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RESUMO

REZENDE, Rafael Reis de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2017. Caracterizacdo molecular e filogenética de dois genomovirus
associados a plantas silvestres no Bras il. Orientador: Poliane Alfenas
Zerbini. Coorientador: Francisco Murilo Zerbini Junior.

Virus que possuem genoma constituido por DNA fita simples circular séo
amplamente distribuidos na natureza. As constantes descobertas aliadas a
grande diversidade genética desses virus tém ampliado a compreenséo sobre
a trajetodria evolutiva desse grupo. A partir de 2010 um grupo divergente de virus
com genoma de DNA fita simples circular, denominado genomovirus, passou a
ser identificado em diversos ambientes (fezes e esgoto) e associados a
diferentes organismos (plantas, fungos, humanos, mamiferos, moluscos e
insetos). Neste trabalho foram caracterizados dois genomovirus denominados
Momordica charantia associated gemycircularvirus (MorGemy) e Euphorbia
heterophylla associated gemycircularvirus (EupGemy) encontrados associados
as plantas silvestres Momordica charantia e Euphorbia heterophylla
respectivamente. Ambos o0s virus possuem organizacdo gendmica tipica dos
genomovirus. Ambos os virus apresentam stem-loop com nanonucleotideo
conservado em todos 0os genomovirus, sendo a sequéncia TAATRTTAT (N pode
ser A ou G). Entretanto, no isolado MorGemy foi observado uma estrutura em
stem-loop extra na possivel origem de replicacdo ndo presente em outros
genomovirus ja descritos. Em ambos os virus foi observada a presenca de um
intron, no interior da ORF que codifica a proteina Rep sendo que o intron
observado em EupGemy é maior que o observado em MorGemy. Na proteina
Rep foram observados os motivos |, Il e lll, e os dominios Walker A, B, C e GRS,
elementos encontrados tipicamente na proteina Rep dos geminivirus. O SDT
(Sequence Demarcation Tool) revelou que MorGemy tem 72% de identidade
com Pteropus associated gemycircularvirus 3 e Hypericum associated
gemycircularvirus 1. Além disso, o EupGemy mostra 66% de identidade com
Odonata asssociated gemycircularvirus 1. A taxa de identidade de nucleotideos
do genoma completo dos virus isolados neste trabalho com outros genomovirus
ja descritos, permite classificar esses novos isolados como duas novas

espécies.
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ABSTRACT

REZENDE, Rafael Reis de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2017. Molecular and phylogeny characterization of two genomoviruses
associated with wild plants in Brazil . Advisor: Poliane Alfenas Zerbini. Co-
advisor: Francisco Murilo Zerbini Janior.

Viruses that have genomes consisting of simple circular DNA are widely
distributed in nature. The constant discoveries allied to the great genetic diversity
of these viruses have broadened the understanding of the evolutionary trajectory
of this group. In 2010 a divergent group of viruses with a circular sSDNA genome
called Genomovirus was identified in several environments (feces and sewage)
and associated with different organisms (plants, fungi, humans, mammals,
mollusks and insects). In this work, two Genomoviruses found associated with
wild plants were characterized. Both virus shows a structure Genomovirus-like.
However two interesting facts were observed. The first, a presence a second
structure on stem-loop in the MorGemy no related in other Genomovirus. Both
virus presents stem-loop with nanonucleotide conserved in all Genomovirus.
Being that the sequence TAATRTTAT (N could be A or G). We also observed
the presence of a intron in both genome, inside the ORF’s Rep. The intron of
EufGmey is greater than MorGemy. In the Rep protein were observed the motif
[, Illand 1ll. Interestingly, also were observed the presence of Motifs Walker A to
C and GRS domain. These elementes are found on protein Rep’s Geminivirus.
The SDT releaved that MorGemy shows 72% of identity with Pteropus
associated gemycircularvirus 3 and Hypericum associated gemycircularvirus 1.
In addition EupGemy shows 66% of identity with Odonata associated
gemycircularvirus 1. The rate of identity of MorGemy and EupGemy with
Genomovirus associate with plants combined with analysis phylogeny are an

indicative that these virus can have a possible host-virus relation with plants.
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INTRODUCAO

Os virus sado micro-organismos amplamente distribuidos pelo planeta,
encontrados infectado organismos de todos os trés dominios da vida (Archaea,
Bacteria e Eukarya) e associados a diversos ambientes. Além disso, 0s virus
sd0 um reservatorio genético inexplorado que possui grande importancia
ecolégica como por exemplo, a capacidade de modular o crescimento de varios
organismos e modulacdo dos ciclos bioenergéticos levando a liberacdo de
matéria organica em grandes quantidades (Suttle, 2005; Ignacio-Espinoza et
al., 2013; Suttle, 2007), demonstrando que 0s virus possuem importantes

papéis ecoldgicos, muitos ainda ndo explorados.

