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RESUMO
PAEZ, Lina MarcelaCortés, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Marco de 2015.
Isolamento, identificacdo e caracterizacdo de um virus ssDNA aifar associado a
Momordica charantia. Orientadora: Poliane Alfenas Zerbini. Coorientador: €iszo
Murilo Zerbini.

Virus que possuem genoma constituido por DNA fita simgsDNA) estdo
amplamente distribuidos na natureza. As constantes descolmiadas a grande
diversidade genética desses virus tém ampliado a compresoisé® a trajetoria
evolutiva desse grupo. No Brasil, os virus DNA fita simglesular causam grandes
perdas nas culturas de importancia agricola. Um dos fajoeesontribuiu fortemente
para o desastre econdmico € a transmissdo de virus, onderdospedeiro deles séo
as plantas ndo cultivadas. Desde entdo, diversos trabalhegdt® publicados tratando
de assuntos como diversidade, caracterizacdo, determinacédo aalgamspedeiros,
interagbes entre planta e patégeno assim como patdégenotoe esolucéo,
predominancia, epidemiologia, dentre outros. O presente tral®laccomo objetivo
isolar, identificar e caracteriza um novo virus de ssDdgo@iado a Meldo de Séo
Caetano Momordica charantiy uma cucurbitacea ndo cultivada e potencialmente
invasiva em cultivos agricolas no Brasil. A amostra @etada em Coimbra, MG-
Brasil, com suspeita de ter um virus da fam@ieminiviridaepor apresentar sintomas
de mosaico amarelo. O DNA vegetal foi extraido e analiségwés da técnica de
amplificacdo por circulo rolante, os produtos da clivagem commaszde restricao
foram clonados e completamente sequénciados. A analisegiaéncias indicou que o
virus tinha um tamanho de 2195 pares de bases e uma organiza¢adayeqndan
apresentava trés proteinas: uma codificando o capsideo do virus (@B)reldtionada
com a replicacdo (Rep) separadas por um intron, que eers®@vido por inspecao
manual codifica a proteina completa. Essa organizacd@ejomto com as analises do
genoma completo mostraram uma identidade com variosdd@olalo género
Gemycircularvirus sendo proposto para esse novo virus o nomeMdmordica
charantia associated circular DNA virydCasCV). Interessantemente, MCasCV tem
uma caracteristica Unica dentro dos novos ssSDNA: um noleatideo (5'-
TAATGTTAT-3") similar ao Hypericum japonicum associated circular DNA virus
(HJasCV), com uma formagao de um grampo ou “stem-loop” atipico pela ligacdo de
trés pares de base encontradas na estrutura. Com o objetivo de zaraxteidlogia do

virus MCasCV foram infectadas plantas e charantia e o fungo Sclerotinia

Vi



sclerotiorum Para isso, plantas foram bombardeadas com particulas do clonegdecci
de MCasCV e se observou apds 21 dias que ndo apresentai@mas visiveis. A
confirmacdo da presenca viral foi realizada pelas técnic&Cdee PCR obtendo um
resultado negativo. Para inoculacdo do virus ®aoferotinia sclerotiorum foram
transfectados protoplastos desse fungo junto ao clone infeccioso, apdsroamsfoi
realizada uma extracdo de DNA total, seguida da confirmacdoGi®eRRCA, que ao
igual da planta os resultados foram negativos. Fatos que podemreegdieaesultado é

a ocorréncia de falhas no processo de transfeccdo, ou a n@wadpado virus de
replicar no interior do fungo utilizado. Novas analises rfectividade deverdo ser

realizadas para a confirmacéo do hospedeiro do virus MCasCV.
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ABSTRACT
PAEZ, Lina Marcela Cortés, M.Sc. Universidade Federal deosdic March 2015.
Isolation, identification and characterization of single-strandectircular DNA virus
associated tavlomordica charantia (MCasCV). Adviser: Poliane Alfenas Zerbini. Co-
Adviser: Francisco Murilo Zerbini Junior.

Viruses that have genomes composed of single-stranded BBIANA) have been
widespread in nature. Continuous discoveries combinedthatinigh genetic diversity
of these viruses have leaded our understanding of the hadtevlution of this group.
In Brazil, the circular single-stranded DNA viruses havesedwenormous agricultural
losses in staple crops. One factor that strongly contriltatelk financial disaster is the
transmission of the virus, where the most of the hatsnon-cultivated plants. Since
then, several studies have been published, addressing issabsas diversity,
characterization, determining the host range and interactlmetween plant and
pathogen as well as pathogen and vector, evolution, preogl epidemiology, among
others. This study aimed to isolate, identify and featuneswavirus sSsSDNA associated
with Melon de S&o Caetano (Momordica charantia), one rbiicuncultivated and
potentially invasive in agricultural crops in Brazil. The pdanwas collected in
Coimbra, MG, Brazil, suspected of having a virus Geminivirigasily for symptoms
of yellow mosaic. The plant DNA was extracted and analyzg the technique of
rolling circle amplification, the products of cleavage withnieson enzymes have been
cloned and completely sequenced. Sequence analysistentitat the virus had a size
of 2195 base pairs and a genomic organization that showed three prote iascoding
the virus capsid (CP) and two related replication (Rep)ragmhby an intron, then it
was removed by manual inspection to encoding the completeimprThis arrangement
in conjunction with the analysis of complete genomeveed an identity with several
strains of genus Gemycircularvirus, it has been proposed te tidsnnew virus from
Momordica charantia associated circular DNA virus (MCasCV). éstergly, MCasCV
has a unique feature within the new ssDNA: A nonanudeot(TAATGTTAT 5-3 )
similar to the circular DNA Hypericum japonicum associatedisvfHJasCV), with a
formation of a staple or "stem-loop" atypical for bindthgee base pairs found in the
structure. With the objective of characterizing the glof the virus MCasCV M.
charantia plants were infected and Sclerotinia sclerotiorFor this, plants were
bombarded with particles of the infectious clone MCasCV ang weserved during 21

days, after that interval of time no showed visible sympt Confirmation of viral
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presence was made by RCA and PCR getting a negativeé fesulirus inoculation of
Sclerotinia sclerotiorum, this fungus protoplasts were tratesfewith the infectious
clone, after growing a total DNA extraction was performédlowed by PCR and
confirmed by RCA, again the results were negative. Ratscan explain this result is
the occurrence of failures in the transfection processnoombility of the virus to
replicate inside the fungus used. New analysis of infegtsiiould be performed to

confirm the MCasCV in the virus host.



1. INTRODUCAO

Ao longo dos uttimos 50 anos, os virus das plantas tém sido respo psiveis
namero muito grande de doencas em culturas economicamente ingsoriapactando
significativamente a producdo agricola, sendo uma grandecarpeaa a seguranca
alimentar da populagdo nos paises em desenvolvimento das regjiieais e sub-
tropicais do mundo (Rey et al., 20 Rybickiand Pietersen, 1999). Existe duas familias
de virus DNA fita simples circular (ssDNA) que infectpfantas:Geminiviridaee
Nanoviridae Até agora os estudos realizados sdo centralizados enqueusfectam
culturas de importancia econdmica como: feijdo, algoddodem curcubitaceas,
milho, pimenta e tomate; mas pouco se sabe sobre os virusfegiam plantas nao
cultivadas, sendo um reservatério genético com implicacGetaslina evolucdo dos
virus, conseguindo ser transmitidos por diferentes tipos de vetar g= plantas
cultivadas (Castillo-Urquiza, 200Wren et al., 2006).

Acreditava-se que 0s genomas circulares infectavam um aieatrminado de
hospedeiros e tinham distribuicbes ambientais restringidasetamd, durante os
altimos 5 anos, estudos de metagenémica de amostras aimmshientaigens diferentes
combinado com a utilizacdo da técnica de amplificacdo denggen circulares
utilizando-se a enzima phi29 desafiaram essa visédo, sdgeairpresenca de outras
familias de virus de ssDNAN&o obstantea escassez de informacdo sobre aspectos
biolégicos destes virus, bem como do ndmero reduzido de sequéncias & zsficma
classificacdo adequada, por enquanto, para agrupar essesviaug SSDNA circular
foi proposto o nome de gemycircularvirus, devido as semelhancasacéamilia
Geminiviridae e pelo primeiro isolado ser descoberto no fungo. Atualmente, foi
identificado estes virus em hospedeiros previamente desansezm uma ampla

diversidade de amostras como fezes, esgoto, insetos e plantas (Radgradé2a).

O primeiro Gemycircularvirus identificado foi &clerotinea sclerotiorum
hypovirulence associated DNA virus -(3sHADV-1), isolado do fung&clerotinia
sclerotium que apresentava uma baixa viruléncia deste na plRaotameio de uma
microscopia eletrdnica de barrido, foi possivel visualizapresenca de particulas

icosaédricas que encapsidam um genoma de 2166 nucleotidefsu(et) al., 201Q)
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Depois desse primeiro relato, varios virus de ssDNA arganizacdo gendmica
semelhante ao SsHADV-1 foram descobertas em amostras dsodignbientes. Em
plantas, foram descritos dois gemycircularvirus, unCassavae outro enHypericum
japonicumsendo denominadBassava associated circular DNA vir(GasCV) com um
tamanho de 2220 ntldypericum japonicm associated circular DNA virugHJasCV)
com 2200 nt, respectivamente (Dayaram et al., 2Dt al., 2014).

