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RESUMO

O sucesso do parasitismo pelos virus depende da utilizagdo do metabolismo do hospedeiro para
gerar novas particulas infecciosas e transmiti-las a outras células. Em virus de plantas, o
transporte intercelular ¢ mediado pelas proteinas de movimento (MPs) que por diferentes
mecanismos sdo capazes de interagir com os canais de comunicagdo do hospedeiro
(plasmodesmos) resultando na infecg@o sistémica. Andlises comparativas entre estruturas de
proteinas virais auxiliam no entendimento de suas relagcdes funcionais e evolutivas, no entanto,
poucos estudos estdo disponiveis a respeito da comparagdo estrutural entre MPs de isolados
virais de diferentes categorias taxondmicas. Portanto, objetivou-se com este trabalho verificar
se ha conservagdo da estrutura primadria e terciaria das proteinas de movimento de isolados de
diferentes grupos, tendo como referéncia comparacgoes entre replicases/proteinas associadas a
replicagdo e; verificar se ha correlacdo entre o0 mecanismo de interagdo com os plasmodesmos
e a similaridade estrutural das MPs. Foram obtidas sequéncias de aminoacidos das proteinas
replicase e de movimento de 44 isolados de gé€neros virais distintos e as analises comparativas
das estruturas primarias foram realizadas utilizando-se o programa EMBOSS-Needle e as
estruturas terciarias foram obtidas no programa I-TASSER e comparadas no programa UFSC
Chimera. No geral, hd um baixo grau de conservacao da estrutura terciaria das MPs e proteinas
de isolados pertencentes a diferentes categorias taxondmicas podem apresentar semelhanga
estrutural, inclusive em nivel de dominios virais. Logo, a conservacao de estrutura primaria e
terciaria das MPs nao depende de suas categorias taxonOmicas virais ¢ ndo ha correlagio entre
a similaridade de suas estruturas tridimensionais ¢ os mecanismos de interagdo com o0s
plasmodesmos.

Palavras chave: movimento viral; estrutura tridimensional; virus de plantas; comparagao de
estruturas de proteinas; sequéncia de aminoacidos.



ABSTRACT

The success of the parasitism by viruses depends on the use of host metabolism to generate new
infectious particles and transmit them to other cells. In plant viruses, intercellular transport is
mediated by movement proteins (MPs) that interact with host communication channels
(plasmodesmata) by different mechanisms resulting in systemic infection. Comparative
analysis between structures of viral proteins allow to understand their functional and
evolutionary relationships, however, few comparative studies are available involving MPs of
different viral taxonomic categories. Therefore, the aims of this study were to verify if there is
conservation of the primary and tertiary structures of movement proteins among viral isolates
from different groups, using as reference the comparisons of replicases or replication-associated
proteins and; to verify if there is correlation between the mechanism of interaction with
plasmodesmata and the structural similarity of MPs. Amino acid sequences of
replicases/replication-associated and movement proteins were obtained from 44 isolates of
different viral genera and comparative analyses of the primary structures were performed using
the EMBOSS-Needle program and the tertiary structures were obtained using I-TASSER
program and compared in the UFSC Chimera program. In general, there is a low degree of
conservation of the tertiary structure of MPs and proteins from isolates belonging to different
taxonomic categories may show structural similarity, including at the level of viral domains.
Therefore, the conservation of primary and tertiary structures of MPs does not depend on their
viral taxonomic categories and there is no correlation between similarity of their three-
dimensional structures and the mechanisms of interaction with plasmodesmata.

Key words: viral movement; 3D structure; plant viruses; protein structure comparisons; amino
acid sequence.
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1. INTRODUCAO

Os virus sdo nucleoproteinas que possuem a capacidade de causar doengas em seres
vivos e sdo considerados parasitas moleculares incapazes de se reproduzirem de forma
independente de um hospedeiro (AGRIOS, 2005). Os virus sao considerados entidades
patogénicas de estrutura simples que necessitam, obrigatoriamente, estar no interior de células
vivas para sua atividade bioldgica, o que inclui a utilizagdo do metabolismo celular do
hospedeiro para sua multiplicagdo e transmissdo a novas células. A passagem da particula viral
para o interior do hospedeiro pode ser mediada por vetores e entre os possiveis hospedeiros
estdo, inclusive, outros microrganismos como fungos, bactérias e algas, assim como animais
invertebrados, vertebrados e as plantas (TERI, 2008).

Os virus capazes de infectar plantas contribuem para a deterioragdo da qualidade das
mesmas, sendo responsaveis por prejuizos econdmicos na agricultura estimados em 50 bilhdes
de euros (R$ 319,16 bi) por ano (PALLAS et al., 2018) e redugdo de até 50% na produtividade
em campos de cereais como cevada, trigo e milho e até 80% nos campos de cana-de-agticar em
todo o mundo (JONES, 2021; PATIL, 2021). Apesar dos prejuizos relacionados as doencas
virais, estudos indicam provaveis beneficios para a producdo vegetal como indugdo de
tolerancia térmica e hidrica as plantas, seja em relagdes de simbiose com fungos ou mutualismo
com a propria planta, o que evidencia a grande diversidade entre os virus (ROOSSINCK, 2011,
2015; GONZALEZ et al., 2021).

