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RESUMO

No Brasil, o coqueiro € uma cultura de grande importancia econémica. O pais é o principal
produtor mundial de dgua de coco e quinto maior produtor mundial de frutos do coqueiro.
Assim como acontece em outras culturas, o coco também € suscetivel a pragas e problemas
fitossanitarios que podem prejudicar seu cultivo. A atrofia da coroa do coqueiro (ACC), é uma
doenca que teve seu primeiro caso registrado em 2012 no Brasil. O nome da doenca € devido
a sintomatologia causada nas plantas, podendo ocasionar aborto dos frutos, necrose, assim
como o encurtamento foliar. Somado a isso, a grande problemédtica em torno da atrofia da
coroa do coqueiro estd na falta de informacgdes relacionadas a sua etiologia bem como
possiveis vetores transmissores. Por meio de um sequenciamento de nova geracdo de amostras
de coqueiros apresentando sintomas da doencga, foi identificado um DNA-Rep semelhante a
DNA-Reps associados a virus membros da familia Nanoviridae. Nesse contexto, o presente
trabalho teve como objetivo principal, descrever e validar uma metodologia de identifica¢io
de um possivel virus multipartido associado a atrofia da coroa do coqueiro (coconut crown
atrophy virus - CCAV) a partir de primers permitindo acesso a diversidade molecular viral
fazendo uso de sequenciamento nanopore. Para isso, foram utilizadas amostras de coqueiro
de cinco estados do Brasil, apresentando ou ndo sintomas da doenca. Com base na sequéncia
da regido comum maior (CR-M) de componentes do CCAV previamente clonados e
sequenciados, foram desenhados pares de primers para amplificar todos os componentes
genomicos do CCAV em uma reagao de PCR inverso multiplex. Posteriormente, foi realizado
o sequenciamento dos amplicons obtidos no sequenciador MinlON Mk1B (Oxford Nanopore
Technologies). Os primers CR1-Mix utilizados em PCR multiplex se mostraram eficientes no
acesso a diversidade genética evidenciando sete componentes genémicos (DNA-1, 2, 3, 4, 5,
6 e 7) dos isolados de coconut crown atrophy virus (CCAV),especialmente dos isolados
coletados nos estados do Pard. A PCR multiplex associada ao sequenciamento nanopore
mostrou-se como uma ferramente rapida, eficaz e assertiva para caracterizacdo molecular do
CCAV frente a outras técnicas de clonagem e sequenciamento. Por fim, os estudos
filogenéticos sugerem que 0 CCAV é um membro de um novo tdxon podendo representar um
novo género da familia Nanoviridae ou um membro de uma nova familia de virus de genoma
de ssDNA de plantas.

Palavras-Chave: Nanoviridae, Cocos nucifera L., nanopore sequencing, coconut crown
atrophy



ABSTRACT

Coconut is a crop of great economic importance in Brazil. The country is the world's leading
producer of coconut water and the world's fifth largest producer of coconut fruit. As with other
crops, coconut is also susceptible to pests and phytosanitary problems that can affect the
production. Coconut crown atrophy (CCA) was first reported in 2012 in Brazil. The disease
name is attributed to the symptoms induced the in plants, which can cause fruit loss, necrosis,
and leaf atrophy. CCA etiology and its possible vectors are hitherto unknown. High
throughput sequencing studies of coconut palms showing disease symptoms identified a
DNA-Rep sequence similar to DNA-Rep associated with viruses belonging to the
Nanoviridae family. In the present study, we describe and validate methods for the
identification of coconut crown atrophy virus — CCAV, a possible multipartite virus associated
with CCA. We also standardize a nanopore sequencing method to access CCAV diversity.
Palm samples from five Brazilian states were collected from symptomatic and asymptomatic
coconut plants. The sequence of the largest common region (CR-M) of previously cloned and
sequenced CCAV components was used to design primer pairs to amplify all genomic
components of CCAV in a multiplex inverse PCR reaction. Then, the amplicons were
sequenced in a MinlON MkI1B sequencer (Oxford Nanopore Technologies). The CR1-Mix
primers used in multiplex PCR proved to be efficient in accessing the genetic diversity of the
coconut crown atrophy virus (CCAV) genomes of the studied isolates, especially from Para
state . Multiplex PCR associated with nanopore sequencing proved to be a fast, effective and
assertive tool for molecular characterization of CCAV when compared to other cloning and
sequencing techniques. Finally, phylogenetic studies suggest that CCAV is a member of a
new taxon that could represent a new genus within the Nanoviridae family or a member of a
new family of plant ssDNA genome viruses.