As descobertas de novos virus tém demonstrado a existéncia de uma
ampla diversidade de virus de DNA fita simples (ssDNA) com genoma circular
(Sierra et al., 2015; Kim et al., 2011). O estudo desses novos virus depende da
capacidade de obter amostras de genomas em quantidades e qualidades
suficientes para poder realizar a caracterizacdo molecular, evolutiva e
bioldgica. Alcancar essa biodiversidade tem sido possivel através de duas
estratégias: metagénomica (Edwards and Rohwer, 2005; Mokili et al., 2012) e
amplificacéo por circulo rolante (Johne et al., 2009; Haible et al., 2006; Inoue-
Nagata et al., 2004). Portanto, uma ampla gama de novos virus que nao
apresentam relacdo com doencas ou de interesse agrondmico tém sido
descobertos em associacao a diversos organismos e ambientes. Esses novos
achados tém evidenciado que a biodiversidade viral apresenta um potencial

ecoldgico a ser explorado (Simmonds et al., 2017).



Nesse contexto, genomovirus sao virus de DNA fita simples circular que
formam uma nova familia denominada de Genomoviridae. Esse grupo de virus
vem sendo descoberto associado a diversos ambientes e organismos por todo
o mundo (Krupovic et al., 2016). O primeiro relato de um isolado dessa familia
foi realizado por Yu et al.,, (2010) infectando um fungo fitopatogénico e
comospolita, o Sclerotinia sclerotiorum. O genomovirus Sclerotinia
sclerotiorum associated gemycircularvirus (SsGemy-1) € capaz de induzir um
efeito de hipoviruléncia sobre o fungo hospedeiro. As analises das sequencias
mostraram que o0 genoma deste virus € composto por DNA circular de fita
simples, com duas ORFs, uma codificadora da proteina capsidial (na fita viral
sentido senso) e outra codificadora da proteina associada a replicacdo (Rep)
(na fita complementar sentido anti-senso). A proteina Rep do SsGemy-1
contém dois dominios conservados importantes para replicacdo por circulo
rolante, presente também na Rep dos geminivirus (Rosario et al., 2012b). Além
disso, apresentam uma estrutura de “stem-loop” na regido de origem de
replicacdo, onde ha uma sequéncia de nonanucleotideos conservada (5'-
TAATRTTAT-3’). Esta estrutura também esta presente nos geminivirus,
nanovirus e nos circovirus (Comité Internacional de Taxonomia Viral — ICTV.

Disponivel em: https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/). Os genomovirus sdo um

grupo bem caracterizado quanto a estrutura molecular e filogenia, no entanto,
h& pouca informacdo quanto a sua biologia, em especial quanto a sua gama

de hospedeiro (Krupovic et al., 2016).

Devido a grande biodiversidade viral e seus efeitos ecoldgicos o estudo
da composicdo dessa biodiversidade e suas relacdes ecoldgicas com outros

organismos e ambientes sdo de extrema importancia. Um exemplo € que 0s


https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/

virus que infectam plantas silvestres podem se tornar infeccbes emergentes
em sistemas agricolas. Além disso, podem ser fontes de diversidade genética
para os virus ja estabelecidos por meio da recombinacdo, dando origem a
isolados ainda mais agressivos (Roossinck and Garcia-Arenal, 2015). Neste
trabalho, foram caracterizados molecularmente e filogeneticamente dois
genomovirus encontrados associados a duas plantas silvestres, Momordica

charantia e Euphorbia heterofila, no sudeste e sul do Brasil respectivamente.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Biodiversidade viral