O décimo relatério do “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV,
2020) indica a existéncia de um total de 9110 espécies distintas de virus. Apesar do grande
numero de espécies e toda diversidade atribuida a elas, como diferentes composigdes genéticas
e morfolodgicas, os virus precisam garantir o sucesso da sua replicacdo e transmissao as novas
células hospedeiras. Dentre as proteinas importantes nesses processos, pode-se citar as
replicases (ou, em alguns casos, proteinas associadas a replicagdo) e as proteinas de movimento
(HEINLEIN, 2015).

Uma vez ocorrida a entrada do virus na planta, processo mediado por ferimentos
provocados pela acdo mecanica durante a alimentacao de vetores, injurias pelos tratos culturais
ou pela acdo ambiental (microferimentos ocasionados pela abrasdo de particulas carregadas
pelo vento), € necessaria a sintese de novas moléculas de 4cido nucléico e de proteinas, a fim
de constituir novas particulas virais para possibilitar novas infecgdes (HULL, 2014). Na maioria

dos casos, as proteinas envolvidas na replicagao nao fazem parte da estrutura da particula viral



e o compartimento celular no hospedeiro onde sdo sintetizadas e exercem suas atividades
variam de acordo com o tipo de acido nucleico e organizacdo gendomica (REZENDE &
KITAJIMA, 2011).

A replicacao dos virus de RNA ocorre no citoplasma quando o RNA viral ¢ liberado da
capa proteica (desencapsidagdao) e se associa aos ribossomos da célula hospedeira dando
origem, por meio do processo de tradugdo, a proteina RNA polimerase dependente de RNA (do
inglés, RNA-dependent RNA polymerase, RdRp, ou simplesmente replicase) que, por sua vez,
transcreve outras fitas de RNA complementares que serdo usadas para sintese de mais RNA
viral e de proteinas capsidiais que formarao novas particulas de virus. A replicagdo dos virus
de DNA também se inicia apds a introducdo do virus no citoplasma e a desencapsidacdo, que
permite que o DNA viral seja levado ao nticleo da célula hospedeira onde se replica utilizando
a proteina polimerase DNA I nuclear, capaz de duplicar a fita simples de DNA, permitindo a
sintese de mais DNA viral que sera encapsidado para formar uma nova particula infecciosa
(HULL, 2014; SOUZA & CARVALHO, 2019).

Para garantir uma infec¢ao bem sucedida, além de formar novas particulas infecciosas
pelo processo de replicagdo, os virus de plantas devem se espalhar pelo hospedeiro por meio do
movimento célula a célula (movimento a curta distancia) até alcangarem os vasos condutores
do floema (movimento a longa distincia), resultando na distribui¢do sistémica do virus na
planta (REZENDE & KITAJIMA, 2011). O movimento a curta distancia ¢ facilitado pelas
proteinas de movimento (do inglés Movement Protein, MPs), cujo objetivo € promover a
propagacao intercelular dos virus mediante interagdes com os plasmodesmos (Pd) (HEINLEIN
& EPEL, 2004; MAULE, 2008). Os Pd sdo canais de comunicagao intercelular exclusivos de
células vegetais e conectam os citoplasmas de células adjacentes por meio de poros na parede
celular que permitem a comunicacdo e o fluxo de seiva elaborada, porém, possuem uma
permeabilidade natural com restricdo a macromoléculas (canal com limite de 20-40 nm de
diametro, também conhecido como limite de exclusdo) e, por isso, representam um gargalo para
o movimento célula a célula dos virus de plantas (NIEHL & HEINLEIN, 2011; SCHOELZ et
al., 2011).

Apesar da barreira fisica imposta pelos Pd, as MPs interagem com as proteinas do canal
e possibilitam a transferéncia de complexos de 4cido nucléico ou até da particula viral completa
para as células vizinhas (LUCAS, 2006). Essa interagdo ocorre por meio de diferentes
mecanismos que podem ser divididos em dois tipos: (A) MPs que aumentam o limite de
exclusdo do plasmodesma sem modificar sua estrutura e, (B) MPs que modificam o canal do

Pd através da formagao de estruturas tubulares (SCHOLTHOF, 2005).
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O tipo A inclui virus de plantas cujas MPs sdo capazes de aumentar o limite de exclusao
dos Pd para permitir a transferéncia apenas do DNA ou RNA viral. Esse tipo de mecanismo ¢
observado em virus pertencentes aos géneros Dianthovirus, Carmovirus, Closterovirus,
Luteovirus, Potyvirus, Tobamovirus, Tombusvirus, Begomovirus ¢ em alguns membros das
familias Rhabdoviridae, Bromoviridae, Alphaflexiviridae, Betaflexiviridae e Virgaviridae. O
movimento do tipo B compreende um grupo de virus de plantas cuja MP sofre oligomerizacao
e forma estruturas tubulares especializadas capazes de aumentar drasticamente os Pd, o que
permite o transporte intercelular do virus encapsidado, ou seja, a particula viral completa ¢
transferida a célula adjacente. A formagdo de tibulos para o movimento intercelular ¢
encontrada em virus pertencentes aos géneros Caulimovirus, Tospovirus, Umbravirus e
membros da subfamilia Comovirinae (familia Secoviridae) (LUCAS, 2006; HARRIES &
DING, 2011; KUMAR et al., 2014; MUSHEGIAN & ELENA, 2015; HONG & JU, 2017;
DOROKHOV et al., 2020; GAURAV & DASGUPTA, 2021).