Palavras-Chave: Nanoviridae, Cocos nucifera L, nanopore sequencing, coconut crown
atrophy
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Introducao

No Brasil, o cultivo de coqueiro (Cocos nucifera L..) € um dos destaques da producao
agricola nacional. Aproximadamente 200 mil hectares sdo direcionados ao plantio dessa cultura
com uma produgdo de 1,95 bilhdes de frutos (IBGE, 2020), fazendo com que o pais ocupe a
quinta posicdo dentre os maiores produtores de coco, com participacdo de 4,5% na producdo
mundial (MAPA, 2021). Os principais estados produtores em escala decrescente sio Bahia,
Ceard, Pard, Sergipe, Espirito Santo e Pernambuco, que desempenham grande atuacdo no
faturamento da exportac¢ao anual estimado em R$ 1 bilhdo de reais a partir da produgéo de coco

e produtos derivados da matéria prima (FERRAZ et al., 2020).

Assim como acontece em outras culturas, o coco também € suscetivel a pragas e
problemas fitossanitdrios que podem prejudicar seu cultivo (FERREIRA; WARWICK;
SIQUEIRA, 2018) como o "lethal yellowing" ou amarelecimento letal (fitoplasmas letais do
grupo amarelecimento 16Sr IV), resinose (Thielaviopsis paradoxa), écaro da palmeira
vermelha (Raoiella indica Hirs), d&caro do coco (Aceria guerreronis Keifer), doenga do anel
vermelho (Bursaphelenchus cocophilus) (GAMA; ROBERTO; FARIAS, 2021), dentre outras.
No Brasil, uma doenga conhecida como "atrofia letal da coroa do coqueiro" (ALCC) foi
registrada em Pernambuco no ano de 2012 afetando a produtividade de coqueiros no estado.
Até onde se relata, a doenca também ji acometeu coqueiros da Bahia, Pard, Paraiba, Roraima,

Sergipe e Amazonas (FERRAZ et al., 2020).

Alguns autores retiraram o termo "letal' do nome da doenca (BOARI et al., 2019;
KAUFFMANN et al., 2019). Assim, ela também é conhecida como "atrofia da coroa do
coqueiro" (ACC) tendo em vista que nao se observou a morte de coqueiros em nove plantios
distribuidos em quatro estados visitados. Além disso, € comum observar a recuperacdo de
coqueiros com ACC ao longo do tempo. Sendo assim, neste trabalho, vamos adotar o0 nome

"atrofia da coroa do coqueiro" (ACC), como descrito na literatura mais recente.

A ACC tem como sintomas principais a perda dos frutos, necrose, assim como o
encurtamento foliar, somado a isso, a grande problemadtica em torno da doenca estd na falta de
informagdes relacionadas a sua etiologia bem como possiveis vetores transmissores. Ferraz et
al. (2020) levantaram a hipétese sobre a associacdo da doenca a Fusarium sp, que foi isolado
em 84/130 coqueiros jovens apresentando a doenga. No entanto, ndo houve comprovacao da

patogenicidade deste fungo ao coqueiro. Ainda no mesmo trabalho, os autores ressaltam
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algumas particularidades da ACC, como a independéncia de fatores (genética, idade, solo,
sistema de plantio, altitude e extensdo de drea), longevidade varidvel das plantas, propagacio
também varidvel (possibilidade da ocorréncia de coqueiros sadios préximos a coqueiros com a
doenca) e sobre a recuperagdo, ocorrendo €xito e ndo €xito sob tratamentos agroquimicos, uso

de sulfato de zinco e na paralizacdo da recuperacao.

BOARLI e colaboradores (2019), estudando coqueiros com ACC observaram DNA de
cerca de 1.000 pb ap0s a restri¢do enzimdtica do DNA amplificado por meio do RCA, tamanho
compativel com o genoma da familia Nanoviridae. Assim, por meio de um sequenciamento de
nova geracdo de amostras de DNA amplificado via RCA descobriram a presenca de um DNA-
REP semelhante a DNA-REP associados a membros da familia Nanoviridae. A partir disso, o
mesmo grupo desenvolveu um protocolo (RCA-PCR) para deteccio desse componente
gendmico em amostras de coqueiro com ACC provenientes do Pard, Paraiba, Pernambuco e
Bahia utilizando o par de primer NanoRep-F e R uma vez que o par Babu R e F ndo permitiram
a deteccdo do DNA-REP nas amostras provenientes de Capanema-PA e estados do Nordeste

(KAUFFMANN et al., 2019).