Os virus sdo micro-organismos parasitas celulares obrigatérios capazes
de infectar diversos organismos distribuidos por todo planeta, apresentando
uma alta abundéancia de espécies e tipos. Estudos tém estimado que existem
em média 103! particulas virus, com uma biomassa em torno de 200 milhdes
de toneladas em todo globo terrestre. Em oceanos essa abundancia chega a
~107 particulas virais por mL* (Suttle, 2013). Em consequéncia dessa alta
abundancia viral, os virus estabelecem fun¢cBes ecoldgicas de extrema
importancia, por exemplo, virus marinhos sdo responsaveis por catalisar e
modular a producdo de nutrientes lisando micro-organismos e liberando
nutrientes para o fitoplancton, que sustentam toda cadeia alimentar nos
oceanos. Além disso, o carbono liberado da lise celular na forma orgéanica é
usado pelo fitoplancton, permitindo o crescimento populacional, consumindo
carbono atmosférico e, consequentemente, favorecendo o ciclo do carbono
(Carcer et al., 2015; Labonté and Suttle, 2013; Suttle, 2005). Esses eventos
evidenciam que o0s virus possuem papéis de grande importancia bioldgica.
Estudos de viromas estimam que existem milhares de genoétipos de virus de
DNA a cada 200 L de agua do mar, confirmando a abundancia e a diversidade
de virus no nosso planeta. Em contraste, ndo sabemos muito sobre a
composicdo, papel ecoldgico e evolutivo dessa importante biodiversidade.
Esse fato associado a sua alta abundéancia, demonstra a importancia do estudo
da composicéo e papel biologico da biodiversidade viral (Breitbart and Rohwer,

2005; Suttle, 2005; Simmonds et al., 2017)



A exploragdo dessa biodiversidade viral depende diretamente de
ferramentas que permitam a obtencdo de genomas virais em quantidades e
qualidade suficientes para analises moleculares, filogenéticas e,
principalmente, biolégicas. Atualmente duas ferramentas tém se destacado na
exploracédo da biodiversidade viral. Sdo elas a Metagendmica (Edwards and
Rohwer, 2005) e a Amplificacdo por Circulo Rolante (Rolling Circle
Amplification - RCA) (Haible et al., 2006; Inoue-Nagata et al., 2004).
Exploracdo por metagendmica é uma estratégia que permite a obtencéo de
informacdo genémica em grandes quantidades. Essa técnica permite obter
sequencias a partir de amostras ambientais sem a necessidade de cultivo dos
organismos. Inicialmente, a metagendmica foi desenvolvida com a finalidade
de explorar as fungbes e a gama de sequéncias genOmicas em uma
comunidade microbiana. Nessa abordagem, os pesquisadores, analisando os
dados metagendmicos, sdo capazes de identificar metabdlitos microbianos
possibilitando a descoberta de novos antibiéticos e enzimas (Streit and
Schmitz, 2004). O primeiro trabalho usando metagendmica no estudo de
diversidade viral ocorreu em 2002 por Breitbart et al., (2002) que realizou um
estudo de biodiversidade viral em amostras marinhas. Desde entdo, o nimero
de trabalhos de biodiversidade viral a partir de amostras de diversos ambientes
(dgua marinhas, solo, esgoto, entre outros) usando a metagen6mica tem
aumentando. Dessa forma, uma grande quantidade de novos virus que nao
apresentam importéancia clinica e/ou econémica tem sidos relatados (Mokili et
al., 2012). Os estudos de metagendmica tém dado acesso a um grande
numero de sequéncias possibilitando analises da biodiversidade (riqueza e

abundancia de espécies). No entanto, o0s resultados de analises



metagendmicas ndo geram informac¢Bes bioldgicas, portanto, uma grande
guantidade de informacdes genémicas geradas por esses trabalhos nao é
associada a outros virus ja bem caracterizados. Sendo assim promovem uma
maior exploracdo da composicdo da biodiversidade viral, porém nao
possibilitam a compreensdo das associacfes e relagdes biolégicas com o0s
virus j& caracterizados. Sendo assim, o ICTV tem proposto que essas
sequéncias sejam incluidas na taxonomia viral, baseada nas sequéncias,
filogenia e nos fendtipos previstos a partir destas, sem a necessidade das
informacgdes biolégicas. (Simmonds et al., 2017). Poder mensurar a
composicdo da biodiversidade viral € um fator muito importante. Mas, além
disso, sdo de fundamental importancia a elucidagéo do papel biolégico desses

micro-organismos nos ecossistemas e suas relacées com seus hospedeiros.