Os primeiros estudos sobre o movimento de virus em plantas foram realizados em
isolados da espécie Tobacco mosaic virus na década de 1980 (LEONARD & ZAITLIN, 1982;
ATABEKOV, 1984; DEOM et al., 1987) e, apesar da importancia das MPs e do longo periodo
desde entdo, ainda ha relativamente pouca informacdo disponivel sobre os mecanismos
subjacentes, os modelos de movimento viral através dos Pd e as interagdes com outras proteinas.
Alguns estudos indicam proximidade espacial e funcional entre as proteinas de replicagdo e de
movimento (TILSNER & OPARKA, 2012; HEINLEIN, 2015), podendo ainda a MP atuar
como um condicionador da propagacdo intercelular durante a infeccdo, pois induz condi¢des
favoraveis para o movimento acelerado do RNA viral para as células adjacentes, apesar de MPs
serem dispensaveis para a replicagdo (SHESHUKOVA et al., 2020).

Por sua vez, as proteinas associadas a replicacdo evoluiram de um ancestral comum e
apresentam alto nivel de conservacdo estrutural apesar das interacdes com diferentes
hospedeiros durante o processo evolutivo e, por isso, podem ser utilizadas como referéncia de
conservagao de estruturas para outras proteinas (KRUPOVIC; DOLJA & KOONIN, 2019).
Logo, estudos que visam comparar as estruturas tridimensionais entre as MPs sdo importantes
para o melhor entendimento das interagdes e particularidades do processo de movimento viral.

A andlise comparativa entre estruturas ¢ usualmente aplicada com o objetivo de
estabelecer relacdes funcionais e evolutivas entre proteinas, pois a conservagao estrutural pode
indicar uma origem comum (proteinas homologas) ou até mesmo um processo evolutivo
convergente ou paralelo. Enquanto a andlise da estrutura primaria (sequéncia de aminoacidos)

possibilita a avaliagdo evolutiva entre espécies distintas, a anélise da estrutura tridimensional
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auxilia na compreensao do relacionamento entre categorias taxondmicas superiores ou mais
distantes (MAYR et al., 2007; JAN & TAO, 2015). De acordo com Santos Filho e Alencastro
(2003), valores a partir de 30% de similaridade entre estruturas primarias resultam em uma
boa sobreposicdo das cadeias principais e, a partir de 40% de identidade entre estruturas
terciarias se consegue uma boa qualidade de modelagem tridimensional.

Nesse contexto, objetivou-se com esse trabalho: (i) verificar se hd conservacdo da
estrutura primaria e tercidria das proteinas de movimento entre diferentes grupos taxonomicos
virais, tendo como referéncias comparagdes envolvendo as replicases (ou proteinas associadas
a replicacdo); (ii) verificar se ha conservagao estrutural entre MPs de virus que compartilham o

mesmo mecanismo de movimento (tipo A ou B).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenciao de sequéncias de aminoacidos de replicases e proteinas de movimento
virais

Sequéncias de aminoacidos de replicases (ou proteinas associadas a replicacdo) e MPs
foram obtidas a partir de isolados tipicos (Tabela 1) pertencentes a 11 familias virais distintas
(total de 44 géneros) de acordo com a classificagdo taxondmica estabelecida pelo International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, https://talk.ictvonline.org/) disponivel no 10%
Report on Virus Taxonomy. Informacdes acerca da organizagdo gendmica e estratégia de
replicagdo viral também foram obtidas da mesma plataforma (LEFKOWITZ et al., 2018;
WALKER et al., 2020). As sequéncias de aminoacidos analisadas neste estudo foram obtidas a

partir do Genbank (NCBI, 2018).
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Tabela 1. Lista dos isolados virais tipicos, conforme 10" Report on Virus Taxonomy, selecionados para a andlise das estruturas primarias e

terciarias de suas replicases (ou proteinas associadas a replicagdo) e proteinas de movimento (MP).

