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RESUMO

A espécie Arachis pintoi, conhecida como amendoim forrageiro, € uma leguminosa
nativa do Brasil. Muitas séo as utilidades atribuidas ao amendoim forrageiro, sendo
Seu uso mais comum como espécie forrageira, fornecendo alimento em grande
quantidade e qualidade aos animais, em plantios puros ou consércio com
gramineas. A ocorréncia de sintomas de viroses em genoétipos e cultivos de
amendoim forrageiro tem sido observada por pesquisadores em diferentes estados
brasileiros. No Brasil, apenas duas espécies virais ja foram relatadas: o Peanut
mottle virus- PeMoV e o Cowpea mild mottle virus - CpMMV. O objetivo deste
trabalho foi estudar os virus de plantas de amendoim forrageiro do Banco de
Germoplasma da Embrapa Acre e detectar viroses em plantas de pimenta Cumari-
do-Par4d. Para detectar possiveis virus nesses genétipos, uma analise de
sequenciamento de nova geracdo foi realizada. A extracédo total de RNA dos 22
acessos foi realizada com o kit RNA Viral PureLink (Invitrogen) seguida de
preparacao da biblioteca e sequenciamento do transcriptoma utilizando a plataforma
lllumina HiSeg2500. A montagem de novo das leituras de 24.659.442 foi realizada
usando o software CLC Genomics Workbench v7.0.3. Os 9.709 contigs obtidos
foram submetidos a uma pesquisa BLASTn usando o software Geneious v.9.1.5. A
analise metagendémica permitiu a identificacdo de sete espécies de virus: Peanut
mottle virus - PeMoV (Potyvirus), Cucumber mosaic virus sub-grupo IB
(Cucumovirus), Cowpea chlorotic mottle virus - CCMV (Bromovirus) e um provavel
novo mebro da familia Potyviridae, e também novas espécies dos géneros
Emaravirus, Polerovirus e Ampelovirus em amendoim forrageiro. A anéalise de NGS
permitiu obter a sequéncia completa do genoma do Peanut mottle virus (PeMoV)
com 9.680pb (GenBank MK396065), que foi confirmada em dois gendtipos de A.
pintoi (BRA cv. BRS Mandobi, BRA042269) por RT-PCR, seguido de
sequenciamento de Sanger, usando o0s primers especificos desenhados para
PeMoV. O CCMV foi identificado baseado na sequéncia dos trés componentes do
genoma viral, tratando-se da primeira identificacdo deste virus em amendoim
forrageiro. A sequéncia nucleotidica completa de um novo membro da familia
Potyviridae foi relatada em plantas de amendoim forrageiro (Arachis pintoi) no Brasil
exibindo sintomas tipicos de virus, que propomos homear como Arachis pintoi mottle
virus (ArPMV). O genoma do RNA de sentido positivo ArPMV possui 9.213



nucleotideos. A ORF Unica completa do ArPMV compartilha 47% e 34% de
identidade de nucleotideo e aminoacido, respectivamente, com o isolado mais
proximo relacionado, o soybean yellow shoot virus. As andlises de sequenciamento
de nova geracgéo plataforma lllumina HiSeq2500 também foram realizadas para uma
amostra de pimenta cv. Cumari-do-Para (Capsicum chinense) coletada em 2017 em
uma fazenda préxima ao municipio de Altamira, no estado do Par4, mostrando
sintomas de amarelecimento internerval, redugédo de lamina foliar e encurtamento
dos entrends. Embora seja cultivada em todos os estados brasileiros, a producéo é
fortemente focada nos estados do norte do pais. Os contigs foram submetidos a
analise por BLASTX com o software Geneious v9.1.5. no banco de dados viral do
NCBI, que revelou identidades de nucleotideos superiores a 90% com a espécie
Pepper vein yellows virus- PeVYV (género Polerovirus, familia Luteoviridae) e
também sequéncias relacionadas aos géneros Ampelovirus e Cucumovirus.
Posteriormente, através de montagem “de novo”, foi possivel obter o genoma
completo de uma possivel nova espécie pertencente ao complexo de Polerovirus da
pimenta, cujo nome proposto foi Pepper vein yellows virus 8 (PeVYV-8). Este é o
primeiro relato de um polerovirus infectando a pimenta Cumari-do-Para no Brasil e a

distribuicdo do virus em outras regides do pais precisa ser melhor avaliada.