Em contraste com a metagendmica a RCA permite a obtencdo de
genomas virais completos a partir de amostras ambientais, permitindo assim
os estudos biolégicos desses virus. No entanto, essa técnica € restrita a
genomas de ssDNA circular. Na RCA ndo h& necessidade do uso de
oligonucleotideos especificos, assim, sdo usados oligonucleotideos
randémicos com poucos nucleotideos permitindo a amplificagdo total do
genoma sem a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia ou de
marcadores moleculares. Na RCA é usada a enzima DNA polimerase do
bacteriofago phi29. Essa enzima tem a capacidade de sintetizar longas fitas de
nucleotideos com alta fidelidade. (Rector et al., 2004). A RCA esta baseada na
replicacéo por circulo rolante (RCR) usado por virus de ssDNA circular (Comité

Internacional de  Taxonomia Viral — ICTV. Disponivel em:

https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/) e plasmideos (Ruiz-Maso et al., 2015)


https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/

para replicar o genoma. Nesse sistema de replicagdo a DNA polimerase inicia
0 processo de polimerizagdo a partir de um primer randémico, continuando a
sintese até encontrar novamente o ponto de inicio da replicacdo. Quando isso
acontece, ela provoca um deslocamento a jusante produzindo um
concataméro com alto peso molecular, com sequéncias repetidas de DNA fita

simples (Rector et al., 2004; Ruiz-Mas6 et al., 2015).

As descobertas de novos virus tém demonstrado a existéncia de uma
ampla diversidade de virus de ssDNA com genoma circular (Phan et al., 2015;
Sierra et al.,, 2015; Kim et al., 2011). Os virus de DNA fita simples
compreendem um grupo cosmopolita, associados a hospedeiros em todos 0s
dominios da vida (Ignacio-Espinoza et al., 2013). Além disso, sdo altamente
diversos e de grande importancia econémica, ambiental e clinica (Krupovic,
2013). Atualmente, sdo reconhecidas nove familias de virus com genomas de
ssDNA. Anelloviride, Circoviridae e Parvoviridae sdo os virus associados a
humanos, primatas, mamiferos e passaros. As familias Inoviridae e
Microviridae estdo associados a bactérias. Ja as familias Geminiviridae e
Nanoviridae sdo virus associados a plantas. Por fim, a familia Genomoviridae.
Essas oito familias sdo bastante distintas entre si compartilhando apenas a
composi¢cédo do genoma de ssDNA. Entre essas diferengas estdo a gama de
hospedeiro, o tamanho e a estrutura do genoma, circular (Comité Internacional

de Taxonomia Viral — ICTV. Disponivel em: https://talk.ictvonline.org/ictv-

reports/).

O estudo da biodiversidade de virus de ssDNA circular € um campo com
alto potencial de exploragéo, por exemplo (Carcer et al., 2015) em um estudo

de biodiversidade viral de agua doce mostrou que 86% da comunidade viral &


https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/
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composta por esses virus de ssDNA, sendo que 65% desses virus nao
apresentam similaridade com genomas virais conhecidos. Além disso, neste
estudo os virus de ssDNA ndo conhecidos, apresentaram similaridade de 79%
a 89% com Sclerotinia sclerotiorum associated gemycircularvirus-1 - o primeiro

genomovirus descrito (Yu et al., 2010; Krupovic et al., 2016).

Genomovirus

YU et al., (2010) realizaram o primeiro relato de um genomovirus,
inicialmente denominado de Sclerotinia sclerotiorium associeted DNA virus -1
e atualmente reconhecido como Sclerotinia sclerotiorum associated
gemycircularvirus-1 (SsGemy-1) (Krupovic et al., 2016). Um fato interessante
€ que o SsGemy-1 foi o primeiro relato de um virus de genoma de DNA capaz
de infectar um fungo. VAN DEN BRAND et al., 2012 relataram a descoberta de
um genomovirus do género Gemycircularvirus associado a mamiferos (Meles
meles). Por meio de analises filogenéticas os autores observaram que esses
genomovirus formavam um clado fechado. Sendo assim, eles propuseram
denominar provisoriamente esse grupo como uma nova familia denominada
de Breviridae, em referéncia ao seu pequeno genoma. No entanto, (Rosario et
al., 2012a) em um estudo de diversidade viral de ssDNA circular em libélulas
(Odonata:Epiprocta) encontraram varios genomovirus associados a esses
insetos. Junto com outros achados de genomovirus associados a plantas
(Dayaram et al., 2012), mamiferos (Van den Brand et al., 2012), mosquitos (Ng
et al.,, 2011) e fungo (Yu et al.,, 2010). Por meio de analises filogenéticas
propuseram nomear provisoriamente esse grupo em um novo género sem

familia denominado de Gemycircularvirus (Ge: Geminivirus-like, my:



mycovirus, circularvirus: genoma circular). O termo Gemycircularvirus foi o
melhor aceito pela comunidade cientifica do que a nomenclatura provisoria de
Breviridae. JA em 2016, Krupovic et al. propuseram a criacdo de uma nova
familia denominada de Genomoviridae e a criacdo de oito géneros dentro

dessa familia.