Codigo de Acesso - GenBank

Dominio Familia Género Espécie
MP Rep
Becurtovirus Beet curly top Iran virus EU273818
Begomo.vzru.s Cotton chlorotic spot virus KF358471 KF358470
(genoma bipartido)
Begomovirus .
(genoma monopartido) Tomato yellow leaf curl virus EU734831
L Curtovirus Beet curly top virus M24597
Geminiviridae
. Eragrovirus Eragrostis curvula streak virus FJ665631
Monodnaviria
Grablovirus Grapevine red blotch virus JQY01105
Mastrevirus Maize streak dwarfing virus MK329300
Topocuvirus Tomato pseudo-curly top virus X84735
Babuvirus Banana bunchy top virus DQ826394 S56276
Nanoviridae
Nanovirus Faba bean yellow leaf virus HE654125 HE654123
Furovirus Chinese wheat mosaic virus AJ012005
Riboviria Virgaviridae Tobamovirus Maracuja mosaic virus DQ356949
Tobravirus Tobacco rattle virus AF166084
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Citrivirus Citrus leaf blotch virus AJ318061 MK894852
Capillovirus Apple stem grooving virus D14995 AF522459
Betaflexiviridae Tepovirus Potato virus T EU835937 JQ407084
Trichovirus Apple chlorotic leaf spot virus M58152 KF534757
Vitivirus Grapevine virus A X75433 LC617943
Alfamovirus Alfalfa mosaic virus K02703 MK607976
Anulavirus Amazon lily mild mottle virus AB724115 AB724114
Bromoviridae
Bromovirus Broad bean mottle virus M60291 M64713
Cucumovirus Cucumber mosaic virus D10538 LC510820
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Codigo de Acesso - GenBank

Tabela 1. Continuagao.
Dominio Familia Género Espécie
MP Rep
llarvirus Apple mosaic virus U15608 AF174585
Bromoviridae
Oleavirus Olive latent virus 2 X76993 X94347
Cytorhabdovirus Alfalfa dwarf virus KP205452 MN402611
Rhabdoviridae
Dichorhavirus Coffee ringspot dichorhavirus KF812525 GQ979998
Tymovirus Turnip yellow mosaic virus KJ619962 KJ623923
Tymoviridae
Marafivirus Maize rayado fino virus AF265566
Ampelovirus Grapevine leafroll-associated virus 3 AF037268
Riboviria Closterovirus Arracacha virus 1 MG919988
Closteroviridae
Crinivirus Lettuce chlorosis virus FJ380119 KX685958
Velarivirus Grapevine leafroll-associated virus 7 HES88185
Luteovirus Barley yellow dwarf virus X07653 LC550017
Luteoviridae
Polerovirus Potato leafroll virus D00530
Tombusvirus Tomato bushy stunt virus M21958
Tombusviridae Dianthovirus Carnation ringspot virus M88589 L18870
AJ243370

Aureusvirus

Pothos latent virus



15

Carmovirus Cowpea mottle virus U20976

Panicovirus Panicum mosaic virus U55002

Machlomovirus Maize chlorotic mottle virus X14736
Caulimovirus Soybean Putnam virus JQ926983
Rosadnavirus Rose yellow vein virus JX028536

Caulimoviridae

Solendovirus Tobacco vein clearing virus AF190123

Soymovirus Peanut chlorotic streak virus U13988
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2.2 Predicao das estruturas tridimensionais

As estruturas tridimensionais das proteinas virais foram preditas pelo método de
homologia utilizando-se o programa [-TASSER (Zhang Lab, University of Michigan, EUA).
A predigdo resultou em cinco modelos tridimensionais para cada sequéncia de aminoacidos,
cada um associado a um C-escore (pontuacdo de confianga). Esse parametro estima a qualidade
geral da modelagem das estruturas tridimensionais variando de -5 a 2, sendo que valores
proximos de 2 indicam modelos de alta qualidade (ZHANG et al., 2008, 2010, 2015). No
presente estudo, dentre os cinco modelos de estruturas tridimensionais obtidos no I-TASSER
para uma dada proteina, apenas aquele com maior escore foi empregado nas analises

subsequentes.

2.3 Analises comparativas das estruturas primarias e terciarias

Os valores de similaridade par a par entre as estruturas primdrias (sequéncias de
aminoacidos) das proteinas de replicacdo e movimento foram calculados utilizando-se o
programa EMBOSS-Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) (RICE et al.,
2000; GOUJON et al. 2010).

As andlises comparativas das estruturas tridimensionais foram realizadas no programa
UFSC Chimera versao 1.15 (Computer Graphics Laboratory, University of California, San
Francisco, EUA). As comparagdes foram realizadas utilizando-se a ferramenta “MatchMaker”
que possibilita o alinhamento dos residuos de aminodcidos. A ferramenta “Match-Align”
também foi empregada na geracdo de alinhamentos de sequéncias a partir da sobreposi¢ao
estrutural feita na etapa anterior, porém com descarte dos residuos e utilizando-se somente as

regides com proximidade espacial (PETTERSEN et al., 2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparagdo entre as sequéncias de aminoéacidos de proteinas de movimento indica
uma tendéncia de conservagdo mais uniformizada para alguns isolados de géneros de virus de
RNA comparados aos isolados de virus de DNA (familias Geminiviridae e Nanoviridae)
(Figura 1). O maior percentual de similaridade entre as estruturas primarias das MPs foi de 55
%, obtido da comparagdo entre isolados dos géneros Velarivirus e Crinivirus, pertencentes a
familia de virus de RNA Closteroviridae, que também apresentou maior conservacao da
estrutura primaria, com valores médios de 45% de similaridade entre isolados de seus géneros,
seguida de isolados das familias Luteoviridae, Caulimoviridae, Bromoviridae ¢

Betaflexiviridae com 43%, 35%, 33% e 31%, respectivamente. Por outro lado, isolados da
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familia Virgaviridae apresentam apenas 15,7% de similaridade nas comparagdes entre seus

géneros, porém, quando comparada a isolados da familia Caulimoviridae obteve-se maior
similaridade entre as sequéncias, cerca de 28,5%. Por sua vez, isolados da familia
Caulimoviridae apresentaram similaridade com quase todos os isolados de géneros do dominio
Riboviria, pertencentes as familias Virgaviridae, Betaflexiviridae, Bromoviridae,
Rhabdoviridae, Closteroviridae ¢ também a isolados dos géneros da familia Tombusviridae
que codificam apenas uma MP.