A proteina de replicacdo (Rep) dos gemycircularvirus apresema miotivos
conservados relacionados com a replicacdo por circulo eo|lR@R) que também séo
identificados na Rep de geminivirus, circovirus e nansvitlyina and Koonin, 1992
Koonin and llyina, 1992). Na regido intergénica, esta localizado a origeeplitacao,
idertificada por uma estrutura em forma de grampo ou “stem-loopy e uma sequéncia
nonanucleotideo conservada, essencial para iniciar aag@di nos gemycircularvirus
(Du et al., 2014).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo isidantificar e
caracterizar um novo gemycircularvirus encontrado em gdamte Momordica
charantia para ampliar o conhecimento destes vina infeccdo de plantas néo

cultivadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diversidade dos virus de DNA fita simples (ssSDNA

Estudos ecogendmicos demostram que 0S virus Sdo organisaiss m
abundantes do planeta, com numero total de virions excedendo o nuneiolae
em pelo menos uma ordem de grandeza (Edwards and Rohwer, 2@08)presenca
dos virus garante dinamismo aos mais diversos ecossistmasatuam sobretudo,
como veiculos de transferéncia geneética, sendo importansladores da evolugcéo
dos organismos presentes nos trés dominios da vida (BreitmaiR@hwer, 2005
Sano et al., 2004). No extenso grupo dos virus, 0s que possuem nis)édaIlBNA
fita simples, estdo entre os menores quanto ao tamanipart@silas e do genoma. A
diversidade desse grupo tem sido subestimada, porém, estudos rewsitasn que
esse grupo de virus € bem mais diverso do que se pensavagDwefi4 Kimura
and Tomaru, 2019\ g et al., 2014Sikorski et al., 2013a).

Nos ultimos anos, analises metagendmicas sugerem ques rdenl% da
diversidade dos virus foi amostrada, sendo a maioria dos eicésnrdescobertos
distantemente relacionados a membros ja descritos. Adimiente, cerca de 60-99%
dos meta-dados gendmicos constituem-se em sequéncias agueapresentam

identidade com os virus conhecidos (Mokili et al., 2012).

Novos virus de ssDNA circular estdo sendo descobertos em agsba&st
entdo poucos explorados, tais como esgoto, soro e excrementdsiake animais
(Kraberger et al.,, 2013Lamberto et al., 2014Sikorski et al., 2013b). Parte
significativa do material genético destes virus codifica frrateque compartilham
baixo, mas significativos, graus de similaridade com as codificadas pielis SSDNA
circular nas familiasGeminiviridae Circoviridae e Nanoviridae Desta forma, foi
proposto que esses novos virus de ssDNA sdo semelhantesjuenateveriam
pertencer a um novo género, provisoriamente chamado Gemgowousd (Rosario et
al., 2012b). Embora ndo se sabe as espécies hospedeiras da maioriardessesevi
namero e diversidade séo indicios de que apresentam umeac8igeidi ecold gica em

diferentes ecossistemas (Sikorski et al., 2013b).



2.2 Classificacdo dos virus DNA fita simples

Atualmente o“International Committee on Taxonomy of Virusg$CTV)
reconhece nove familias de virus com genoma de ssBN&llfviridae, Circoviridae,
Geminiviridae, Inoviridae, Microviridae, Nanoviridae, Parvoviridae, Bidnalde e
Spiraviridag (Sikorski, 2013). Nos ultimos anos, foram descritos diversas gom
genoma de DNA fita simples circular que ndo apresentacteristicas suficientes
para serem classificados em uma destas familias sendsificda®as como
Gemycircularvirus (Krupovic and Forterre, 2015). O nome faz referéncia as
caracteristicas compartilhadas com a fan@l@niniviridaee ser isolado por primeira

vez no fungo.

A maioria dos ssDNA tém capsideo, sem envelope e com simetriadidoaag
com excecao da morfologia de alguns virus de ssDNA queaniggrocariotos que
possuem particulas filamentosas (géndrmvirus), forma de haste (género
Plectrovirug, forma de bobina (familiaSpiraviridag e pleomorficos (familia

Pleolipoviridag (Krupovic and Forterre, 2015).

Os ssDNA séo considerados entre os virus pequenos até aghecidos.
Seus genomas possuem entre 1-2 kb e codificar s6 duas gsptafra para formacédo
do capsideo e outra necessaria para a replicacdo do geBauma. funcdes
indispensaveis codificadas por todos os virus com uma faseeddaaem seus ciclos
de vida (Krupovic and Bamford, 2010). Tal simplicidade dos ssDNAogs tum
modelo atraente para estudar a origem e evolucdo dos viyso(c, 2013). Virus
ssDNA gue infectam eucariotos tendem a possuir genomas pegeeddd |, quando
comparado com os seus homologos de bactérias e arquealiltiastepode conter
genomas de até 25 kb (Krupovic, 2013) (Tabela 1).

A maioria dos virus ssDNA possuem genoma circular que iakelloviridae
Circoviridae, Inoviridae Microviridae, Nanoviridae e Geminiviridae (King et al.,
2011). Esses virus tém diversas organizacbes gendmicas,amotret proteina
associada a replicacdo (Rep) apresenta motivos conservadosigaem isemelhancas
na forma de replicagdo por circulo rolante (RCR) (Cotnaov@ Tattersall, 1996
Tattersall and Ward, 1976).



Tabela 1.Visédo geral dos virus ssDNA e suas possibilidades de integracdo. Réoodu
por Krupovic and Forterre (2015).

Host Virion Genome Genome Replication Genome
Virus taxon morphology  topology size (kb) protein Recombinase integration
Bacteria
Microviridae Icosahedral Circular 4.4-6.1 RC-Rep Host XerC/D +
@)
Inoviridae Circular Host XerC/D, +
Ser/Tyr Int or
DDE TPase
Inovirus Filamentous 5.8-12.4 RC-Rep
Plectrovirus Rod-shaped 4.5-8.2 RC-Rep or
DDE TPase
Archaea
Pleolipoviridae® Pleomorphic  Circular 7-10.6 RC-Rep Tyr Int o
(ss or ds)
Spiraviridae Coil-shaped  Circular 249 unknown Tyr Int NR
Eukarya
Anelloviridae Icosahedral Circular 2-4 RC-Rep - NR
(TBC)
Bidnaviridae Icosahedral Linear, 6—6.5 per DNA Pol B — NR
seg- segment
mented,
TIR
Circoviridae Icosahedral Circular 1.7-2.3 RC-Rep - 4
Geminiviridae Icosahedral Circular, 2.5-3 per RC-Rep - +
(geminate) segmented segment
Nanoviridae Icosahedral Circular, 0.98-1.1 per RC-Rep - 4
segmented segment
Parvoviridae Icosahedral Linear, 4-6.3 RC-Rep - +
TIR
Bacilladnavirus Icosahedral Circular, 5.8-6 RC-Rep - NR
partially ds
Gemycircularvirus®  Icosahedral Circular 2.2 RC-Rep - -

ss, single-stranded; ds, double-stranded; TBC, to be confirmed; NR, not reported; TIR, terminal inverted repeats;
Ser/Tyr Int, serine or tyrosine integrase; TPase, transposase.
“Taxa not approved by the International Committee on Taxonomy of Viruses.

Fonte: Reproduzido de Krupovic and Forterre (2015).

Baseado na organizacdo gendmica, orientagdo da transcrigitrueuras

conservadas, tais como o elemento em forma de “stem-loofy, que contém o motivo

nonanucleotideo e no namero de sequéncias abertas de |€QR®@sS), os virus de

ssDNA eucarioticos tém sido classificados em oito tipos (Rosario,.2009)



2.3 Gemycircularvirus
2.3.10rganizacédo do genoma de Gemycircularvirus

Os Gemycircularvirus séo virus de ssDNA ainda ndo clasddic em uma
familia ou género que infectam eucariotos. O primeiro geowairvirus descrito foi
0 Sclerotinia sclerotiorum hypovirulence associated circular DNAusvil
(SsHADV-1), isolado a partir do fungdsclerotinia sclerotiorum,causando o
fendtipo de hipoviruléncia no fungo. Analises da sequénciaetlonga mostrou a
presenca de duas grandes ORFs, uma capaz de codificzte mgrcapsidial (CP),
localizada na fita viral, e outra que codifica a protaleainiciacdo da replicacédo
(Rep) localizada na fita complementar, com a presencal@oénios conservados

mesmos encontrados na proteina Rep na fa@éminiviridae(Yu et al., 2010).

Outros genomas virais de ssDNA fita simples circuiacionados com
SsHADV-1, foram recuperados a partir de amostras de fezesimais (Sikorski et
al., 2013h van den Brand et al., 2012), libélulas, mosquitos (Ng et al, 2011b
Rosario et al.,, 2012b) soro bovino e humano (Lamberto et al., 201&tegiah
vegetal (Dayaram et al., 2012 e Du et al., 2014). Com exagéo rdeinriisolado
SsHADV-1, a maioria dos gemycircularvirus tem um genomattaito por trés
fases abertas de leitura, sendo que na fita viral enesataaproteina capsidial (CP),
e na fita complementar dois fragmentos da proteina Regt(Bly 2014), separadas
por um intron de aproximadamente 166 a 226 nucleotideos (Krabeeder2éx5)
semelhante & encontrada ndastrevirusdo genéraGeminiviridae (Dekker et al.,
1991 Gutierrez, 1999Mullineaux et al., 1990Schalk et al., 1989Wright et al.,
1997).