A familia Nanoviridae € composta por um grupo de virus multipartidos e compreende
dois géneros reconhecidos oficialmente: Nanovirus e Babuvirus. Os genomas dos membros
desses géneros sdo divididos em componentes gendmicos circulares de DNA de fita simples
(DNA-R, C, S, M, N, U) que possuem de 920-1.100 nucleotideos e que codificam de cinco a
sete proteinas e sao encapsulados individualmente em estruturas icosaédricas de simetria T=1

(BURNS; HARDING; DALE, 1995; SELVARAJAN, 2019; VETTEN, 2008).

O DNA-R codifica a proteina iniciadora de replicacdo Rep, também conhecida como
master Rep (M-Rep), nome dado pela sua participacio na replicacdo de todos os componentes
genomicos do virus (TIMCHENKO et al., 1999). Além do DNA-R, alguns nanovirus estao
associados a moléculas do tipo alphasatellite, que codificam uma proteina Rep-like. Entretanto,
essas moléculas alphasatellites ndo sdo capazes de replicar os componentes gendmicos dos
nanovirus (TIMCHENKO et al. 1999), podendo replicar apenas os seus proprios genomas
(HORSER; HARDING; DALE, 2001). O DNA-C, S, N e M codificam respectivamente para
proteina “cell-cycle link” (Clink) responsavel pela interacdo com proteinas tipo retinoblastoma
interferindo no ciclo celular da planta (LAGEIX et al., 2007); proteina capsidial, proteina de
movimento, proteina “nuclear-shuttle protein” responsavel pelo transporte intracelular do

ssDNA nucleo ao citoplasma do DNA viral sendo indispensdvel também na transmissdo do
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virus por pulgdes (GRIGORAS et al., 2018) e a proteina de movimento que realiza o transporte
intracelular do complexo NSP-ssDNA (MOROZOV & SOLOVYEV, 2020). J4 a funcdo dos
DNA-Us ndo esta completamente esclarecidas na literatura (SELVARAJAN, 2019).

Nesse contexto de doengas em plantas ocasionadas por patdégenos, € de extrema
importancia a deteccdo e identificacdo confidvel de qual/quais microrganismos se trata para
tracar a melhor estratégia para o controle da doenga (CHALUPOWICZ et al., 2019). O avanco
em tecnologias com base no sequenciamento de alto desempenho (High-Throughput
Sequencing Technologies — HTS) junto a andlises de bioinformadtica trouxeram gigantescos
avangos para virologia vegetal, tornando possivel ndo s6 a identificacdo de novos virus como a

sua caracterizacdo (FAJARDO et al., 2017).

O sequenciamento nanopore € considerado a quarta geracdo do HTS. Essa tecnologia
traz consigo o conceito de fécil portabilidade e manuseio. Ela se baseia em um poro de proteina
que funciona como um biosensor anexado a um polimero eletricamente resistente, com isso, a
medida que o DNA atravessa o "nanoporo" sdo emitidas perturbagdes elétricas especificas a
cada nucleotideo, e como resultado, é possivel obter a leitura de longas sequéncias em tempo

real (WANG et al., 2020).

Nessa dissertacao, € descrita e validada uma metodologia para o uso do sequenciamento
nanopore a partir de primers com potencial de acesso a diversidade genética em uma abordagem
multiplex. Essa metodologia permite detectar e realizar a caracterizacdo molecular de um virus
multipartido identificado em amostras de coqueiros do Brasil apresentando a atrofia da coroa
do coqueiro. A estratégia metodoldgica dispde de mais rapidez na detec¢do e caracterizagao
bem como um menor custo na obten¢do dos resultados para virologia vegetal. A pesquisa tem
como base resultados prévios obtidos pela Dra. Alessandra de Jesus Boari, pesquisadora da

Embrapa Amazonia oriental e sua equipe (BOARI et al., 2019; KAUFFMANN et al., 2019).
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Objetivo

Descrever e validar metodologia de identificacdo de um virus multipartido associado a
atrofia da coroa do coqueiro (ACC) a partir de primers permitindo acesso a diversidade

molecular viral fazendo uso do sequenciamento nanopore.

Objetivos Especificos
e Detectar o componente Rep nas amostras de coco, clonagem e sequenciamento;

e Desenhar primers especificos para acessar a diversidade molecular (obtencio de todos
os componentes gendmicos) do virus em amostras coletadas no Para, Paraiba, Roraima
Bahia e Pernambuco;

e Amplificar por RCA-PCR as amostras de coqueiro com os primers especificos;

e Realizar o sequénciamento nanopore das amostras positivas para o virus, identificando
os 7 componentes gendmicos;

e (aracterizar molecularmente os componentes gendmicos obtidos;

e Analisar filogeneticamente as sequéncias (nucleotideos) gendmicas do componente

DNA-REP

Referencial Teorico

Producio de coco no Brasil

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma palmeira tropical que pode atingir até 30 metros
com folhas de até 3 metros de comprimento pertencente a familia Arecaceac (MAGALHAES,
NEY et al., 2017). Evidéncias histdricas e filogenéticas apontam que o coqueiro se originou no
sudeste asidtico. No Brasil, foi introduzido através da Bahia em 1553 por portugueses, por isso
¢ conhecido tipicamente como coco-da-baia. Depois propagou-se por toda a costa brasileira por

dispersdo natural (SIQUEIRA; ARAGAO; & TUPINAMBA, 2002).