Ainda na comparacao dos isolados pertencentes a familia Tombusviridae, foram
observadas variagdes nos valores de similaridade de sequéncia de aminoacidos obtidos nas
comparagdes entre as proteinas 1 (38% a 43%) e proteina 2 (25% a 45%) dos géneros que
codificam duas proteinas de movimento (Carmovirus, Panicovirus e Machlomovirus).
Observou-se também que dentro da familia Tombusviridae, os isolados de géneros cujos virus
codificam apenas uma MP tém maior percentual de similaridade entre a sequéncia de
aminodcidos dos demais isolados pertencentes as familias de virus de RNA, quando
comparados aos isolados de géneros da mesma familia que contenham duas MPs. A proteina 2
do isolado do género Machlomovirus também compartilha similaridade com as sequéncias de
aminoacidos de proteinas de virus de DNA de fita simples dos géneros Becurtovirus (31%),
Begomovirus i1solado monopartido (29,3%) e Curtovirus (25,7%) pertencentes a familia
Geminiviridae e, de 20 a 22% com os isolados dos géneros da familia Nanoviridae.

Salvo algumas excecdes, como os géneros Cucumovirus, Tymovirus, Carmovirus,
Panicovirus e Machlomovirus, a estrutura primaria da proteina de movimento do isolado com
genoma bipartido do género Begomovirus teve maior similaridade com isolados das familias
de virus de RNA do que com os isolados pertencentes as familias de seu proprio dominio. O
isolado com genoma monopartido do género Begomovirus apresentou maior similaridade com
isolados dos géneros Topocuvirus (29%), Curtovirus (28%) e Eragrovirus (26%) que
pertencem a mesma familia Geminiviridae, mas também com o género Babuvirus, da familia
Nanoviridae, ambas Monodnaviria. O maior percentual de similaridade entre as sequéncias de
aminoacidos das MPs de virus Monodnaviria foram obtidos nas comparagdes entre os isolados
dos géneros Curtovirus e Eragrovirus, Mastrevirus e Curtovirus, Topocuvirus e Becurtovirus,
Mastrevirus e isolados da familia Nanoviridae, com 35,1%, 34,9%, 34% e 30% de

similaridade, respectivamente.
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Figura 1. Mapa de calor do percentual de similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das
proteinas de movimento de diferentes isolados virais. Os percentuais de similaridade foram
obtidos por meio de comparagdes par a par entre isolados de 11 familias distintas (44 géneros)

de virus utilizando-se o programa EMBOSS-Needle.

Como referéncia de comparagdo, também foram calculados os percentuais de
similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas replicases (ou associadas a
replicacao) de isolados dos mesmos grupos taxondomicos (Figura 2). Os maiores valores foram
observados nas comparagdes entre isolados de familias de virus de DNA, com percentual médio
de 41% de similaridade, de forma contraria ao observado nas analises comparativas das
estruturas primdrias das proteinas de movimento, que apresentaram apenas 17,2% de
similaridade entre isolados de virus do mesmo dominio (Monodnaviria).

Isolados da familia Closteroviridae apresentaram os maiores percentuais de
similaridade entre gé€neros nas andlises das proteinas de movimento e replicacdo, com 45% e
47,7%, respectivamente. Para as proteinas de replicagdo, destacam-se também os isolados das
familias Caulimoviridae e Bromoviridae com 44,4% e 37,5% de similaridade entre sequéncias
de amino4cidos, respectivamente e, embora os valores sejam um pouco menores, isolados
dessas mesmas familias se destacam nas analises das MPs com 35% e 33%, respectivamente.
Isolados da familia Tombusviridae apresentaram aproximadamente 39% de similaridade entre
as sequéncias das proteinas de replicagdo, porém o mesmo nao foi observado nas comparagdes
entre as MPs.

Para as proteinas envolvidas na replicacdo, isolados da familia Closteroviridae nao se
destacaram apenas pela similaridade de sequéncias de aminoacidos entre seus géneros,
conforme citado anteriormente, mas também apresentam similaridade com as sequéncias de
aminodcidos de isolados da familia Bromoviridae (26,5%), do género Tepovirus da familia
Betaflexiviridae (30%), da familia Tombusviridae (20,8%), Caulimoviridae (18,6%) e ainda
Geminiviridae € Nanoviridae (15,5%, em média), que pertencem ao dominio Monodnaviria.
Nas analises das sequéncias das MPs, observa-se que isolados da familia Closteroviridae
também compartilham similaridade entre sequéncias de aminoacidos com isolados das familias
Caulimoviridae (19,4%), Betaflexiviridae (16,7%), Bromoviridae (16,21%) e com o isolado do
género Dianthovirus da familia Tombusviridae (18,7%) assim como as proteinas replicases,
com excecao da familia Virgaviridae (16,1%) que foi observado apenas nas analises da MP.

