdo da proteina NSs do corplsculo de inclusdo
adicionando-se 10ml de tampéo fosfato de sodio pH 6.0 adicionado de uréia 8M, na
ressuspensdo do pellet obtido da dltima lavagem, e permanecendo 60 minutos em
ultrasonicador (Branson 1510), seguido por centrifugacdo por 30 minutos a 13.000 x g a
4°C. O sobrenadante obtido (5ml) foi filtrado (0.22 um) e aplicado em coluna de troca
ibnica Hitrap SP XI (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada no tampédo A (6M Uréia,
Fosfato de sodio, pH 6.0), fluxo de 1ml/min, utilizando o sistema cromatografico
automatizado “Akta purifier” (GE, Uppsala, Sweden). Fracdes correspondentes ao pico

(280nm) da proteina NSs purificada foram analisadas em SDS-PAGE.
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1651 4.3 Material suplementar.

1652  4.3.1 Figura S1. Grafico de Ramachandran para a proteina NSs de GRSV
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pET-28a-c(+) Vectors

Cal. No.
pET-28a DNA BG4
pET-28h DNA BO865-3
pET-28c DNA BORE6-3
piET-28a(+) sequence landmarks _

TT promoter 3T0-386
TT transcription start 369
His=Tag coding sequence  270-287
TTTag coding sequence 207-238
Multiple cloning sites

{Baerl 1 - Xbo I} 158-208
Hiz=Tag coding sequence 140-157
T7 terminator 28-T2
Erel coding sequence 7731852
pBR32Z origin 3286

Kan coding sequence 30954807
1 wrigin 4803-5358

The maps for pET-28b(+) amd pET-28c(+)
are the same as pET-2Ba(+) (shown) with
the fllowing exceptions: pET-28h(+) B a
538bp plasmid; subiract Ibp from each site
beyomd Bamt [ at 198, pET-2Bc(+) is a

5367 bp plasmid; subiract Zhp from each site

beyamd Bamtl [ at 198,

4.3.2 Mapa do vetor de expressao pet28a.

TEO74 1258

The pET-2Ba~c(+} vectors carry an N-terminal His=Tag®thrombin/T7=Tag® configuration phes
an optional C-terminal His=Tag sequence. Unique sites are shown on the circde map. Note that the
sequence i numbered by the pER322 convention, o the T7 expression region is reversed on the
circular map. The cloning/expression region of the coding strand transcribed by T? RNA poly-
meraze is shown below. The £1 origin is oriented so that infection with helper phage will produce
virions containing single-stranded DNA that corresponds io the coding strand. Therefore, single-
strantled sequencing shoubd be performed using the T7 terminator primer (Cat. No. §0337-3).

Sma 4300
Cla lg11m)
Mru lj0as)
ET-28a(+
P [SSEEIJp}[ }

Bspl U1 Iz
Sap 3108

¥ho lf158)
Mot k18

]
Elir?:l Nigirs)
Sal

(Zgp-pe ) P

a

liizz3o)

Frp

Bp;riitﬂ i =
T7 navanalsr pifimes BE03I7.3
pET-2Ba-c(+) cloning/expression region
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As interacOes entre as proprias proteinas do virus e as interacdes entre proteinas
virais e proteinas do hospedeiro sdo essenciais e obrigatorias para 0 sucesso de uma
infeccdo. Todos os virus recrutam proteinas do hospedeiro para sua entrada, replicagéo,
traducdo, evasao do sistema imune do hospedeiro e disseminacdo na célula, assim como
para a montagem do capsideo e o movimento célula a célula.

5.1 Busca por proteinas de plantas candidatas para interacéo
com as proteinas N, NSy, e NSs de GRSV.

Comparados aos outros membros da ordem Bunyavirales, uma das aquisigdes
adaptativas dos orthotospovirus foi uma proteina de movimento (NSy) cuja funcéo é
promover o movimento viral de uma célula a outra pelos plasmodesmas, uma vez que as
células vegetais possuem parede celular que blogueia os processos de endocitose e
brotamento [1,2]. Estudos de sublocalizacdo celular observaram que a NSy esta
localizada nos plasmodesmas e se oligomeriza formando longos tabulos proteicos [3-9],
mas ainda nao foram identificadas interacfes com proteinas plasmodesma-localizadas
da planta hospedeira. Diversas proteinas celulares ja foram identificadas interagindo
com proteinas de movimento virais [10-18]. Neste trabalho, as proteinas candidatas
selecionadas para os testes de interagdo com a NSy de GRSV foram a AtPDLP1,
AtPDLPS5, AtCalreticulina, AtDNAJ, AtHSPROL.