Genomovirus sao virus de ssDNA circular ndo envelopados com
genoma em torno de 2200 nucleotideos. O genoma desse grupo de virus
codifica duas putativas ORFs, em unidades transcricionais bidirecionais, sendo
a CP (proteina capsidial) codificada na fita viral e a Rep (proteina associada a
replicacédo), codificada na fita complementar. Entre as extremidades 5’ das
duas ORFs, existe uma regido interagéncia, denominada large e em alguns
virus, entre as extremidades 3’ existe uma segunda regido intergénica,
denominada small. A presenca de uma ou duas regifes intergénicas sao
usadas para diferenciar os dois tipos de genomas que os Genomovirus
apresentam. O genoma tipo | € o que contém duas regides intergénicas, € 0
genoma tipo Il € o que contem apena uma regido intergénica (Figura 1).
Quando ndo ha presenca da regido intergénica small ocorre uma sobreposicao
das ORFs nos terminais 3’ (genoma tipo Il). A regido intergénica large contém
uma estrutura de Stem-loop com um nonanucleotideo TAATRTTAT,
importante para o inicio da replicacao por circulo rolante (Rosario et al., 2012b).
Virus com genoma do tipo Il possuem um intron na regiao codificadora da Rep.
Provavelmente esse intron no interior da ORF da Rep passa por um processo
de splicing gerando a proteina Rep funcional (Figura 1) (Sikorski et al., 2013;

Male et al., 2016; Krupovic et al., 2016; Rosario et al., 2012a).



Rep cP Rep cP
Genoma Genoma
Tipo | Tipo I
Intron

Figura 1: Estrutura gendmica dos genomovirus com seus dois tipos de genomas (I e
II) com as posi¢des das ORFs REP (Proteinas associada a replicagao) e CP (Proteina
capsidial) em ambos tipos de genomas. O Genoma tipo 1 apresenta duas regides
interagéncias, large e small, sendo que a ORF Rep desse grupo ndo apresenta intron.
O genoma tipo Il apresentam apenas a regiéo intergénica large, devido a presenca de
um intron na ORF da proteina REP gerando sobreposi¢des da porcao final das ORFs

na regido da regido intergenicca small.

Estruturalmente o genoma dos genomovirus apresentam semelhancas
com varios outros virus de ssDNA circular como genimivirus e circovirus. As
particulas dos genomovirus séo isocaédricas com 20-22 diametros (Yu et al.,
2010). O SsGemy-1 € o unico genomovirus até o momento descrito sem a
presenca do intron na Rep. Essa caracteristicas assemelha os assemelha com
0s geminivirus do género Begomovirus. JaA 0s demais genomovirus que
apresentam um intron no interior da ORF da proteina REP desta forma se

assemelham aos geminivirus do género Mastrevirus.

A Rep é uma proteina associada a replicacdo por circulo rolante de
plasmideos e virus de ssDNA circular. Esta proteina apresenta trés regides
motivos conservados, denominados de motivo I, Il e lll. A presenca de um ou
dois residuos de tirosina no motivo Il separa as proteinas Rep em dois grupos,
denominados de superfamilias. A superfamilia familia | apresenta dois