Enquanto isolados da familia Virgaviridae destacam-se por apresentarem similaridade

de sequéncia de MPs com isolados de outras familias de virus de RNA como Closteroviridae,
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Caulimoviridae (28,5%) e parte da familia Tombusviridae, para as proteinas envolvidas na
replicag@o foi observado uma maior conservagao apenas entre a propria familia Virgaviridae,
com aproximadamente 40%.

Isolados das familias pertencentes ao dominio Monodnaviria tém proteinas de
replicagdo com aproximadamente 30% de similaridade entre as sequéncias de aminoacidos e,
dentro da propria familia, os géneros compartilham, em média, valores de 73% e 47% de
similaridade para Nanoviridae e Geminiviridae, respectivamente. Contudo, os maiores valores
obtidos foram encontrados na comparagdo de isolados da familia Geminiviridae, com
similaridade entre o género Topocuvirus e os géneros Curtovirus € isolados com genoma mono
e bipartido do género Begomovirus de 79,5%, 77,7% e 71%, respectivamente e, a combinagao
entre Curtovirus € Begomovirus resultou em 73% de similaridade. Com valores menores, as
combinagdes mais significantes entre as proteinas de movimento de virus de DNA também
ocorreram em isolados da familia Geminiviridae com 29%, 28% ¢ 26% de identidade entre as
estruturas das MPs do isolado com genoma monopartido do género Begomovirus e dos isolados

dos géneros Topocuvirus, Curtovirus € Eragrovirus, respectivamente.
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Figura 2. Mapa de calor do percentual de similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das

proteinas envolvidas na replicagdo de diferentes isolados virais. Os percentuais de similaridade
foram obtidos a partir de comparacdes par a par entre isolados de 11 familias distintas (44

géneros) utilizando-se o programa EMBOSS-Needle.

Foram realizadas também, analises comparativas de acordo com as combinagdes par a
par das estruturas tercidrias das proteinas de movimento, a fim de obter o percentual de
identidade entre elas (Figura 3). De todas as andlises, as comparagdes das estruturas
tridimensionais das proteinas de movimentos demonstraram o menor percentual geral, ndo
ultrapassando 30%, o que sugere pouca conservagdo da estrutura tercidria entre os isolados das
familias avaliadas, sendo o percentual de identidade entre isolados de géneros de virus de DNA
e RNA apenas 2,6% e 2%, respectivamente.

Nas comparagdes par a par, o maior valor obtido também foi resultado da analise de
isolados dos géneros Velarivirus e Crinivirus, pertencentes a familia de virus de RNA
Closteroviridae, com 29,3% de identidade entre suas estruturas tridimensionais (Figura 4c) e,
na andlise intrafamiliar, isolados da mesma familia também apresentaram os maiores
percentuais de identidade (23,15%), seguida da familia Luteoviridae com aproximadamente
17%.

As comparacdes de isolados dos géneros pertencentes a familia Tombusviridae sugerem
que os virus que codificam duas proteinas de movimento tendem a ter uma pequena relacao de
identidade com todos os isolados das familias avaliadas, independente da organizagdo
gendmica, porém ainda em valores baixos, ndo ultrapassando 17%. Isolados das familias
Virgaviridae, Betaflexiviridae, Bromoviridae, Rhabdoviridae e Tymoviridae apresentaram
baixos valores de identidade na comparacdo intra e interfamiliar, mesmo pertencendo ao

mesmo dominio Riboviria.



Geminiviridae; Becurtovirus; EU273818
Geminiviridae; Begomovirus bipartido; KF358471
Geminiviridae; Begomovirus monopartido; EU734831
Geminiviridae; Curtovirus; M24597
Geminiviridae; Eragrovirus; FJ665631
Geminiviridae; Grablovirus; JQ901105
Geminiviridae; Mastrevirus; MK329300
Geminiviridae; Topocuvirus; X84735
Nanoviridae; Babuvirus; DQ826394
Nanoviridae; Nanovirus; HE654125
Virgaviridae; Furovirus; AJ012005

Virgaviridae; Tobamovirus; DQ356949
Virgaviridae; Tobravirus; AF166084
Betaflexiviridae; Citrivirus; AJ318061
Betaflexiviridae; Capillovirus; D14995
Betaflexiviridae; Tepovirus; EU835937
Betaflexiviridae; Trichovirus; M58152
Betaflexiviridae; Vitivirus; X75433
Bromoviridae; Alfamovirus; K02703
Bromoviridae; Anulavirus; AB724115
Bromoviridae; Bromovirus; M60291
Bromoviridae; Cucumovirus; D10538
Bromoviridae; llarvirus; U15608

Bromoviridae; Oleavirus; X76993
Rhabdoviridae; Cytorhabdovirus; KP205452
Rhabdoviridae; Dichorhavirus; KF812525
Tymoviridae; Tymovirus; KJ619962
Tymoviridae; Marafivirus; AF265566
Closteroviridae; Ampelovirus; AF037268
Closteroviridae; Closterovirus; MG919988
Closteroviridae; Crinivirus; FJ380119
Closteroviridae; Velarivirus; HE588185
Luteoviridae; Luteovirus; X07653