A Rep dos virus de ssDNA que replicam
n por circulo rolante possui motivos conservados que paskrnutilizados em
analises filogenéticas, e para inferéncias sobre a infiadigido virus analisado. No
dominio N-terminal da Rep encontra-se o motivo | (12-16 @daidos), que esta
envolvido no reconhecimento e na ligagdo das sequénciasaassoabs iterons e
origem de replicagdo em geminivirus; o motillo (50-56 aminoacidos), esta
envolvido na coordenacdo da ligacdo do metal bivalente (i@ ot Mn*?) que

s80 necessarios para a reacao de clivaggmmmircovirus, nanoviruses e geminivirus,
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e o motivo lll (91-95 aminoéacidos), que contém um residuo de tirosina que é
essencial para a clivagem e atrilauiorma covalente na extremida8é do DNA
clivado (Du et al., 2014). O dominio N-terminal da proteina &gplisa a ligacao

das novas fitas apés a replicacdo (Laufs et al., 1995a).

Varias Rep de pequenos DNA e RNA virais tem semelhaagd®eps dos
ssDNA que foram classificadas na superfamilia heli§&&3rom base na identidade
de sequéncia (Gorbalenya et al., 198@&lker et al., 1982). As helicases desnaturam
0 DNA pela desestabilizacdo das ligacoes de hidrogénie estpares de bases da
fita dupla, que sdo desenroladas para dar inicio & sideesema nova fita,
dependente a reacdo da energia adquirida através de 5'tgod&a nucledsido
(NTP) de ligagéo e hidrélise (Gorbalenya et al., 298tha and Koonin, 1992).

A superfamilia SF3 é caracterizada por trés princip@isvos conservados
de sequéncias de aminoacidos, que contém um complexo dsesioit NTP
compartilhado entre todas as helicases. Encontra-se numangegxtensdo de 120
nucleotideos ao longo da proteina (Gorbalenya et al., 1990). Exi&igos
conservados sao Walker-A [GxxxxGK (S / T)], Waler-B [hhxh/(B) (D / E)]
(Walker et al., 1982), e o motivo C[h (T /S / x) (T /S / %)(Sorbalenya et al.,
1990). Os dominios de helicase, Waler-A e Walker-B, foranigiaimente
identificados em enzimas que necessitam de ATP (Wakat., 1982). WalkeA
faz parte do motiv®-loopque é utilizado para o reconhecimento do ATP (Walker et
al., 1982). O motivo C esta localizado na extremidade C-termiangroteina Rep
(Koonin, 1993 Yoon-Robarts et al., 2004).

O quarto motivo denominado GR&€minivirus Rep Sequercencontrado
nos gemycircularvirus € unico, quando comparada com os gemditiocalizado-
seentre os motivos Il e Ill, € necessério para a iniciagdo da refdiceminiviral O
dominio GRS conservado € uma caracteristica essencialalantiga linhagem de
iniciadores circulo rolante, o que apoia a ideia de que gemmiydodem ter
evoluido a partir de plasmideos associados com fitoplasiafgas (Delwart and Li,
2012 Nash et al.,, 2011).

O “stem-looff ou grampo localizado na regido intergénica de
aproximadamente 30 nucleotideos, esta formado por um nonanucleotideo ou
sequéncia nanomeérica repetida e invertidemadale SCE (“structurally-conserved
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element) (van den Brand et al, 2012). Foi reconhecido como uma eatrutu
fundamental para iniciar a replicagcdo, como o sitio deagém do DNA pela
proteina associada a replicacdo (Orozco and Hanley-Bowidie#8), analoga as
encontradas na origem de replicacdo dos géneros geminivingsjileis, nanovirus
(Rosario et al.,, 2012a). No entanto, entre oS géneros pode acantgzaicas em
algum nucleotideo que conforma o nonanucleotideo. Para geminitdrassido
demonstrado que as alteragcbes no motivo nonanucleotideo podebméa reacao
de clivagem entre as posicdes 7 e 8, mas podem alterar acdici reacdo (Laufs
et al, 1995b). No entanto, alteracbes na posicdo numero 9 ("QUgns@&
nanomérica foram relatados como mais sensivel, reduaigiificativamente a
eficiéncia de clivagem. No entanto, 0 nonanucleotideo ensmnt nos
gemycircularvirus, excetdMeles melessirus fecal (MmFV), exibem uma diferenca

na posicao 9 com relacdo ao nonanucleotideo do SSHADV-1 (TAATATTAT).

O Unico gemycircularvirus com hospedeiro descrito até 0 mon@&nio
SsHADV-1, que infecta o fung8. sclerotiorum(Yu et al,, 2010). Estudos recentes
demostraram que o fungo é susceptivel a infeccdo por inocuat@eelular de
SsHADV-1 e que os virions sdo estaveis durante longosdoer de tempoNo
entanto, & provavel que tenha uma gama de hospedeiros lind&tdAV-1 infecta
duas espéciessclerotinia minore Sclerotinia nivali, ensaios de infectividade em
plantas demonstram claramente que SsHADV-1 era incapadedéar e se mover

em células vegetais (Yuetal., 2013).

2.3.2Diversidade de Gemycircularvirus em amostras ambientais

A técnica de amplificacéo por circulo rolante (RCA) juntamente colisasna
de metagendOmica viral, tais como sequémneiao ‘“shotgun” e purificacdo de
particulas virais, tornaram possivel detectar e descobrir uamegrvariedade de
espécies virais e géneros previamente desconhecidas (DahwaLi, 2012 Ng et
al, 2011a Ng et al., 2009) Dayaram et al. (2012) durante testes de rotina para
geminivirus, descobriu um genoma viral de duas das quatro amdstrfolhas de
mandioca coletadasm Ghana. A extracdo do DNA vegetal foi amplificado pela

polimerase phi29, digerida com enzimas de restricdo, depois deoaleteultado de



sequénciamento foram desenhados prim#rackio-back’ para amplificar a
sequéncia total de 2,220 pb. Uma analise do genoma viral comgetou que o
isolado estd mais estreitamente relacionado com o viruaB¢H com identidade
maxima de 71% do genoma, também se encontra um homdélogo sequéncia de
ssDNA circular detectado durante analises metagendmico®Ni& circulares
associados com os mosqsi{dg et al.,, 2011b). Devido a sua organiza¢cdo gendomica
semelhante a do circovirus, mas que provavelmente expreasRapncomo alguns
geminivirus, € traduzida a partie um mRNA “splicing”, foi proposto o nome de
Cassava associated DNA circular vir(GasCV) (Dayaram et al., 2012).

Outra descoberta de um novo ssDNA ocorreu em plantadydericum
japonicumque apresentavam sintomas de mosaico amarelo coletadBsie Dinh
Province, Vietnam. O DNA vegetal foi extraido a partir daostra e amplificado
pela polimerase phi29 para recuperar 0 genoma de uma suEpbégomovirusA
digestdo com enzimas de restricdo originou um fragmento de B&A.200
nucleotideos, o qual foi clonado e sequéhcigor primer “walking” (Du et al.,
2014). Inespadamente, a analise dos “contigs’ revelou semelhancas com a
sequéncia de DfasCV-2, um virus que faz parte do género proposin co
Gemycircularvirus. Esse novo virus foi nomeado Hgpericum japonicum
associated DNA circular virugHJasCV) (Rosario et al., 2012b).

Rosario a revelado novos virus ssDNA em uma grande variedade de
amostras. No 2009, conjuntos de dados de sequénciamento de me teayertfuas
costeiras da Columbia Britdnica e da dgua do oceano abert@arddom Sargacgos
(Angly et al., 2006), tratamento de aguas residuais (Rosadb, &009b), e agua
estuarina da Chesapeake Bay (Rosario, 2009) continham segué&wia
semelhancas aos circovirus, nanoviruses e geminivirus. @&iso, os potenciais
genomas circulares completos que foram montados a partir dEnsexpuverificadas
por PCR. Nem todas as sequéncias foram verificadas, possitelpela formacéo
de quimeras (Rosario, 2009) ou hibridos de sequéncias parefdaeahteds que sdo
sequéncias contiguas falsas (Kunin et al, 2008). Dez novos aerianssDNA
foram caracterizados com varias organizacées do genosaptao diferencas na

orientacdo das ORFs e o0 numero de ORFs pertencentes a Rep (Rosario et al., 2009a



Utilizando libélulas, Rosario et al. (2011) isolou virus ssDNA incanpdo a
técnica de amplificacdo de ssDNA pela polimerase phi29 ex@nteros aleatdrios
e fragmentou o DNA viral antes de clonagem e sequénciameEssa descoberta
revela que os invertebrados estdo no alto da acumulacao deamda diversidade
viral do ambiente, devido a sua dependérsdontes de alimentacdo e escala da
mobilidade. Os vinte e um novos genomas ssDNA virais coithpaam > 95% de
identidade com aminoacidos dos cyclovirus, os quais fosatadios a partir de 12
espécimes da libélula do Reino de Tonga (Rosario et al., 2011). Eestudo de
acompanhamento por Rosario et al. (2012a), 17 novos virus ssDNA fora
descobertos a partir do tecido de libélulas coletados a partima variedade de
locais, incluindo Tonga, Porto Rico, Florida e Florida Keys, EUA, Bidgéustria,
Finlandia, Hungria, Alemanha e Finlandia. A maioria dos novoss VESDNA
descobertos estavam determinados a ser cycloviruses (Rosario et a) ,d20¥idtaa
que trés dos novos isolados teve similaridade com a Repidosis, mas as
organizacfes do genoma de cycloviruses e circovirus efareutes (Rosario et al.,
2012a). Outros trés isolados tinham semelhanca com a Rep dmévieis) mas a
organizacdo genémica e o0s motivos do nonanucleotideo eram dovirgc
SsHADV-1 (Rosario et al., 2012¥%u et al., 2010). Com a descoberta desses novos
virus ssDNA foi proposto um novo género a ser nomeado Gemigciirus
(Rosario et al., 2012a).