Palavras-chave: Arachis pintoi. Capsicum. NGS. Polerovirus. Virus



ABSTRACT

The species Arachis pintoi, known as forage peanuts is a native legume from Brazil.
There are many uses attributed to forage peanut, being its most common use as a
forage species, providing food in large quantity and quality to the animals, in single
crops or consortium with grasses. The occurrence of virus symptoms in forage
peanut genotypes and crops has been observed by researchers in different Brazilian
states. In Brazil, only two viral species have been reported: Peanut mottle virus-
PeMoV and Cowpea mild mottle virus-CpMMV. The objective of this work was to
study the forage peanut plant viruses of the Embrapa Acre Germplasm Bank and to
detect viruses in Cumari-do-Para pepper plants. To detect possible viruses in these
genotypes, a new generation sequencing analysis was performed. Total RNA
extraction from the twenty-two accessions was performed with the PureLink Viral
RNA Kit (Invitrogen) followed by library preparation and transcriptome sequencing
using the lllumina HiSeg2500 platform. Re-assembly of the 24,659,442 readings was
performed using the CLC Genomics Workbench v7.0.3 software. The 9,709 contigs
obtained were subjected to a BLASTn search using the Geneious v.9.1.5 software.
Metagenomic analysis allowed the identification of seven virus species: Peanut
mottle virus - PeMoV (Potyvirus), Cucumber mosaic virus subgroup IB
(Cucumovirus), Cowpea chlorotic mottle virus - CCMV (Bromovirus) and a probable
new member of the Potyviridae family, and also new species of the genera
Emaravirus, Polerovirus and Ampelovirus in forage peanuts. NGS analysis yielded
the complete 9,680 bp Peanut mottle virus (PeMoV) genome sequence (GenBank
MK396065), which was confirmed in two A. pintoi (BRA cv. BRS Mandobi,
BRA042269) genotypes by RT-PCR, followed by Sanger, sequencing using PeMoV-
specific primers. The CCMV was identified based on the sequence of the three
components of the viral genome, being the first identification of this virus in forage
peanut. The complete nucleotide sequence of a new member of the family
Potyviridae was reported in forage peanut plants (Arachis pintoi) in Brazil exhibiting
typical virus symptoms, which we propose to name as Arachis pintoi mottle virus
(ArPMV). The ArPMV positive-sense RNA genome is 9,213 nucleotides. The
complete ArPMV single ORF shares 47% and 34% nucleotide and amino acid

identity, respectively, with the closest related isolate, soybean yellow shot virus.



Sequencing analysis of the new generation Illumina HiSeq2500 platform were also
performed for a cv pepper sample. Cumari-do-Para (Capsicum chinense) collected in
2017 on a farm near the municipality of Altamira, state of Par4, showing symptoms of
internerval yellowing, leaf blade reduction and internode shortening. The contigs were
subjected to BLASTX analysis with Geneious v9.1.5 software. In the NCBI viral
database, which revealed nucleotide identities greater than 90% with the Pepper vein
yellows virus-PeVYV species (genus Polerovirus, family Luteoviridae) and also
sequences related to the genera Ampelovirus and Cucumovirus. Subsequently, by
"de novo" assembly it was possible to obtain the complete genome of a possible new
species belonging to the pepper polerovirus complex, whose proposed name was
Pepper vein yellows virus 8 (PeVYV-8). This is the first report of a polerovirus
infecting Cumari-do-Paré pepper in Brazil and the distribution of the virus in other

regions of the country needs to be better evaluated.