As proteinas localizadas ao plasmodesma (PDLPs) contribuem para a formacéo de
tibulos dos virus Cauliflower mosaic virus (CaMV) e Grapevine fanleaf virus (GFLV)
[19-20]. As proteinas, como a PDLP1 e a calreticulina, mostraram uma interagdo com
MPs virais e a proteina P6 de CaMV co-imunoprecipitou com PDLP1 [19,21].

As proteinas AtMiosina-1X e AtActina-VII foram selecionadas como candidatas
porque foi demonstrado que a proteina N de TSWV trafega por essa via [22].
AtHSPRO1 é uma proteina que promove resisténcia ao nematoide Heterodera schachtii

[23] e foi selecionada porque altos niveis de transcrito desse gene foram encontrados
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em plantas infectadas com orthotospovirus INSV [25]. Estas trés proteinas candidatas
serdo testadas com as proteinas N, NSy e NSs.

Outra aquisicdo importante dos orthotospovirus foi uma proteina supressora de
silenciamento génico (NSs), que permite ao virus evadir as respostas de defesa das
plantas hospedeiras e dos vetores para se replicar e sobreviver dentro do organismo.

Acredita-se que a NSs interfere na resposta do sistema imune da planta
sequestrando siRNAs e dsRNA longos, evitando, assim, o recrutamento do complexo
RISC. Também foi demonstrado que a por¢do N-terminal (133 aminoécidos) da NSs é
importante para a funcdo de silenciamento génico e pode ser a regido candidata chave
para a possivel interacdo da NSs com a proteina Argonautal. Uma mutacdo no motivo
GW/WG, correspondentes aos aminoacidos 17 e 18, levou a perda da atividade de
silenciamento génico em plantas expressando GFP [26,27].

Baseando-se nessa hipdtese de interacdo com Argonauta 1 e no fato de varias
proteinas supressoras virais interagirem com proteinas da via de silenciamento génico
da planta (Fig.1), diversas proteinas foram escolhidas como candidatas para interacao
direta com a NSs [24]: AtArgonautal, AtArgonauta7, AtDCL1, AtDCL4, AtDRBA4,

AtHEN1, AtRDRG6 e AtSGS3.
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Figura 1. Representagdo esquematica da via de silenciamento génico vegetal. As proteinas da
planta que atuam na via estdo marcadas em azul enquanto que proteinas supressoras dessa via estdo
marcadas em amarelo. Figura retirada de [24].

5.2 Metodologia

5.2.1 Amplificacao dos genes

Folhas de Arabidopsis thaliana sadias e agroinfiltradas com vetor viral foram
utilizadas para extracdo de RNA total de acordo com as recomendagOes do fabricante
usando o reagente comercial TRIzol® da Invitrogen™ (Cat. No. 15596-018). Os
cDNAs para os genes das proteinas candidatas para interacdo foram sintetizados
utilizando a enzima transcriptase reversa Super Script I11 (Invitrogen) de acordo com as

recomendacdes do fabricante. Os genes foram amplificados através da reacdo em cadeia

97



1764

1765

1766

1767

1768

1769

1770

1771

1772

1773

1774

1775

1776

1777

1778

1779

1780

1781

1782

1783

1784

1785

1786

1787

de polimerase (PCR) utilizando-se a Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™)
para os genes de até 2500 pb e LongAmp (NEB) , com a utilizacdo dos pares de
oligonucleotideos especificos listados na Tabela 1. Adaptando a técnica de clonagem ao
vetor de destino, a cada gene foram inseridos nucleotideos para manutencdo da ordem
de leitura e sitios para enzimas de restrigao.