Andlises de anostragem ambiental podem ter o potencial para economizar
tempo e recursos de laboratério na descoberta de possivesswjoe ainda ndo se
encontra em estado de infeccdo. Por exemplo, duas novésutae de virus que
infectam plantas (um mastrevirus e um alphasatellite) fok@snobertos em libélulas
no Porto Rico, e eles ainda ndo haviam aparecido nas amosrtecido de 60
plantas testados da mesma regido (Rosario et al., 2013). Asbedeas foram
particularmente notaveis desde o isolamento de alphasamlie provavelmente
representa uma nova linhagem no Novo Mundo, enquanto o isoladtvevirus
aftamente divergente foi um dos dois Unicos mastrevirusemngados no Novo
Mundo. A principal desvantagem da amostragem de invertebrados équaeveia a

fonte da infeccdo (Rosario et al., 2013).

A maioria das sequéncias de nucleotideos observadas erasnfsacas

mostrou identidade com geminivirus conhecidos (Ng et al., 201taankostras de
10



mosquito (Ng et al., 2011b) foi observado que as sequéneasrefacionadas com
animais, plantas e fagos, a maioria das sequénciaseafnesprovavelmente novos
genomas (Ng et al., 2011b). Dois dos novos virus de ssDN&aries tinham uma
estrutura de genoma original, uma das quais foi mostradcopgmapo com outros
putativos gemycircularviruses através de andlise filagenéRosario et al., 2012a).
Também nos estudos realizados por Dayaram et al. (2013) e Duap(2013),
foram isolados virus no tecido de invertebrados aquaticos, umvilogode ssDNA
com sequéncia similar de Rep bacterianas foi descobertoohegsco do estuério
Avon-Heathcote em Christchurch (Nova Zelandia) (Dawyaet al., 2013). Dois
novos virus circovirus-like foram isolados de copépodes, um tipo de
mesozooplancton, de Tampa Bay, Florida, usando a amplificacaqlrherase
phi29 com hexameros aleatérios e fragmentando DNA viral a@etesonagem e

sequenciamento (Dunlap et al., 2013).

Cantalupo et al. (2011) realizo analise de metagendmicareostras de
esgoto, encontrando 897.647 de reads de alta qualidade. A maior @ooplerc
596.146 da sequéncia adquirida estava determinada a ser umal@oitiquanto a
segunda maior proporcao de reads (37.917) foram bacteribfago, e a menodoroporg
(8491) foram os virus eucarioticos. Estudo da mesma automizéta foi realizado
em amostras de esgoto de cidades urbanas: Barcelona, (Espaiisayrgh,
Pensilvania (Estados Unidos); e Addis Abeba, (Etidépia) (Capuadt al, 2011.); e
outro estudo semelhante: Maiduguri (Nigéria); San Fremci€aliférnia (Estados
Unidos); Bangkok (Tailandia); e Kathmandu, Nepal (Ng et 2012). Ambos
estudos revelaram uma diversidade de virus incluindo as de fassibals\, familias
dsDNA, familias (+) ssRNA, e as familias de dsRNA, comgosogenomas que
poderiam representar novas familias e novos géneros. hspeeifite, em Ng et al.
(2012) foram identificados novos genomas SsSDNA circularesy @gumas
semelhangas com o0s membros da Geminiviridae: Nimivirus, nVimis e

Baminivirus.

Amostragem fecal € um grande reservatorio viral de anipalister o
beneficio de uma vida mais longa e um alvo mais amplo, siaedlatemonstrados
nos estudos com invertebrados. Além disso, a possibilidadesdebéeta vai desde
0 acumulo viral anima¢ os encontrados na matéria fecal por causa dos organismos

oportunistas que nele habitam. Isso inclui as bactérias, pévinzofungos e assim
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como larvas de insetos e outros invertebrados dependendo de quamto dem
material fecal foi coletado (Delwart and Li, 2012). Egpe tle amostra também é
ideal por ter uma aproximacdo de baixo impacto para igeesdi diversidade viral
de um ambiente por ser ndo-invasivo. Outras abordagens debdea usaram
reservatorios virais menores, como amostras de insetosotuscos, exigindca
remocao de todo o organismo a partir do ambiente, enquanto amostrage nmamimal
faz. Em contraste com as amostras de tecido animal oaraleasamostragem fecal
ndo requer manipulacdo de animais e as amostras podem ggerados em
gualquer momento. Esse tipo de amostras foi usado para abeeacde diversos
virus, especificamente os novos virus de ssDNA isolados & partfezes de
chimpanzé (Phan et al., 2011) (Blinkova et al., 2Q1@t al., 2010a), bovinos (Kim
et al., 2012)roedores, morcegos (Ge et al., 20LiLet al., 2010b), texugo e marta
(van den Brand et al, 2012) e de suinos (Sachsenroder et at,StP et al.,
2011).

Os relatos anteriores demonstraram que novoss\WsDNA podem ser
isolados a partir de uma variedade de ampstmdizando técnicas especificas de
sequenciamento ou independentes de sequenciamento. No entaritastéomo
PCR com primers especificos € limitada em sua capacidadkesdebrir novos virus
ssDNA altamente divergentes, porque exige conhecimensegiz®ncia prévia para
o desenho dos primers. Apesar disso, a forma de PCR inversengigkpara a
verificacdo da sequéncia do genoma compl€ontudo, a maioria das novas
descobertas de virus ssDNA foram por meio das técnicasfiaagdo por circulo
rolante (RCA), clivagem com enzimas de restricdo, gdemae sequenciamento de
Sanger (Rosario et al,, 2012a), metagenémica e sequenciamesetguihda geracao
(plataforma 454 FLX da Roche e a Solexa da lllumina) (Liet al., 2010b).

A técnica de amplificacdo por circulo rolante (RCA), podeusiézada para
enriquecer a proporcdo deDd6A numa amostra antes do sequenciamento (Haible et
al., 2006 Kim et al, 2008), utilizando a polimerase do bacteri6fago phi29 de
Bacillus subtilis(Blanco et al., 1989) superando o problema de baixo numero de
copias devido a uma taxa de amplificacdo exponencial de diéatt@vés da
utilizacdo de hexameros aleatérios que se liganbié viral molde em varios
locais, criando diversas fitas de replicacdo (Nelsal.g2002). Outra vantagem da

enzima phi29 DNA polimerase é sua alta fidelidade amatitio preferencialmente
12



modelos de ssDNA circulares por cima do outro 4cido nuclegsepte na amostra
(Edwards and Rohwer, 2008im et al.,, 2008 Kim et al., 2011), sendo assim a RCA
mais eficiente na deteccdo de novos virus do que a P@RGmers especifico
técnica € usada antes dos sequenciamentos de segunda geracide 4B4
pyrosequencing ou Solexa), em amostras ambientaigaaie agua doce (Fancello
et al., 2013 Roux et al., 2012) invertebrados (Ng et al., 20INg et al., 2011h)
fezes humanas (Kim et al., 2QMinot et al., 2011)o tecido de tartarugas marinhas
(Ng et al., 2009), em solo de cultura de arroz (Kim et al.,, 2@0®)e foram

descobertos uma variedade de novos virus.

Recentemente, 0s novos virus ssDNA ndo sao bem compreedéidido a
taxonomia atual guéincapaz de classificar virus identificados através de técadcas
amplificacdo nao-especificas (Sikorski, 2013). Métodos querporam as mais
recentes técnicas de sequenciamento com amostras néaihiale diferentes
ecossistemas e regibes globais, deve incluir uma técnica derageos eficiente,
tais como a utilizag@o de reservatdrios virais, coméenidas de amplificacdo e de
sequenciamento que sao adequados para o tipo de acido nucleico viestadseto,

sendo possivel descobrir o sequenciamento do mundo viral (SjKZ0$R).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados virais da plantdomordica charantia

Uma amostra déomordica charantiaque apresentavam sintomas tipicos de
infecdo viral por begomovirus, foi coletada no campo de cultiviordssica em
Coimbra-MG. Discos foliares de aproximadamente 1 cm de dianoet folhas
sintomaticas foram utilizados para extracao de DNA vegdtdldelo método descrito
por Doyle (1990) com a seguinte modificagdo: os discos follaramn macerados em

tampao de extracdo utilizando-se o macerador de &€idsuelyser I[[QUIAGEN).