residuos de tirosina, e incluem as proteinas Rep dos bacteri6fagos e os de
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plasmideos. Ja a familia Il apresenta apenas um residuo de tirosina que inclui
os virus de ssDNA circular de eucariotos. As Reps dos genomovirus
apersentam apenas um residuo de tirosina, ou seja, pertence da familia Il
juntos com os outros virus que infectam eucariotos (Rosario et al., 2012b). Um
fato interessante é que a Rep dos genomovirus sao relacionadas a REP dos
geminivirus devido a presenca do dominios GRS presente apenas em
geminivirus (Heyraud-Nitschke et al., 1995; Laufs et al., 1995). Isso demostra
uma aproximacao evolutiva entre esses dois grupos, que fica evidente através
de andlises filogenéticas (Krupovic et al., 2016). Sequéncia de nucleotideos da
proteina Rep revelaram que genomovirus e geminivirus sdo uns grupos
filogeneticamente irméaos (Figura 2). A Rep dos mastrevirus e dos genomovirus
sdo muito similares, porém a CP é distinta. Portanto, essa informagéo sugere
gue genomovirus e geminivirus possuem um ancestral em comum, sendo que
0s genomovirus adquiriram uma CP distinta. Além disso, por ser um virion
estruturalmente tdo basico quando comparado aos geminivirus, em relacéo ao
tamanho e nimero de genes, € um indicativo que possivelmente o ancestral
dos genomovirus possa ter uma relacdo direta com o pré-mastrevirus,
ancestral dos mastrevirus (Ng et al., 2014; Nawaz-ul-Rehman and Fauquet,
2009; Krupovic et al., 2009)

—= Genomoviridae

100

62 Geminiviridae
100 i3
100 | - Nanoviridae
! Alpha-satellites
100
% Circoviridae

0.5

Figura 2. Filogenia dos virus ssDNA circular (Adptado de KRUPOVIC et al., 2016)

11



Os genomovirus tém sido descobertos associados a diversos ambientes
e organismos, como fungos (Yu et al., 2010), carnivoros de pequeno porte da
Ameérica do Norte (Conceicdo-Neto et al., 2015; Van den Brand et al., 2012),
morcegos (Male et al., 2016), criangcas com encefalite (Zhou et al., 2015),
sangue humano portador do HIV (Uch et al., 2015), sangue de ratos de
laboratorio (Li et al., 2015), plantas (Male et al., 2015; Du et al., 2014; Kraberger
et al., 2015b; Dayaram et al., 2012), passaros (Hanna et al., 2015), mosquitos
(Ng et al., 2011), fezes de rena (Ng et al., 2014), esgoto (Kraberger et al.,
2015a; Phan et al., 2015) e fezes humanas (Phan et al., 2015). Até 0 momento
existem quatro relatos da presenca de gemycircularvirus associados a plantas.
O Cassava associated circular DNA virus 1 (Dayaram et al., 2012), Hypericum
japonicum associated circular DNA virus 1 (Du et al., 2014), Poaceae-
associated gemycircularvirus 1 (Male et al.,, 2015) e o Bromus associated
circular DNA virus 1 (Kraberger et al., 2015b). No entanto ha pouca informacéao
sobre a biologia dos genomovirus. Até o momento, além de estarem
associados a diversos organismos e ambientes apenas o SsGemy-1 ja foi
demonstrado ser capaz de infectar o fungo Sclerotinia sclerotiorum (Yu et al.,
2010). Além disso também foi demostrado por (Ng et al., 2014) que um
genomovirus foi capaz de replicar em Nicotiana benthamiana, porém sem
apresentar sintomas. Mais recentemente, Liu et al., (2016) demostraram que 0
SsGemy-1 foi capaz de infectar um inseto micofagico quando a forma larval do

inseto se alimenta do fungo infectado pelo virus.

Atualmente, existem 120 organismos virais classificados através de

analises in silico como genomovirus, porém ha pouca informacdo quanto a
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suas propriedades biolégicas (Simmonds et al., 2017; Krupovic et al., 2016). A
alta distribuicdo desses virus com o aumento das descobertas de genomovirus
a cada dia comparado com esses trés relatos ainda nao fornecem informagdes

suficientes para elucidar sobre a biologia dos genomovirus.
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Abstract

Genomovirus is a group of virus spread around the world in association
with several organisms and environments. In this work, we identified two
genomoviruses of Gemycircularvirus genus associated with two non-cultivated
plants in Brazil, Momordica charantia and Euphorbia heretofila. Both viruses
present the general structure of genomoviruses and reveled some unique
features. The ability of these viruses to infect organisms in the three life
domains and their spread in several diverse environments suggest- that the

genomoviruses are an important virus group in nature.