Keywords: Arachis pintoi. Capsicum. NGS. Polerovirus. Virus
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INTRODUCAO GERAL

A espécie Arachis pintoi (Krap. & Greg), conhecida como amendoim forrageiro
€ uma leguminosa nativa do Brasil (PURCINO et al., 2004). O género Arachis
pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, tribo Stylosanthinae e
subtribo Aeschynomeneae (GREGORY et al., 1980; KRAPOVICKAS E GREGORY,
1994). O primeiro acesso da espécie A. pintoi foi obtido pela coleta realizada por
Geraldo Pinto, em 1954, junto a foz do Rio Jequitinhonha, em Belmonte, no Estado
da Bahia (VALLS, 1992; BARCELOS et al., 2000). A distribuicdo geogréafica desta
espécie se expande por uma area que abrange parte dos estados de Goias, Bahia e
Minas Gerais, estendendo-se por toda a costa Atlantica do Brasil (CARVALHO,
2004). No Brasil, as atividades desenvolvidas pelo Centro Nacional de Pesquisa de
Recursos Genéticos e Biotecnologia - EMBRAPA tém contribuido consideravelmente
para ampliagdo das colec¢des de gendtipos de amendoim forrageiro. De acordo com
VALLS (2001), mais de 150 acessos de A.pintoi encontram-se catalogados.

O amendoim forrageiro € uma leguminosa herbacea perene, de crescimento
rasteiro, habito estolonifero e prostrado que lanca estoldes horizontalmente em
todas as direcdes, em quantidade significativa, cujos pontos de crescimento s&o
bem protegidos do pastejo realizado pelos animais. Possui 0 ponto de crescimento
protegido, florescimento indeterminado, habito de crescimento prostrado, habilidade
de enraizar nos estolhos e reserva de sementes no solo (JONES, 1993).

E uma forrageira de porte baixo, dificilmente ultrapassando 30-40 cm de
altura, possui raiz pivotante, podendo alcancar 1,60 m de profundidade (CALEGARI
et al., 1995). O A. pintoi é indicado tanto para formacdo de pastagens quanto para
cobertura do solo em culturas perenes, podendo ainda ser utilizado como planta
ornamental (PEREIRA; ANDRADE; KARIA, 1996). Pode ser utilizado em consorcios
ou como fonte de proteina, visto que apresenta grande resisténcia ao pastejo e
pisoteio expressado pela maior participacdo na composicdo botanica do relvado,
independentemente da pressao de pastejo imposta (BARCELLOS et al., 1996).

No Brasil, ha relato de apenas dois virus nesta cultura, o potyvirus, Peanut
mottle virus (PeMoV) que foi detectado em plantas de amendoim forrageiro do
campo experimental da Embrapa Cerrados, no Distrito Federal (DF), que mostravam

sintomas de manchas anelares cloréticas (ANJOS et al.,, 1998), e o carlavirus,
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Cowpea mild mottle virus (CpMMV) em plantas de amendoim forrageiro de jardins
localizados na area urbana de Londrina, PR e em areas rurais, apresentavam folhas
reduzidas e com sintomas de mosaico (MITUTI et al., 2005).

De acordo com levantamento realizado no Banco ativo de germoplasma de
amendoim forrageiro da Embrapa Acre, alguns gendtipos apresentam sintomas de
viroses como mosqueado, mosaico, anéis cloréticos e necraticos, dentre outros. A
auséncia de informacdes a respeito dos virus que ocorrem nesta cultura dificulta as
acOes de manejo da virose e programas de melhoramento visando a resisténcia.

Também foi objeto de estudo nesta tese, virus infectando a pimenta
(Capsicum spp.) que no estado do Para é muito apreciada e cultivada pela
agricultura familiar (CARVALHO; BOARI, 2013). As pimentas do género Capsicum
(Solanaceae) sao originarias do continente americano. Dentre as 25 espécies
descritas, cinco sdo domesticadas e amplamente utilizadas (Capsicum annum var.
annum , C. baccatum var. pendulum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens) e
trés sdo semi-domesticadas (C. annuum var. glabriusculum, C. baccatum var.
praetermissum, C. baccatum var. baccatum) (CARVALHO e BIANCHETTI, 2004,
REIFSCHNEIDER, 2000).