Luteoviridae; Polerovirus; D00530
Tombusviridae; Tombusvirus; M21958
Tombusviridae; Dianthovirus; M88589
Tombusviridae; Aureusvirus; AJ243370
Tombusviridae; Carmovirus proteina 1; U20976
Tombusviridae; Carmovirus proteina 2; U20976
Tombusviridae; Panicovirus proteina 1; U55002
Tombusviridae; Panicovirus proteina 2; U55002
Tombusviridae; Machlomovirus proteina 1; X14736
Tombusviridae; Machlomovirus proteina 2; X14736
Caulimoviridae; Caulimovirus; JQ926983
Caulimoviridae; Rosadnavirus; JX028536
Caulimoviridae; Solendovirus; AF190123
Caulimoviridae; Soymovirus; U13988

EU273818

KF358471

EU734831

M24597
FJ665631

JQ901105

MK329300

X84735
DQ826394

HE654125

AJ012005
DQ356949

AF166084
AJ318061

D14995
EU835937

M58152

X75433

K02703
AB724115

M60291

D10538
U15608
X76993
KP205452

KF812525
KJ619962
AF265566

AF037268
MG919988

FJ380119

HE588185

X07653

D00530

M21958
M88589
AJ243370

U20976
U20976.1

U55002
U55002.1

X14736
X14736.1
JQ926983

JX028536

AF190123

U13988

Porcentagem de similaridade

23

il 100

60

50

40

30

20



24

Figura 3. Mapa de calor do percentual de identidade entre as estruturas tridimensionais das
proteinas de movimento de diferentes isolados virais. Os percentuais de identidade foram
obtidos a partir de comparacdes par a par entre isolados de 11 familias distintas (44 géneros
totais) por meio de alinhamentos e sobreposicao estrutural realizados no programa UFSC

Chimera versdo 1.15.

Na analise de isolados de géneros de virus de DNA de fita simples o maior percentual
de identidade foi encontrado nas comparacgdes entre isolados dos géneros Grablovirus e
Eragrovirus da familia Geminiviridae, porém nao ultrapassando 9% (Figura 4f). No geral,
isolados das familias Geminiviridae ¢ Nanoviridae apresentaram certa relagdo de identidade
com todos os isolados de familias pertencentes ao dominio Riboviria, porém os valores também

nao ultrapassam os 9%.

Figura 4. Modelagem e sobreposicdo das estruturas 3D da MP de isolados de diferentes géneros

virais. a) estrutura 3D da MP do isolado do género Crinivirus - Riboviria; b) estrutura 3D da
MP do isolado do género Velarivirus - Riboviria; ¢) sobreposi¢ao das estruturas a-b com 29,3%

de identidade obtida no programa Chimera; d) estrutura 3D da MP do isolado do género
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Eragrovirus - Monodnaviria; e) estrutura 3D da MP do isolado do género Grablovirus -
Monodnavira; f) sobreposi¢ao das estruturas d-e com 8,9% de identidade obtida no programa

Chimera.

Foram obtidos também a titulo de comparagdo, os percentuais de identidade entre as
estruturas terciarias das proteinas replicase (ou associadas a replicacdo), conforme ilustrado na
Figura 5. Assim como nas comparagdes da estrutura 3D das MPs, ao analisar as proteinas de
replicacdo observou-se pouca conservagao da estrutura tercidria entre isolados das familias
analisadas, sendo apenas 3,5% de identidade entre isolados das familias do dominio
Monodnaviria, ¢ 2,9% isolados de familias do dominio Riboviria, em média. Contudo, apesar
dos valores mais baixos, algumas familias de virus de RNA quando comparadas com os virus
de DNA de fita simples, apresentaram certa tendéncia de conservacao entre os isolados de seus
géneros, o que nao foi observado nas comparacdes da MP, exceto para a familia
Closteroviridae.

Os isolados da familia Closteroviridae apresentaram o maior percentual de comparagao
entre as proteinas, com aproximadamente 41% de identidade entre as estruturas tridimensionais
da replicase em isolados dos géneros Crinivirus e Velarivirus (Figura 6¢) e, valor médio de
aproximadamente 21% na comparagdo entre todos os géneros dessa mesma familia. A mesma
tendéncia foi observada para as analises das MPs, pois apresentaram estruturas terciarias
23,15% idénticas entre si. A analise de isolados da familia Caulimoviridae indicou maior
conservagdo da estrutura 3D das replicases do que o observado em relagcdo as MPs, com média
de 18,9% de identidade, porém, apresentou valores consideravelmente baixos quando

comparado com os isolados das demais familias.
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Figura 5. Mapa de calor do percentual de identidade entre as estruturas tridimensionais das
proteinas envolvidas na replicacdo de diferentes isolados virais. Os percentuais de identidade
foram obtidos de comparagdes par a par entre isolados de 11 familias distintas (44 géneros
totais) por meio de alinhamentos e sobreposi¢do estrutural realizados no programa UFSC

Chimera versdo 1.15.