Since 2010, when it was first discovered, genomoviruses were described
in association with different environments and organisms, such as animals,
fungi and plants (Krupovic et al., 2016). Sclerotinia sclerotiorum hypovirulence-
associated DNA 1 (SsHADV-1), the first genomovirus to be characterized,
causes hipovirulence in the phytopathogenic fungi Sclerotinia sclerotiorum.
SsHADV-1 was also reported as the first SSDNA virus infecting fungi (Yu et al.,

2010). Its genome consists of a circular single stranded DNA with 2100
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nucleotides and encodes two ORFs corresponding to a replication associated
protein (Rep) and a capsid protein (Cap) (Krupovic et al., 2016). Moreover,
these viruses contain a nonanucleotide sequence within a replicative
associated stem-loop (Rosario et al., 2012b). Phylogenetics analyses using
sequences of Rep protein from several ssDNA circular viruses showed that the
genomoviruses cluster on single clade and that these viruses are similar to
mastrevirus. Besides that, it was suggested that this group is a new genus
temporarilly named Gemycircularvirus (Rosario et al., 2012a). Recently, a new
family, named Genomoviridae, was created by the International Committee on
Taxonomy of Viruses to group all gemycircularviruses (Krupovic et al., 2016).
Eight genera belonging to the family were defined based on phylogenetic
relationship and named Gemycircularvirus, Gemykibivirus, Gemygorvirus,
Gemykolovirus, Gemyvongvirus, Gemykrogvirus, Gemytondvirus and
Gemykronzavirus. For gemycirculaviruses, the ICTV adopted the optimal
species demarcation criteria of 78% pairwise identity as a conservative value

(Varsani and Krupovic, 2017).

Two non-cultivated plants, Momordica charantia and Euphorbia
heretofila, with yellow mosaic symptoms, were collected in the Southeastern
and Southern Brazil, respectively. The total DNA was extracted (Doyle and
Doyle, 1987) and the circular DNA was amplified by Rolling Circle Amplification
(Johne et al., 2009; Inoue-Nagata et al., 2004). The digestion of RCA products
with the restriction enzymes Apal or Hindlll produced a fragment of about 2100
nucleotides, which suggests the presence of genomoviruses. The 2100
nucleotide fragments from both samples were cloned on pBlueScrip Il SK (+)

and completely sequenced by primer walking (Macrogen, Korea). The Blastn
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analysis of the assembled contigs showed similarity with genomovirus, as
expected. Pairwise sequence comparisons were performed using Sequence
Demarcation Tool (SDT) (Muhire et al., 2014) and the results indicate that the
viruses should be classified as two new genomovirus species. The virus
isolated from M. charantia showed the highest nucleotide sequence identity
(72%) with Hypericum associated gemycircularvirus 1 (HypGemy, #KF413620)
and Pteropus associated gemycircularvirus 3 (PteGemy, # KT732797). The
isolate from E. heterophylla showed the highest nucleotide sequence identity
(67%) with Odonata associated gemycircularvirus 1 (OdoGemy-1,
#KM598385). The isolated viruses showed 66% of nucleotide sequence identity
between them. Since the genomovirus species demarcation criterion is that a
new sequence must have less than 78% pairwise identity to any other known
genomovirus, the isolate should be classified as a new species, and we
propose the names Momordica charantia associated gemycircularvirus
(MomGemy) and Euphorbia heterophylla associated gemycircularvirus
(EupGemy) to the viruses isolated from M. charanti and E. heterophylla,

respectively.

The putative ORFs of MomGemy and EupGemy were detected by ORF

Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). MomGemy and EupGemy

have two ORFs, one in the virion-sense strand, which encodes the putative CP
protein, and the other in the complementary-sense strand, which encodes a
putative Rep protein. The two ORFs overlap at the end and are very similar to
those observed in the genomovirus classified in the genus Gemycircularvirus,
which demonstrates high similarity with Cassava associated gemycircularvirus

1 (Dayaram et al., 2012), several Dragonfly associated gemycircularviruses
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(Rosario et al., 2012a), Odonata associated gemycircularvirus 2 (Dayaram et
al., 2015) and several Pacific flying fox faeces associated gemycircularviruses
(Male et al.,, 2016). Unlike SsHADV-1, which has two intergenic regions
between the ORFs, only one intergenic region was observed between the two

OREFs, in both viruses (Figure 1A).

Within the intergenic region, we observed the stem-loop with the
nonanucleotide sequence TAATNTTAT, which is conserved in all
genomoviruses; TAATGTTAT for MomGemy, and TAATATTAT for EupGemy.
Moreover, an atypical structure consisting in a hairpin embedded in the major
stem-loop was observed in the intergenic region of MomGemy. (Figure 1A).
Aiming to ensure that this atypical structure was not an artifact, we obtained
and sequenced distinct clones. The sequences of the origin of replication were

identical in all of them.