Os produtos das PCR foram aplicados em gel de agarose (AMRESCO® ) 1% e
submetido a eletroforese com tampao de corrida TBE 0,5x (45mM de Tris-borato; 1mM
de EDTA), corados em solucdo de brometo de etideo (0,5ug/ml). Os fragmentos com
tamanho esperado foram extraidos do gel com Iamina de bisturi e purificados seguindo

instrugdes do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

5.2.3 Clonagem dos insertos no vetor pPGEM® -T easy (Promega)

Os genes eluidos foram ligados no vetor de entrada para produtos de PCR
pGEM® -T Easy (Promega) de acordo com as instrucfes do fabricante. A ligacao entre
0s insertos o vetor pGEM® -T Easy foi feita com a utilizacdo da T4 DNA Ligase
(Promega) permanecendo overnight a 4°C. E. coli da linhagem DH10B

eletrocompetentes foram transformadas com os plasmideos recombinados.

5.2.4 Digestéo dos vetores recombinantes pGEM + insertos

Esses vetores foram entdo digeridos com as enzimas de restricdo da NEB,
respeitando os sitios adicionados nos oligonucleotideos, utilizando-se o tampdo NEB de
acordo com o protocolo de digestdo dupla fornecido pelo aplicativo do fabricante

(https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder).  Os
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produtos das digestdes foram aplicados em gel de agarose (AMRESCO®) 1% e
submetidos a eletroforese com tampdo de corrida TBE 0,5x (45mM de Tris-borato;
1mM de EDTA) e corados em solucdo de brometo de etideo (0,5ug/ml). Os fragmentos
com tamanho esperado foram extraidos do gel com lamina de bisturi e purificados

seguindo instrucdes do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

5.2.5 Clonagem nos vetores pGADT7 AD e pGBKT7 para ensaio de
Y2H

Os vetores foram entdo digeridos com as enzimas de restricio da NEB,
respeitando os sitios adicionados nos insertos, utilizando o tamp&o NEB de acordo com
0 protocolo de digestdio dupla fornecido pelo aplicativo do fabricante
(https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder).  Os
produtos das digestdes foram aplicados em gel de agarose (AMRESCO®) 1% e
submetidos a eletroforese com tampdo de corrida TBE 0,5x (45mM de Tris-borato;
1mM de EDTA), corados em solucdo de brometo de etideo (0,5ug/ml). Os fragmentos
com tamanho esperado foram extraidos do gel com lamina de bisturi e purificados
seguindo instrucdes do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

Os insertos eluidos foram ligados nos vetores de acordo com as instru¢fes do
protocolo da T4 DNA Ligase (Promega) permanecendo overnight a 16°C. E. coli da
linhagem DH10B eletrocompetentes foram transformadas com as ligacfes de acordo
com Sambrook & Russel (2000).

Os ensaios de duplo hibrido em levedura foram realizados de acordo com o

protocolo fornecido no Curso De Treinamento: Sistema de Duplo Hibrido em Levedura
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1812 para o estudo das interacBes proteina-proteina (Ciba-Embrapa). O Protocolo foi

1813  traduzido e estd em anexo no final deste capitulo (Material suplementar 1).
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para amplificar as proteinas candidatas
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Amplificacéo dos genes das proteinas candidatas

Por meio de RT-PCR seguida de PCR, os fragmentos dos genes: Argonauta 1,
Argonauta 7, Calreticulina, DCL1, DNAJ, Drb4, Hsprol, PDPL1, PDPL5, Henl e

SGS3 foram amplificados (Fig.2).

Calreticulina

Argonauta 7

4 kb

1.5kb

1kb

Argonautal
Argonauta 7
Calreticulina
HSPRO1

Figura 2. Amplificacdo dos genes das proteinas candidatas para interagdo com N, NSy, € NSg,
Marcado em alaranjado estdo as bandas escolhidas para eluicdo e clonagem. Em B e C Dicer
corresponde a DCL1. Gel de agarose 1%. Marcador 1 kb ladder Ludiwig Biotec.
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Os genes DCL4 e Miosina IX ainda ndo foram amplificados e diferentes
protocolos e enzimas estdo sendo testados.

Os genes Calreticulina, DNAJ, PDLP1 e PDLP5 foram inseridos no vetor de
entrada para produtos de PCR pGEM-T easy (3015pb) (Fig.3). Os insertos liberados

serdo utilizados para ligacéo nos vetores pGADT7 AD e pGBK T7 (Fig. S1).

©
=
=
2
ot

@
=

©
O

Figura 3. Digestéo dos vetores recombinantes insertos + pGEM-T easy. Gel de agarose 1%.
Marcador 1 kb ladder Ludiwig Biotec. Calreticulina (1278 pb), Dnal (1047 pb), PDLP1 (912pb),
PDLP5 (900pb) e pGEM-T easy (3000 pb).