3.2 Clonagem do genoma viral

Para a obtencdo do DNA viral, foi utilizada a técnicaad®lificacdo por
circulo rolante (RCA), sendo o principal componente a enzima DN&ewdse phi29

(GE Healtcare) que foi usada de acordo com as especificacde sidanfegor

O DNA amplificado foi clivado com as enzimas de restripdsp, Hindlll,
Spd, Xbd e Sad. As clivagens foram analisadas em gel de agarose a &i@do
com brometo de etideo (5ug/mL) e visualizado sob luz UV. Aliqutaasreacfes de
clivagem contendo fragmentos de 2195 nucleotideos (nt) foram clomadestor
pBluescript KS+ (Stratagene) previamente linearizado commesmas enzimas de
restricdo e desfosforilado. O produto da reacdo de ligacdo fidaddl para
transformacdo de células competentesEsgeherichia coliDH5a pelo método de
choque térmico (Sambrook et al.,, 2001). A confirmacéo da clonageaeafzada por

analise de restricdo e sequénciamento (Macrogen. Inc. Seul, Coraif.do S

3.3 Analise das sequéncias

A identificacdo das ORFs nas sequéncias obtidas fbzada utilizando-se o

programa“ORF Findet” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). As sequé&sci
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de aminoacidos deduzida de cada proteina foram comparadas comedss epécies

de “gemycircularvirus” utilizando-se o algoritmo BLASP, e as sequéncias de

nucleotideos foram comparadas utilizando-se o algoritmo BbhA@\tschul et al.,

1990). Com base nas sequéncias de aminoacidos e nucleotideosieaiiolsa
multiplos foram obtidos com o programa MUSCLE (Edgar, 2004). Aawmlde

distribuicdo pontual das espécies, determinando a percentagem déadke par a par

e arvores filogenéticas utiligdo o método “Maximum likehood” em analise

“bootstrap” de 10.000 repeticdes, foram construidas e desenhadas com os aminoacidos

das proteinas de replicacdo (Remapsidial CP), usando os programas SDT v1.0 e

MEGA 4.0,

respectivamente (Muhire et al., 201Wamura et al, 2007). Os

alinhamentos e as arvores filogenéticas incluiram doladies do laboratorio e os

gemycircularvirus mais proximos (numeros de acesso do GenBank vea Zabel

NUmero de acesso GenBank

Acrénimo do virus

KF413620 HJasCV

- MCasCV

- TL1187-3a

- TL11872A
JX185429 DfaCV-2
JQ412056 CasCV
JQ412057 CasCvVv
GQ365709 SsHADV-1
KF268025 unssd_SsHADV
KF268026 unssd_SsHADV
KF268027 unssd_SsHADV
KF371036 FaGmCV-6
JX185430 DfaCV-1
KF371633 FaGmCV-9
KF371634 FaGmCV-8
LK931485 unssD_MSS12 225
KF371632 FaGmCV40
KF371638 FaGmCV-4
KF371639 FaGmCV-3
KF371640 FaGmCV-2
KF371041 FaGmCV4ic
KF371042 FaGmCVib

A estrutura secundaria putatiga “stem-loop” € 0 minimo de energia livre

(AG) na origem de replicag&o viral foram previstos usando o algodemduker no

servidor web MFOLD para dobrar Unico filamento de acido nucleipoevisdo de

hibridacdo (versdo 3.2) com as configuragcbes padrao (Zuker,

2003). (htt
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//mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form). Energia lNogal com um

valor alto AG negativo reflete uma estrutura interna estavel.

3.4 Construgao do clone infeccioso

Para a obtencdo do clone infeccioso, o clone cépia Unicdoéoatio do vetor
pKS, recircularizada e utilizada como molde em uma reacampdificacdo coma
enzima DNA polimerase phi29 (Inoue-Nagata et al., 2004) concatameros foram
clivados parcialmente utilizando-se a enzirhad 1ll, e a banda correspondente a
duas cépias do genoma viral foi clonada no vetor pKS utdiasse técnicas padrao
(Sambrook et al., 2001). A confirmacgéo do clone infeccioso fdizaea por andlise

de restricdo e sequenciamento (Macrogen. Inc. Seul, Coréia do Sul).

3.5 Determinagao da gama de hospedeiros

3.5.1Inoculacédo em planta

A infectividade, em plantas, do clone obtido foi realizada poro naei
inoculacdo por biobalistica como descrito por Aragao et al. (199).i93a; plantas
deMomordica charantiee Nicotiana benthamianéoram bombardeadas com o clone
infeccioso do isolado. Como controle positid@am bombardeadas plantas de
Nicotiana benthamian@om o Tomato yellow spot viruToYSV). Como controle
negativo foram bombardeadas plantas sem DNA. Trés semanas apoéslacéo, as
plantas foram avaliadas quanto a presenca de sintomasa & ganfirmacdo da
infeccdo viral, a extragdo do DNA total da planta foidasgara realizar uma
amplificacdo por circulo rolante (RCA), e uma PCR goimers para amplificacdo

de fragmentos do genoma viral.

A confirmacdo via PCR foi realizada utilizando-se os oligdeotideos
(McasCV_CP_R5- CGT TGC CTG AGG AAA TAA TGC -3"; McasCV_CP_F 5’
GAA GCA GGA CAC GAT GTT G -3") desenhados para anelar nae ggue

codifica a proteina capsidiaCP) do genoma viral em estudo. A reacéo foi realizada
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em um volume finadle 25 pl, contendo 5,0 pl de tampao (5x), 2,0 ul de MgCl, (2,5

mM), 2,0 ul da mistura de dNTPs (40 mM), 0,4 pnlde cada primers (40 mM), e 0.3 pl

de GoTaq Flexi DNA polimerase, completando-se o volume ogum.aA reacao
consistiu em 34 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelar&sfiG por

1 minuto e extensao a 72°C por 30 segundos, seguido de uma extensao fikal a 72
por 10 minutos. O produto amplificado foi analisado por eletradoes gel de

agarose 0,8%.

3.5.2 Inoculagao en Sclerotinia sclerotiorum

A infectividade do clone construido edclerotinia sclerotiorunfoi realizada
por meio da transfeccdo de protoplastos descrito por Yu é2040) com algumas
modificacfes. Para isso foi utilizado o isolado fungico SSOlemmrtite a colecao
de microrganismos do Laboratério Genética Molecular e de Mjarismos da
Universidade Federal de Vigosa, foi classificado como livrevides, mediarg
indexacédo (dados ndo publicados). O isolado fungico foi cultivaddasaspde petri
contendo meio de cultiviiPotato Dextrose AgéarPDA), a 25°C por 5 dias.

Para obtencdo de protoplastosSlesclerotiorunSS01, discos de micélio (5
mm de diametro) provenientes da borda de crescimento ativo l@laiacdoram
transferidos para um erlenmeyer contendo 50 mL de Caldo B2d¢ateose (Sigma-
Aldrich) e incubados sob agitacdo a 110 rpm por 28°C durante 48 Wgréas
periodo de incubacdo, a cultura foi filtrada para retencadusiva da massa
micelial, e o micélio recuperado foi submetido a sucessivaselasapm solucdo de
NaCl 9g.LU'. Aproximadamente, 480 mg de micélio foram coletados em um
erlenmeyer de 125 mL, onde adicionou-se 10 mL de uma mistuimatioca
contendo Driselase dgasidiomycetegSigma-Aldrich) (10 mg/mL) éysing enzime
de Trichoderma harzianun{Sigma-Aldrich)(12 mg/mL) preparada em NaCl 0,7M
(pH 6). A digestdo ocorreu em agitacao branda a 70 rpm 28°Ctel@ awras, a

cada uma hora, o monitoramento quali/quantitativo dos protoplastesliaado.

Paa recuperacdo dos protoplastos, as hifas parcialmenteiddgeforam

sedimentadas por centrifugacdo a baixa velocidade (1000 rpm por 10 minu@®s a 5°
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e os protoplastos coletados do sobrenadante foram purificadoxentrados por
centrifugacéo (2500 rpm por 20 minutos a 5°C). Os protoplastos sedimentadwos fora
delicadamente ressuspensos em 1 mL de solugédo de NaCl 0,7H), (péhtendo
CaCh 50mM e a suspensdo foi ajustada para uma concentraca@xidd

protoplastos/mL.

O ensaio de transfeccdo foi realizado conforme descritoGimi @nd Nuss,
1992 Hillman et al., 2004) com algumas modificacdes. Uma aliqdeta00 pl de
protoplastos foi gentilmente misturada ao DNA plasmidial,espondente ao clone
infeccioso, nas quantidades de 5ug e 10 pg. Em seguida adiciobOuiseda
solucdo PEG (250 mtpolietileno glicol 6000, 50 mM Cag; |1 M Sorbitol, 50 mM
—pH 7.5— Tris-HCI). As amostras foram incubadas no gelo por 20 minut@s)dp
um volume de 500 pl da solucéo PEG foi adicionado e em seguida as arnostras f

incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos.