Além disso, foi observado que isolados dos géneros Tepovirus e Trichovirus
(Betaflexiviridae) sao 36,7% idénticos entre si (Figura 6f) e, compartilham estruturas
tridimensionais em diferentes porcentagens de identidade com diferentes isolados das familias
Tymoviridae (22,3%), Closteroviridae (13,5%), Tombusviridae (9,7%) e Bromoviridae, sendo
na ultima apenas com isolados dos géneros Anulavirus e Alfamovirus, com 13,9% e 11,4% de
identidade, respectivamente, o que nao foi observado nas analises da estrutura 3D das proteinas
de movimento.

Ainda na analise de isolados pertencentes a familia Bromoviridae, foi observado que os
géneros Alfamovirus e Anulavirus, que contém isolados aproximadamente 11% idénticos para
a proteina analisada (Figura 61), possuem relagao de identidade de estrutura tridimensional com
as proteinas de isolados pertencentes as familias Closteroviridae (13,2%) e Tymoviridae (10%).
Os outros géneros apresentaram isolados com baixos percentuais de identidade na comparagao
com as demais proteinas, o que se repetiu nas andlises das MPs.

Isolados as familias Closteroviridae € Tymoviridae tém suas proteinas 10,6% idénticas,
sendo que ambas compartilham estruturas tridimensionais com isolados dos géneros
Polerovirus da familia Luteoviridae e dos géneros Tombusvirus, Dianthovirus, Aureusvirus e
Carmovirus da familia Tombusviridae, o que também nao foi observado nas comparagdes das
estruturas terciarias das MPs.

Em relacdo a comparagdo entre isolados de virus de DNA de fita simples, familia
Geminiviridae, as combinagdes mais significantes foram observadas em isolados com genoma
mono e bipartido, com aproximadamente 25% de identidade entre as estruturas das proteinas
replicase (Figura 7c), entretanto, quando comparados a isolados do género Eragrovirus,
apresentaram 22% e 11% de identidade, respectivamente. Para a comparacao entre isolados
dos géneros da familia Nanoviridae, o percentual de identidade encontrado foi de
aproximadamente 21% (Figura 7f) e a comparagdo entre isolados das duas familias indicou

proteinas apenas 1,8% idénticas.
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Figura 6. Modelagem e sobreposi¢do das estruturas tridimensionais (3D) da proteina replicase

(ou associadas a replicacdo- Rep) de isolados de diferentes géneros de virus de RNA. a)
estrutura 3D da Rep do isolado do género Crinivirus; b) estrutura 3D da Rep do isolado do
género Velarivirus; ¢) sobreposicdo das estruturas a-b obtidas no Chimera (41,2% de
identidade); d) estrutura 3D da Rep do isolado do género Tepovirus; e) estrutura 3D da Rep do
isolado do género Trichovirus; f) sobreposi¢ao das estruturas d-e obtidas no Chimera (36,7%
de identidade); g) estrutura 3D da Rep do isolado do género Alfamovirus; h) estrutura 3D da
Rep do isolado do género Anulavirus; i) sobreposi¢do das estruturas g-h obtidas no Chimera

(10,5% de identidade).
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Figura 7. Modelagem e sobreposi¢do das estruturas tridimensionais (3D) da proteina replicase

(ou associadas a replicacdo- Rep) de diferentes isolados de géneros de virus de DNA de fita
simples. a) estrutura 3D da Rep do isolado com genoma monopartido do género Begomovirus;
b) estrutura 3D da Rep do isolado com genoma bipartido do género Begomovirus; c)
sobreposicdo das estruturas a-b obtidas no Chimera (24,7% de identidade); d) estrutura 3D da
Rep do isolado do género Babuvirus; e) estrutura 3D da Rep do isolado do género Nanovirus,

f) sobreposicao das estruturas d-e obtidas no Chimera (20,6% de identidade).
P

De forma geral, a compreensao da conservacao de sequéncias de aminoacidos das MPs
ainda € pouco satisfatoria, tendo em vista que a descoberta de novas proteinas de movimento
em virus cada vez mais diversos (virus de RNA e DNA) dificulta a identificagdo de regides
semelhantes compartilhadas entre elas, o que extrapola também as estruturas tridimensionais
obtidas dessas mesmas sequéncias. Além disso, a falta de similaridade de sequéncias de
aminoacidos entre isolados de um mesmo grupo taxondmico pode indicar relagdes evolutivas
que ndo vieram de um ancestral comum, mas sim de interagdes com proteinas do proprio
hospedeiro. Logo, estudos futuros que considerem a gama de hospedeiros dos virus de
diferentes géneros, assim como a analise comparativa considerando a conserva¢ao de dominios
proteicos ao invés de toda cadeia polipeptidica sdo importantes para o melhor entendimento

das relagdes entre as estruturas primarias e terciarias das MPs.



30

4. CONCLUSOES
Os niveis de conservacao das estruturas primarias e terciarias das proteinas de
movimento ndo indicam uma correlagdo com as categorias taxondmicas dos isolados € nem

com os mecanismos moleculares de interagdo com os plasmodesmos.
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