5.3.2 InteracOes proteina-proteina

De acordo com o encontrado para TSWYV, as proteinas NP e NSs ndo interagem
com as proteinas do hospedeiro testadas neste ensaio (Fig.4A). As proteinas HSPRO1,
PDLP1 e PDLP5 e Actina 7 ndo interagiram com as proteina NP, NSm e NSs de GRSV,
visto que ndo foi observada nenhuma coldnia visivel nos meios seletivos contendo 3AT
(2mM e 5 mM) (Fig.4 B-C). As demais proteinas presentes na Tabela 1, até o presente

momento, ainda estdo em fase de teste (dados ndo mostrados).
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Em relacdo a possivel interacdo entre NSm.pGBK e CSN5a.pGAD, houve
crescimento de coldnias no meio seletivo na auséncia de histidina, (-LWH) porém, no
meio seletivo com 3AT (2mM e 5mM) ndo foi verificado crescimento, concluindo-se
que se trata de um falso positivo. No entanto, vale ressaltar que possiveis interacoes
entre a NP.pGBK e a CSN5a.pGAD e entre a NSs.pGBK e a CSN5a.pGAD foram
identificadas pelo crescimento de col6nias de levedura nos meios seletivos contendo

3AT (Fig. 4D).

Figura 4. Ensaio de Duplo hibrido em Levedura (Y2H) para interages proteina-proteina entre a
NP, NSm e NSs de GRSV e A. thaliana. Meios seletivos: -LW, ausente em leucina e Triptofano; -LWH,
ausentes em leucina, Triptofano e histidina; 2mM, -LWH com presenca de 3AT na concentracdo de
2mM; 5mM, -LWH com presenca de 3AT na concentracdo de 5SmM.

O gene da CSNb5a esta localizado no cromossomo 1 de A. thaliana e a proteina
codificada atua no desenvolvimento morfoldgico e nas respostas de defesa da planta por

meio da degradacdo de proteinas via ubiquitina¢do e producdo de &cido jasmonico [28,
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29]. Por ser uma proteina que ativa as defesas da planta, a auséncia de interacdo com a

proteina NSm pode ser um resultado importante para ser analisado. Estudos futuros

poderdo confirmar se, de fato, essas interagdes séo relevantes no contexto do sistema

virus/planta.
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5.5 Figuras Suplementares

S.1 Mapas dos vetores pGADT7 AD e pGBKTY7
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pGADT7 AD Vector Information PT3249-5

Cat. Nos. 630442
630489
630491

pGADT7 AD

Ampr

17 Saque Primar
T7 Pramoter

1857 CTATTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC CCA AAA AAA G.A‘G ATCTTT AAT ACG ACT

21
E— - HA Ephiope Tag

—_—— L
1814 CAC TAT AGG GCG AGC GCC 6CC ATG GAG TAC CCA TAC GAC 6TA CCA GAT TAC GCT

Manchmaker 5' AD LD«Insart Seraening Anplines GALS

START

1968 CAT ATG GCC ATG GAG GCC AGT GAA TTC CAC CCG GGT GGG CAT CGATAC GGG ATC CAT
Ndel EcoRl Smal/ Clal BamHl
SHT Xmal

2025 CGAGCT CGA GCT 6CA GATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTC

Sac!

Xhol Matchmater 3' AD LO«nsert Seraening Amplimer

280 AACTGTGCATCGTGCACCATCT
—
¥ AD Sequenting Primer

pPGADT7 AD Veector Map and Multiple Cloning Site (MCS).

Description

pGADT7 AD is a yeast expression vector that is designed to express a protein of interest
fused to a GAL4 activation domain (AD; amino acids 768-881).Transcription of the GAL4AD
fusion is driven by the constitutively active ADHT promoter (P, ), and is terminated at the
ADHT1 transcription termination signal (T, ). The GAL4 AD fusion contains an N-terminal
SV40 nuclear localization signal (SV40 NLS; 1) that targets the protein to the yeast nucleus,
and a hemagglutinin epitope tag (HATag), located between the GAL4 AD and the protein
of interest, that allows the protein to be easily detected with HA-tag antibodies.