Os protoplastos foram misturados ao meio de regeneracd&s@en (Caldo
Batata Dextrose + Agar 8&+ Sorbitol 1M) a 50°C e em seguida semeados por
“pour plate” sobre uma camada de meio regenerativo solido (Batata Dextrose Agar
com adicdo de Sorbitol 1M) e incubados a 25°C por 48 horas.coraidas 48
horas, um total de 100 microcolbnias regenerantes foram redapeakatoriamente
em meio Batata Dextrose Agar. O DNA total das coldoregemeradas foi extraido
segundo o protocolo descrito por Doyle (1990). Para a confirmacdo dos
transfectantes utilizou-se PCR com oligonucleotideoscégmes que amplificam
uma por¢cao do gene que codifica a proteina capsidial do MCasCV conforiedes
no item anterior. Versdes epissomais livres do MCasCV faletectadas por RCA,
para excluir as chances de falso positivo (versfes integradasomossomo) e

validarSclerotinia sclerotioruntomo um putativo hospedeiro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Amplificacao e clonagem do DNA viral

Amostras da plantdMomordica charantiaapresentando sintomas tipicos de
infeccdo por geminivirus (Figura 1) foram coletadas em Coillida O DNA total
vegetal da amostra foi amplificado obtendo possiveis molédaeld3NA circuar. A
analise da clivagem do DNA circular amplificado com amazile restricdo de corte
frequente Msp revelou que era de origem viral (Figura 2A). Os fragmentos
visualizados no gel de agarose ndo se relacionavam a uma ugeadieica de
geminivirus. Porém, o DNA foi tratado com as enzimas deigés Hind 1ll, Sacl,
Spel e Xbal, obtendo um total de 21 clones (dados nao apresentados) com uma banda
de aproximadamente 2200 nt (Figura 2B e C) sugerindo se trataunde
Gemycircularvirusde acordo com as referéncias consultadas. Para confirmagao, o

fragmento foi clonado, transformados e sequenciado.

Figura 1. Planta déMomordica charantiacom sintoma de mosaico amarelo.
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Figura 2. Padréo eletroforético em gel de agarose (0,7%) da alivdge amplicons obtidos a
partir de DNA total da amostrd marcador de tamanh®l kb plus DNA ladder”, em nt).
(A) Enzima de corte frequeniigsp |, (B) e (C) Enzimas de corte no ponto

4.2 Caracterizacdo de um novo gemycircularvirus infec tdwdimordica charantia

O sequenciamento completo do clone obtido a partir da pMaotaordica
charantia mostrou que o genoma possui 2195 nucleotideos e uma organizagcéo
semelhante aos outr@demycircularvirus O genoma contém 5 ORFs: sendo na fita
viral, aCP (309 aminoacidos), uma putativa V2 (E2§ e uma putativa V3 (105 aa);
na fita complementar foi possivel predizer as ORF Rep §aQ)5Rep2 (54 aa) e uma
putativa C2 (188 aa) (Figura 3). A organizacdo deste virus teancamacteristica
similar com o género mastrevirus da fam@iaminiviridae(Wright et al., 1997), pela
presenca de um intron na Rep, sendo uma caracterigtica tla maioria dos

gemycircularvirus.
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Figura 3. Organizacdo gendmica ddlormodica charantia associated circular virus
(MCasCV), mostrando as ORFs localizadas na fita viral mpleenentar junto com a
localizac&o do intno.

Andlises da sequéncia da proteina CP do isolado (Taphakv8lou um grau
significativo de semelhanca com as proteinas da particpkidia de HJasCV,
DfasCV-2 e SsHADV-1. A fita complementar apresenta d@@bs divididas por um
intron. Quando o intron foi removido por inspecdo manual, uma OlF~¢cadifica a
proteina Rep foi encontrada com um tamanho de 294 aa, analisestienB$trou uma
maior identidade com a Rep do virus HJasCV. A identificacépraofeina Repé
crucial na descoberta de novos virus ssDNA (Delwart apn@Qi2 Muhire et al.,
2013), esta presente numa ampla variedade de ssDNA circuiachsindo os
geminivirus, nanoviruses, circovirus e Varios plasmideos AsDAnbientais
atualmente ndo classificados (Rosario et al., 2012b). Todos os vinysigrularvirus
ercontrados contém um intron na regido codificadora da Rep 6émide
complementar do DNA), semelhante a encontrada em masgewvi(Wright et al.,
1997). Com tudo, a sequéncia total dos clones apresentou identideldetidica
menor que 85% com todas as outras sequéncias de gemyeirasldisponiveis. De
acordo com os critérios estabelecidos pelo ICTV o virusdsotle meldo de sao
caetano Momordica charantiq pode ser considerado como uma nova espécie, sendo

proposto o nome déMormodica charantia associated circular virudCasCV).
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Cobertura (%) Identidade (%) Valor E

ORFs Virais Proteinas homologas (Nimero de acesso ao GenBank) MCasCV MCasCV MCasCV Dominio conservado (NCBI-DD)
BLASTp/BLASTX  BLASTp/BLASTX
Proteina de Proteina de replicagddypericum japonicum associated circular DNA virus 100/99 71/62 5e-131  pfam00799 - Dominio catalitico Rep Geminivirus
replicacdo (AGS12486.1) As proteinas AL1 codifica a proteina iniciadora
viral “Spliced” Proteina de replicagdo Dragonfly associated circular DNA virds 99/96 63/49 2e-99 replicacdo (Rep) de geminivirus, que é uma enz
(YP_009021856.1) especifico do iniciador replicagdo e é um compone
Proteina de replicac@dragonfly associated circular DNA virus 67/65 72169 2e-96  essencial do replissoma. Para a proteina Rep geminiv
(YP_009021858.1) esta regido N-terminal é crucial para o reconhecimen
Proteina de replicagdassavaassociated virus DNA circulfAFH54232.1) 100/99 48/48 4e-89  clivagem de DNA de origem e de transferéncia
Proteina de replicagc@assavassociated virus DNA circulgiYP_009021043.1 100/99 48/48 le-88  nhucleotideos.
Proteina de replicag&ewage associated gemycircularvirug¥R._009115523.1 98/98 47147 4e-88
Proteina de replicag&xclerotinia sclerotiorum hypovirulen@ssociated virus 96/93 47147 6e-85
DNA circular {AGP05335.1)
Proteina de CP proteina Hypericum japonicum associated circular DNA vi{#$5512482.1 100/89 45/44 4e-77 O dominio putativo conservado nao foi detectado.
capside viralCP proteina Bragonfly associated circular DNA virdgs(YP_009021855.1) 100/86 43/44 le-72
CP proteina Gemycircularvirus 1YP_009109718.1) 86/86 45/45 4e-70
CP proteina Gemycircularvirus 4YP_009109730.1) 89/88 43/43 3e-61
CP proteina Gemycircularvirus 3YP_009109732.1) 89/89 43/43 7e-61
CP proteina Sclerotinia sclerotiorum hypovirulence associated DNA virus 1 99/89 40/40 le-60
(AGP05336.1.)
CP protein Dragonfly-associated circular virus @P_009021851.1) 85/85 44/44 le-55
Proteina  Proteina putativa CRlypericum japonicum associado virus DNA circular 100/99 78178 3e-95 O dominio putativo conservado nao foi detectado

putativa C2 (AGS12485.1)

Proteina  Proteina putativa VBlypericum japonicum associado virus DNA circular 70/100 74179 le-35 O dominio putativo conservado nao foi detectado.
putativa V2 (AGS12483.1)

Proteina  Proteina putativa VBlypericum japonicum associado virus DNA circular 100/98 70/75 3e-39 O dominio putativo conservado nao foi detectado.
putativa V3 (AGS12484.1)

TABELA 3. Comparagdo sequéncias dos aminoacidos codificadas MCasCV Momordica charantia aplcando BLASTp e BLASTx
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4.3 Analises filogenética da sequéncia gendémica de MCasCV

Arvores filogenéticas foram construidas utilizando as regi@enservadas
encontradas nos gemycircularvirus mais proximos ao virus MCa#8€ arvores
foram obtidas pelo método de “Maximum likelihood”, utilizando-se 0 programa Mega
5.0. Os numeros em cada ramo indicam orvdddbootstrap” (10.000 repeti¢des). As
analises feitas com as regides conservadas do genonpdetm e as proteinas Rep e
CP (Figura 4A, B e C) mostrou uma separacdo de dois grupu®, gee o primeiro
agrupou os virus encontrados em fungo, inseto e planta, onde dWiasCV se
relaciona com o seu mais préximo o virus HJasCV; o segundo drtipa a maioria
de virus encontrados em fezes e soro, os menos relaciomaoe d@olado. No
entanto, o primeiro grupo da arvore da prot&lR4Figura 4C) mostra uma agrupacao
maior dos virus, onde também o MCasCV se encontra no mesdw @i o0s
isolados TL1187-3A e TL1193-2A que ainda estdo sendo trabalhadosonatdaio,
entretanto, o segundo grup6 apresenta os isolados FaGmCV-9, DfaCV-1 e MSSI2-
225. Essas diferengas podem demonstrar a baixa homd&sgaquéncias da proteina

CPcomrespeito & Rep nos genomas de gemycircularvirus.