Entretanto, uma das limitacbes para Capsicum spp. € o aparecimento de
doencas de origem viral. Entre 0s principais virus do género Potyvirus pode-se citar
Potato virus Y (PVY), Pepper mottle virus (PepMoV), Tobacco etch virus (TEV),
Pepper veinal mottle virus (PVMV) e Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) e Pepper
yellow mosaic virus (PepYMV) (INOUE-NAGATA, 2002), sendo que até o momento
seguinte o PVY E PepYMV séo descritas no Brasil. O PVY no Brasil foi observado
em pimentdo pela primeira vez na década de 50 (COSTA e ALVES, 1950) e o
PepYMV em 2002 (INOUE-NAGATA et al. 2002). Ambos o0s virus sdao
sorologicamente relacionados (CUNHA et al. 2004), e causam sintomas de mosaico
indistinguiveis, tornando-os de dificil identificagdo visual. No Brasil, outros géneros
de virus j& foram relatados em Capsicum spp., como o Cucumovirus (Cucumber
mosaic virus — CMV), Tobamovirus (Pepper mild mottle virus — PMMoV, Tomato
mosaic virus — ToMV), Begomovirus (Tomato severe rugose virus) e Luteovirus,
Tospovirus (Tomato spotted wilt virus -TSWV, Tomato chlorotic spot virus - TCSV e
Groundnut ringspot virus — GRSV (BRIOSO, 1996).

Em junho de 2017, cerca de 100% das plantas de pimenta das cultivares

Cumari-do-Para mostrando sintomas de amarelecimento internerval, grande reducao
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de lamina foliar e encurtamento dos entrends foram observadas em uma lavoura
localizada no municipio de Altamira, no estado do Para. O Sequenciamento de Nova
Geracao (Next-generation sequencing - NGS) é uma metodologia inovadora, que
possibilita gerar milhdes de leituras de uma Unica vez, de modo réapido e eficaz, sem
requerer prévio conhecimento do patdgeno, auxiliando na descoberta de novos virus
(ADAMS et al., 2009; MARDIS, 2008; RADFORD et al., 2012).

Com o objetivo de caracterizar e identificar o0s principais virus, o
sequenciamento de alto desempenho foi utilizado para detectar virus em amendoim
forrageiro do banco ativo da Embrapa Acre e em pimentas do plantio de Altamira-
PA, apresentando sintomas caracteristicos de viroses. O trabalho foi dividido em
quatro capitulos em formato de artigos cientificos. O primeiro capitulo foi intitulado:
First report of a putative new pepper vein yellow virus species associated with a vein
yellows disease of bonnet pepper plants in Brazil, segundo capitulo: Detection and
characterization of the Cowpea chlorotic mottle virus in forage peanut (Arachis pintoi)
in Brazil; terceiro capitulo: Characterization and complete genome sequence of the
Peanut mottle virus and Cucumber mosaic virus in Arachis pintoi Krapov. & W.C.
Greg. (Fabaceae) in Brazil e quarto capitulo: Identification and characterization of a

new member of the Potyviridae family infecting Arachis pintoi in Brazil
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CONSIDERACOES FINAIS

O sequenciamento de alto desempenho é uma ferramenta de grande
potencial para identificacdo de virus infectando plantas. Através da andlise
metagendmica foi possivel identificar sete espécies de virus: Peanut mottle virus -
PeMoV (Potyvirus), Cucumber mosaic virus sub-grupo IB (Cucumovirus), Cowpea
chlorotic mottle virus - CCMV (Bromovirus), um provavel novo membro da familia
Potyviridae, e também novas espécies dos géneros Emaravirus, Polerovirus e
Ampelovirus em amendoim forrageiro.

Em pimenta Cumari-do Para, foi possivel obter o genoma completo de uma
possivel nova espécie pertencente ao complexo de Polerovirus da pimenta, cujo
nome proposto foi Pepper vein yellows virus 8 (PeVYV-8) e também sequéncias
relacionadas aos géneros Ampelovirus e Cucumovirus. Foi possivel identificar virus
até entdo nao relatados em amendoim forrageiro, bem como em pimenta Cumari-do-

Paréa no Brasil.
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