TheT7 promoter (Pp,), located just upstream of the HA tag sequence, allows in vitro tran-
scription and translation of the HA-tagged protein of interest (without the GAL4 AD and
the SV40 NLS). pGADT7 AD replicates autonomously in both E. coliand S. cerevisiae from
the pUC and 2 u ori, respectively. The vector also contains an ampicillin resistance gene
(Ampr) for selection in E. coli and a LEUZ nutritional marker for selection in yeast.

{010312)

108



1974

1975

c
2
—

E

=}
-
=

-
2

®
>

C

Clontech

United Stotes/Canada
B800.£62.2565

Asia Pecific
+1.650.913.7300

Ewrope
+3310)13904.6830

Japan
+BLI0)TI543.6116

Clontach Laboratoris, ne.
ATakara Bio Company
1280 Terra Balkla Ave.
Mountain View, CA 39043
Tacheical Suppont US)
E-mait tech @ dormech .com
wwwdontech com

pGBKT7 Vector Information PT3248-5
Cat. No. 630489
630443
Hindlll
o)

Hindlll
(8544

4 c-Myc epitope tag

har 5 DNABD Vactar

NS losert Scraanieg Amplimer GALG DNA-Bindisg Deasain
 eee——
TCATCG GAA GAG AGT AGT AAC AAA GGT CAA AGA CAG TTG ACT GTA TCG CCG GAA TTT
aa.
2 T7 Soguencing Primar w
. c«Myc Egitege Tag

[, S ——
GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA GCC GCC ATC ATG GAG GAG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC CT6
START

CAT ATG GCC ATG GAG 6CC GAA TTC CCG 666G ATC CGT CGA CCT GCA 6CG 6CC GCA TRACTABCATARCEEE
Ndel  Ncol Sl EcoRl spgy BamHl Sall  Pstl

12 Xmal
T7 Terminator

TIGGEGCCTCTAAACGGETCTTEAGEGGTTTITTGCGCGCTIGCAGCCAAGCTAATTCCGGGCEAATTTCTTATGATTT
STOP
=t

il
dl

 §
T

n A

.ATGAmmﬁATTAMTMETTATAMMMATMGTETATMmTAMETGACTCTTRBGTTTTMMCGAAM
— ¥ DNA-BD Primar

Matchmater 37 DNA-BD Vacoor
lrsart Seraening Amglimar

Restriction Map and iple Cloning Site (MCS) of pGBKTZ. Unique restriction sites are in bold.

Description:

The pGBKT7 vector expresses proteins fused to amino acids 1-147 of the GAL4 DNA binding
domain (DNA-BD). In yeast, fusion proteins are expressed at high levels from the constitutive
ADH1 promoter (P, ); transcription is terminated by the T7 and ADH1 transcription termi-
nation signals (T, .. ). pGBKT7 also contains theT7 promoter, a c-Myc epitope tag, and a
MCS. pGBKT7 replicates autonomously in both E. coli and S. cerevisiae from the pUC and
2 u ori, respectively.The vector carries the Kan' for selection in E. coli and the TRP1 nutritional
marker for selection in yeast.Yeast strains containing pGBKT7 exhibit a higher transformation
efficiency than strains carrying other DNA-BD domain vectors (1).

(PRBY2643; published 5 Dec 2008)
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Conclusao geral e Perspectivas

Por meio desse trabalho foi possivel identificar as estruturas tridimensionais para
as proteinas NP e NSs de GRSV e para a NP de ZLCV, pois os principais motivos
proteicos para oligomerizacdo e interacdo com acidos nucleicos foram preditos. Esses
resultados abrem caminho para futuros estudos de mutacfes sitio dirigidas para
compreensdo da formacdo do ribonucleocapsideo, formacdo das particulas e interacdo

com demais proteinas do virus e dos hospedeiros.

Esse trabalho permitiu que a técnica de duplo hibrido em levedura fosse
estabelecida no laboratorio de Virologia Vegetal da Universidade de Brasilia-UnB, o
que possibilitara, ndo s6 os estudos de interacdo proteina-proteina para orthotospovirus,

como para 0s demais virus estudados pelo nosso grupo de pesquisa.

Por meio desse trabalho também foi possivel estabelecer e aperfeicoar um sistema
de expressdo de proteina nativa para a NSs de GRSV, passo essencial para a
cristalizacdo proteica visando a resolucdo da estrutura tridimensional dessa e de outras

proteinas de orthotospovirus.

110



111