Comparacao par a par de sequéncias de aminoacidos das progira<R
revelaram valores de >60% em Rep e >45% em CP (Figura SAiedBando quea
proteina Rep tem uma maior identidade do que a proteina CP dergenama de
gemycircularvirus. As analises mostraram que o virus K¥aapresenta maior
identidade com trés gemycircularvirus HJasCV, DfaCV-2as@/, demonstrado
também no resultado obtido na andlise filogenética onde osegids localizados no
mesmo clado. Os isolados DfaCV-2 e CasCV foram referenciaakescoberta de
HJasCV (Du et al, 2014) com valores parecidos aos obtidos cOas@V/, esses
resultados possivelmente demonstram que esses 4 isoladdSV{BfaCasCV,
HJasCVe MCasCV)V sendo descobertos em distintos paises e de deferdpus de
amostras como é plantas e insetos, sua origem pode derarrsesmo ancestral

compartilhando alguns caracteres filogenéticos.

A analise de identidade par a par do genoma completo do vieas@V e os
gemycircularvirus mais préximos (Figura 5C) mostraram vale4é$o, revelando que

as sequencias completas tem uma baixa identidade e sdo diveegerdgeelas.
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a) b)

— KF413620 HlasCV | TL117-3a
MCasCV TL1193-2A
E TL1187-3A JX185429 DfaCV-2
TL1193-2A MCasCV
JX185429 DfaCV-2 KF413620 HJasCV
JQ412056 CasCV
[JQ412056 CasCV L GRUPO 1 | GRUPO 1
L Jas12057 cascy — %JQ412057 CascV
[ GQ365709 SsHADV-1 KF268026 SsHADV
_ KF268025 SsHADV KF268027 SsHADV
KF268026 SsHADV GQ365709 SsHADV-1
KF268027 SsHADV KF268025 SsHADV
KF371636 FaGmCV6 KF371636 FaGmCV-6
1185430 DfaCV-1 | KF371633 FaGmCV-0 B
T KF371634 FaGmCV8 ﬁ LK931485 MSSI2 225
KF371633 FaGmCvY KF371632 FaGmCV-10
X1 faCV-
LK931485 MSSI2 225 JX185430 DfaCV-1
KF371634 FaGmCV-8
L KF371632 FaGmCV10 GRUPO 2 abmi L GRUPO 2
KF371638 FaGmCV4 r KF371638 FaGmCV-4
EKFa'ﬁﬁag FaGmCV3 KF371639 FaGmCV-3
KF371640 FaGmCV2 Branch Support KF371640 FaGmCV-2
pranch Suppert o 80% KF371641 FaGmCV-1c
0 >80% E KF371641 FaGmCV1c 2
77gn,t KF371642 FaGmCV1b o <T8% KF371642 FaGmCV-1b
o <79% aGm
- —
:
0.1 nucleotide substitutions per site 0.1 amino acid substitutions per site
c)
KF268025 SsHADV ]
Kf268026 SsHADV
KF268027 SsHADV
» GQ365709 SsHADV-1

F KF371642 FaGmCV-1b

KF371641 FaGmCV-1c
JX185429 DfaCV-2
KF371639 FaGmCV-3
KF371640 FaGmCV-2
KF371636 FaGmCV-6  + GRUPO 1
_+— KF371632 FaGmCV-10

KF371634 FaGmCV-8

! KF371638 FaGmCV-4

+JQ412057 CasCV
JQ412056 CasCV
KF413620 HlasCV
MCasCV
+TL118?-3A
TL1193-2A J
KF371633 FaGmCV-9
JX185430 DfaCV-1 GRUPO 2
LK931485 MSSI2 225
Branch Support
o >80%
» <79% 0,2 amino acid substitutions per site

Figura 4. Arvores filogenéticas obtida a partir do alinhamen®ragides conservadas, (a) sequéncias
de aminoacidos das proteinas (b) Rep e (c) CP de MCas€tadddo em vermelho) e os
gemycircularvirus mais proximos. A barra horizontal iadicvalor de substituicdes por sitio.
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4.4 Motivos conservados na proteina Rep de MCasCV

A proteina Rep de MCasCV est4 dividida em duas ORFs, quarndoéo

presente dentro do genoma € removido, aparece uma sequénciaadec@dficando

a proteina completa. Embora, com a quantidade de 20 isolados da mesma asost
resultados sugerem que estas caracteristicas presentesgem de replicacédo
MCasCV podem ser evolutivamente conservadas. Neste caso, igepose eles
sejam reconhecidos pela proteina Rep uma vez que esta prtigdnaomo uma
endonuclease especifica do local com o requisito de estrutura ecs@quénfs et al.,
19953 Orozco and Hanley-Bowdoin, 1996, 1998). Isto levou a caracterizar ainda mai

0S motivos conservados e 0os dominios presentes na proteina Rep de MCasCV.

Os motivos |, 1l e 1ll, GRSGeminivirus Rep Sequernce os motivos helicase
sdo conservados em todos os ssDNA circular dos gemycircutadgscritos até o
momento. No presente trabalho foi encontrado no dominio N-tdrroin@otivo |
(LITYP), importante para a ligacdo de dsDNA durante aigagdo, motivo Il
(HLHVFAD) gue se acredita estar envolvido na coordenacgao de Imeddente para a
clivagem de DNA e motivo lll (YAIKD), que contém um resiductilesina essencial
para a clivagem e que atribui a forma covalente na eitaelen 5" do DNA clivado.
Estes trés motivos RCR foram encontrados em geminivirms,vinases e circovirus
em posi¢cdes estruturalmente equivalentes no N-terminal Repr{@esal., 2012a). O
motivo IV ou GRS (DVFDVDGRHPNVEPSK) localizado entre mstivos Il e lil,
estd implicado na reacdo de clivagem do DNA fita simples ocorre durante a
iniciacdo da RCR, esse dominio € relacionado com o inicio deagEm em
geminivirus (Nash et al., 2011). O dominio helicase, ref@cio com a desnaturacéo
da fita dupla durante a replicacdo viral. No virus MCasGYoi identificado o motivo
Walk-A (SDIQERKQ), o motivo Walk-B ndo foi encontrado, semetbaaos isolados
MmF, MSS12 225 e HCBI8 215 (Lamberto et al., 20&h den Brand et al., 2012)
George et al. (2014) realizaram mutacdes nos motivos WalkValk-B da proteina
Rep doTomato Yellow Leaf Curl Sardinia Vir3§YLCSV), revelando acumulacdo
assintomatica nas plantas possivelmente pela defiai@acdesnaturacdo e ligacao do
DNA viral. No entanto, € necessario aprofundar e esclarecer ca@océaido motivo

Walk-B pode interfere na interacéo da replicacdo viral.
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4.5 Origem de replicacao

O “stem-loop” localizado na regido intergénica do MCasCV, contém a
sequéncia de nonanucleotideo (TAATGTTAT) igual ao virus HJas@¥,diferenté
maioria dos gemycircularvirus, devido ao nucleotideo na quinta poficdd é
substituido por um G) (Figura 5A). Os efeitos dessa diferemd@otogia molecular
de MCasCV sdo desconhecidos. No entanto, foi demostrado que agbeder®
motivo nonanucleotideo pode nao inibir a reacéo de clivage m anjposicdes 7 e 8
para 0os geminivirus, embora a eficiéncia da reacdo pode etadaf(Laufs et al.,
1995b). Ndo obstante, com a diferenca do nucleotideo, andlise dacieqdé
nonanucleotideo conserva uma relacdo estreita com asnseguéos geminivirus,

circovirus, nanovirus, e genomas alphasatelites (Londoho 2040).

Na estrutura “stem-loop” da origem de replicagdo do virus MCasCV,
observouse um pequeno grampo atipico (Figura 5B) em relagdo com os
gemycircularvirus descritos em estudos anteriores (Sikaskal, 2013b). Essa
estrutura conformada pela ligacao de trés pares de bases (@p&d; a formacao de
um s6 grampo, tratando-se de instabilidade da conformacdo. Nooemtavaior de
energia livre € menor de -12 (G= -11.67) dando uma maior confiabilidastrdéura
formado do “stem-loop”. Para a confirmacéo do tipo de grampo, 0s nonanucleotideos
dos 21 clones sequenciados demonstraram a mesma estmtwada um deles
sugerindo que o resultado ndo era um erro de sequenciamegu@oSkesta analise,
foram alinhadas as sequéncias de origem de replicacdo de aldathssisto MCasCV
junto com o0s gemycircularvirus mais proximos, mostrando o0s otigdd®s
conservados e os que diferem em cada uma das sequénciaendosicleotideos
(Figura 5A). Até a presente data, nenhum gemycircularvirus wmoen estrutura de

“stem-loop” atipica foi relatada.

Mutacbes nos nucleotideos variaveis adjacentes foram descandas
nonanucleotideo do DNB-de TGMV que alterou sequéncia de “stem-loop” afetando
significativamente a sua replicacdo na presenca de DN#eAipo selvagem em
protoplastos de tabaco (Orozco and Hanley-Bowdoin, 1996). Estesdesuibdicam

gue a estrutura em grampo, cCOmo a sua sequéncia, éanggpara a funcionalidade
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da origem de replicagcdo. Portanto, ndo € razoavel supor quetesacbes
intermoleculares previstas no MCasCV provavelmente ndo otdfire vivo”. Nao
obstante, a ligagdo dos trés pares de basesfet@u o tamanho do “loop” (Figura
5B), que poderia impedir o reconhecimento pela proteina Rep de um maslbassten

aoobservado nos geminivirus com “stem-loop™ de tipo selvagem.