In both MomGemy and EupGemy viruses, the Rep has the typical
catalytic domains important for the Rolling Circle Replication (Rosario et al.,
2012b). In both genomoviruses, we first identified three conserved motifs in the
Rep protein: Motif I, Motif 1l and Motif Ill. Motif | recognizes and binds to the
nonanucleotide within the stem-loop, and motifs 1l and Ill are involved in DNA
cleavage. We also identified the NTP-binding helicase domain, formed by
Walker A, Walker B and C motifs. Besides that domain, the GRS domain, which
is required for the replication in geminiviruses, was located between the motifs
[l and Il (Laufs et al., 1995; Rosario et al., 2012b) (Figure 1C). Inside the ORF
of the Rep protein from both viruses, we identified an intron that may be
processed for Rep expression (Figurel.A) through alignment and by manual

inspection. Interestingly, introns of same size and located at the same genome
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position are observed in all genomoviruses, with the exception of SSDAHV-1.

The Rep coding sequence of 61 genomovirus-like viruses was aligned
using MUSCLE alignment (Edgar, 2004) and implemented in the MEGA 6
software. Then, a phylogenic tree was constructed using Bayesian inference
performed with MrBayes v3.2, implemented in the CIPRES Science Gateway,
with model substitution GTR+I+G, and selected by MrModeltest v. 2.2 in the
Akaike Information Criterion (AIC). The analyses were carried out running
100.000.000, sampling at every 5000 generations to produce the distribution of
tree. The first 4000 trees were excluded as burn-in. Trees were visualized using
FigTree program. The phylogenetic analysis indicates that MomGemy and
EupGemy shared at least 56% of identify with other Genomoviruses belonging
to Gemycircularvirus genus. Besides, both viruses cluster in a single clade,

which suggests a relationship between them (Figure 2).

The identification of new genomoviruses on wild plants in Brazil reaffirm
that the family Genomoviridae is a group of viruses spread around on world.
Also, the presence of MomGemy and EupGemy in plants indicates that the
Gemycircularvirus genus is more predominant and diverse than other genera
of the Genomoviridae family. Further studies should be conducted for deeper

understanding about the ecological relevance of genomoviruses.

Figure legends

Figure 1. Molecular Characterization of MomGemy and EupGemy. (A)
Genomic organization of MomGemy and EupGemy, indicating ORF regions

and the predicted intron within Rep sequence. (B) Stem-loop structure
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predicted for MomGemy and EupGemy. (C) Aminoacid sequence alignment of

typical catalytic domains conserved within Rep from genomoviruses.

Figure 2. Bayesian phylogenetic tree based in full-length nucleotide sequence
of sixty-one representative species of the eight genera from Genomoviridae
family. Number at the nodes represent the number of nuleotides substitutions

per site. The geminivirus representants was use as root.
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CONCLUSOES

e Os MorGemy e EupGemy sdo novos genomovirus pertencentes ao género
Gemycircularvirus isolados de duas plantas silvestres no Brasil.

e A andlise de SDT mostrou que MorGemy tem 72% de identidade com
Pteropus associated gemycircularvirus 3, Hypericum associated
gemycircularvirus 1 e que ambos compartilham 66% de identidade.

e Ambos virus se agruparam em um mesmo clado, o que sugere uma relacéo
evolutiva entre os dois isolados.

e Ambos o0s virus apresentam nonanucleotideo conservado em todos os
genomovirus, sendo sequéncia TAATRTTAT.

e MorGemy e EupGemy compartilham todas as caracteristicas encontradas
nos genomovirus. No entanto, em MorGemy é descrito pela primeira vez a
presenca de uma estrutura de grampo no stem-loop.

e Foi observado um intron em ambos os genomas, no interior da ORF da
proteina Rep. O intron de EupGemy € maior do que o intron de MorGemy.

e Na proteina Rep foram observados os motivos I, Il e Ill, além dos dominios
Walker A, B, C e GRS, encontrados na proteina dos geminivirus.

e O agrupamento de MorGemy e EupGemy com outros genomovirus
associados com plantas em um mesmo género sao um indicativo de que
esses virus podem ter uma possivel relacdo de hospedeiro-virus com
plantas.

e A presenca de MorGemy e EupGemy em plantas silvestres é um indicativo
gue de gemycircularvirus € o género mais predominante e diversos da

familia Genomoviridae.
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