(A)
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Figura 5. (A) Alinhamento de sequéncias da origem de replicadgdadsolados de MCasCV e
outros gemycircularvirus, indicando os motivos consawva@B) Estrutura secundaria de
HJasCV (a esquerda) e o “stem-loop” de MCasCV (a direita). Sdo indicados os valores AG
para cada estrutura. Em vermelho o nonanucleotideo.

4.6 Determinacdo da gama de hospedeiros de MCasCV

O Unico gemycircularvirus com hospedeiro descrito até o momerto é
SsHADV-1, infectandoS. sclerotiorum(Yu et al, 2010). Entre tanto, 0s outros
isolados deste grupo realizam uma caracterizagdo molecaularivel bioldgico

28



formulam uma hipétese do fun@ sclerotiorumcomo possivel hospedeiro, por ser o
anico conhecido, ou consideram as estreitas associa¢fesrpaiegéu simbibticos
entre fungos e plantas (Du et al., 2014). Por isto, para este efstutkstado dois
possiveis hospedeiros do virus MCasCV: plavitanordica charantiae o fungoS.

sclerotiorum

O clone infeccioso foi construido a partir da obtencdo de urerdifduas
copias do virus) pela digestédo parcial da construgdo (MCas@tor)\com a enzima
Hindlll. A confirmacdo do dimero foi realizaddn silico”, comparando o padréo do
programa de analisé®\ plasmid editot (ApE) com o gel de agarose, onde o virus
MCasCV é clivado com as enzimas de restriCéad, Apd, Spé, BanHI (Figura 6)
sendo as mesmas usadas pelo programa. De acordo com a camj@ragiginado
trés clones que continha a formacgéo do dimero: 1-2, 1-3 e 1{8iM&sros conténo
dimero na direcéo fita viral e o Ultimo na direcao fita gementar, a forma como o
fragmento foi inserido no vetor ndo impede a infeccdo na planis clones
infecciosos foram sequenciados completamente pela Macroigelinando que
tratarem-se de componentes gendmicos correspondentes ao MdasCV,

respectivamente, de gemycircularvirus.

7 8 9. 10 11 12

Figura 6. Padrao eletroforético em gel de agarose (0,8%) dossditfieeciosos 1-2, 1-3 e@l-
do virus MCasCV clivado com diferentes enzimas de réstili¢g , marcador de comprimemt
(“1 kb plus DNA ladder”); 1-3 EnzimaApal; 4-6 EnzimaSpd; 7-9 EnzimaClal; 9-12 Enzima
BanHl.

O clone infeccioso 1-3 foi selecionado para realizar o balebanento nas

plantas deMomordica charantiae Nicotiana benthamiana Apos 20 dias de
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inoculacdo do virus, as plantas contrdiacétiana benthamiajadesenvolveram os
sintomas tipicos do virus ToYSV (virus de controle da bistiedi) (Figura 7C)

demostrando que todos os elementos utilizados durante a tderbcanbardeamento
estavam corretos. No entanto, as plantas infectadas comu® MICasCV nao
apresentaram sintomas (Figura 7D e E), semelhante aosadesulhas plantas
infectadas com o virus isolado de fezes de veado congeladas #Ng2014). Porém,
para confirmar a presenca do virus no interior da plantaeddizada a amplificacéo
por circulo rolante e PCR. No resultado da RCA ndo houvdifapéo (Figura 8).

No gel de agarose, ndo foi observado nenhum fragmento nasspl#atdadas, nem
no controle negativo (plantas inoculadas com particulas detéunim com agua),
demonstrando que dentro da planta, o virus MCasCV néo agepdicndo causou
nenhuma doenca. Pelo contrario, a técnica de PCR revelou mpldicacao do

fragmend de =529 nt correspondente ao fragmento da proteina CP que confirmaria
infecgdo. No entanto, o controle negativo (planta sadignflificado (Figura 9). A
PCR foi repetida, mas revelando os mesmos resultados. Possitelporque os
primers desenhados para amplificar o fragmento da proteinadeCRICasCV

amplificam algum fragmento na planta sadia, para eselresse resultado é

necessario desenhar varios pares de primers que amplifique teiagp®©P ou Rep do
virus MCasCV.

Figura 7. Plantas d&icotiana benthamiana Momordica charantidoombardeadas (A e B)
com agua e (D e E) com o clone infeccioso do virus M®ag¢C) Controle positivo do
bombardeamento, planta Ne benthamianaom o virus ToYSV.
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Figura 8. Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,8%) da cogéiorda infeccéo viral por
MCasCV via RCA digerido com a enzima de restriidadlll. M, marcador de compriment
(“1 kb plus DNA ladder”); 1 Planta sadia2 Controle positivoNl. charantiacom sintoma);3-
8 Controle negativo (Plantdd. charantiae N. benthamianaom agug)9-13 Plantas déV.
charantiacom MCasCV;14-17 Plantas dé&l. benthamiangom MCasCV.
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Figura 9. Padrao eletroforético em gel de agarose (0,8%) da copfiomrda infeccao viral por
MCasCV via PCR para o gene que codifica a proteindClharcador de comprimento (“‘1
kb plus DNA ladder”, em nt); 1 &gua; Controles negativd® Planta sadi& TL11876
Geminivirus;7 Vetor pks. Controles positivda4 DNA Plantas dé/. charantiacoletada com
sintoma;9-16 Plantas d&l. benthamian& M. charantiacom MCasCV.

Para a determinacdo e verificacdo da infectividade do MCas@VS.

sclerotiorum o clone infeccioso 1-3 foi inoculado em protoplastos, os quaisjanal
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o fungo parental como controle das mudancas morfologicas. Apdradsfeccao,
foram obtidos 100 regenerantes, dos quais foram selecionadoe8paiel realizar a
extracdo de DNA total do fungo de acordo com Doyle (1990). De iguéd opue nas
plantas, foi realizada a técnica de RCA e PCR paraicarifi infectividade. A
amplificacdo por circulo rolante (RCA) foi realizada, pdogo ser digeridae
visualizada no gel de agarose (Figura 10) mostrando um resuolgddivo. A PCR
utilizando os primers desenhados para amplificacdo de um fragmento de =529 nt do
gene que codifica a proteina CP, revelou amplificacbespecificas (Figura L1
swgerindo que os primers possivelmente anelaram no genoma do dung técnica
apresentava uma alta quantidade de DNA do fungo. O resultado d&oRCResmo
depois de modificar os parametros de temperatura de anedamestendo De
acordo com os resultados, a transfecdo pode ndo ter acontecidm &g etapas
criticas do protocolo (tempos da inoculacdo e quantidade de tes)geme foi
modificado e testado no presente trabalho. Outra hipétese se reagioma fung®.
sclerotiorumnéao seja um hospedeiro do virus MCasCV, porém para proximos estudos
se deve relacionar hospedeirfigigicos préprios da plant®¥omordica charantia
devido a que gama de hospedeiros naturais pode ser limitadaingteiinico
hospedeiro), ou estreitamente relacionados aos grupos detinlidpde vegetativa
(fungos da mesma espécie) como acontece com os mycovhabri@ and Suzuki,
2009).

Existe poucos estudos de transfeccéo de virus para o fungo, epsdaunirus
ssDNA. Porém, no presente trabalho foi testado o protocolo segundbal. (2013)
com modificagcbes na suspensdo e concentracdo dos protepmlasio sclerotiorum
como nas quantidades de clone infeccioso e solugdo PEZadddi na etapa de
transfeccdo. Para estudos futuros € necessario testar a tragsfompor eletroporacéo
dos protoplastos do fungo, também ter a possibilidaglenddificar a etapa de
transfeccdo do protocolo apresentado, utilizando uma construgde (ofeccioso)
gue contenha uma marca de selecao (gene resistente aicygad para evidenciar a

eficacia satisfatoria do processo de transfeccao e a interacdo dooviougo.
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Figura 10. Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,8%) da cogéionda infeccdo viral por
MCasCV no fungo via RCA digerido com a enzima de restricfdlll. M, marcador de
comprimend (“1 kb plus DNA ladder”); 1 ParentalS. sclerotiorum2-30 S. sclerotioruninoculados

com MCasCV.
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Figura 11. Padréao eletroforético em gel de agarose (0,8%) da cogfionda infeccao viral por
MCasCV no fungo via PCRM, marcador de compriment“1 kb plus DNA ladder”); 1 agua;

Controle positiva® Clone infeccioso;3 Planta infectada com o virus MCasCVFungo parental,
5-32 Fungos inoculados com MCasCV.
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5. CONCLUSOES

e As andlises realizadas permitiram concluir que o MCagC¥m novo Vvirus
ssDNA circular isolado da planta ndo cultivaddomordica charantia
apresentando uma identidade de 85% com o genoma do virus HJasCV.

e O virus MCasCV compartiha todas as caracteristicas #@adas nos
gemycircularvirus com excecdo da formagdo do “stem-loop”, onde pela primeira
vez é descrito a estrutura de um segundo grampo devido a ligacdo de trés pares de
bases que conformam a sequéncia do nonanucleotideo.

e As analises da gama de hospedeiro, até o momento, foram unsivas)

necessitando estudos adicionais para esclarecer avidadd de MCasCV nos
hospedeiros testados.
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