Os tipos de coqueiros se dividem em trés variedades principais, sendo eles, o coqueiro
hibrido, coqueiro gigante e coqueiro anao (FONTES; FERREIRA, 2006). A atratividade para
os produtores da cultura do coco estd na infinidade de produtos e subprodutos que podem ser
obtidos a partir do coqueiro. O aproveitamento da planta € praticamente integral, tendo
empregabilidade para fins alimenticios, agroindustriais, medicinais e artesanais (MACHADO

et al., 2020).

20



No Brasil, o coqueiro é uma cultura de grande importancia econdmica, principalmente
na comercializacdo do coco verde ou coco seco (LIMA, 2013). Dentre os produtos
comercializaveis, a d4gua de coco tem destaque por se tratar de uma bebida natural rica em
vitaminas, minerais proteinas e acucares com baixo teor calérico (ARAGAQO; ISBERNER;
CRUZ, 2001). Segundo o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2021),
o pais € o principal produtor mundial de d4gua de coco e quinto maior produtor mundial de frutos
do coqueiro, segundo dados do (IBGE, 2020) a produgdo em 2020 foi de 1.951.000 frutos

apresentando a regido nordeste como principal produtora (Tabela 1).

Tabela 1 - Area colhida (em hectares), produgio (frutos), valor da produgéo
(R$) de coco-da-baia (Cocos nucifera L.), por regides do Brasil.

. x Area colhida Producao (milhoes Valor Qa
Pais/Regioes producio
(hectares) de frutos) .
(reais)
Ano 2020 2018
Brasil 223.057 1.951 972.962,00
Norte 33.698 361 122.320,00
Nordeste 169.763 1.269 674.867,00
Sudeste 17.387 297 156.052,00
Sul 522 5 2.279,00
Centro-Oeste 1.686 19 17.445,00

Fonte: Dados do IBGE.

A regido Nordeste € a maior produtora de coco do pais, exibe um percentual de 76% de
toda drea colhida em hectares e 65% da producdo nacional em frutos. Essa posi¢do se mantém
desde a introducao dos plantios no pais, que tiveram ocorréncia no litoral da regido. Devido a
pandemia de SARS-CoV-2 ocorreu uma queda na demanda, possivelmente devido ao
isolamento social, entretanto as perspectivas para o primeiro semestre de 2023 é de aumento de
procura, isso considerando a aptiddo de resposta do setor produtivo e o poder de compra dos

consumidores do produto (BRAINER; XIMENES, 2020).

Atrofia da coroa do coqueiro (ACC)

A preocupacdo da comunidade nucicola internacional estd hd anos voltada a uma doenca
denominada "lethal yellowing" ou em portugués "amarelecimento letal" do coqueiro, que vem
se disseminando em plantac¢des de coqueiro no mundo. No Brasil, ainda ndo se tem relatos sobre
essa doenca. Entretanto, os coqueiros do pais ndo estdo isentos de patologias que ameacam os
300 mil empregos ofertados e faturamento anual de R$ 1bilhdo (FERRAZ et al., 2020).
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A "resinose" causa o afinamento do tronco, lesdes necréticas na raiz, baixa frequéncia
na formacgdo de novas folhas, as j existente ficam amareladas e frageis, € em casos extremos,
cachos secos e com coloragdo escura, que comprometem completamente a producio
(FERREIRA, 1998). O "4caro vermelho das palmeiras" possui o potencial de reduzir a produgdo
de coco em até 70% (DINIZ, 2009), e uma nova doenca observada em coqueiros safreiros
(coqueiro ando, gigante e hibrido) vem levantando alertas em alguns estados do Brasil como

Pernambuco, Amazonas, Pard, Paraiba, Bahia, Sergipe e Roraima (FERRAZ et al., 2020).

O nome "atrofia letal da coroa do coqueiro” foi dado devido aos sintomas que
caracterizam a doenga, ocorrendo inicialmente em folhas jovens onde os foliolos se tornam
necroticos e torcidos em suas extremidades, ocasionando a reducdo do seu comprimento, Figura
1. Como resultado, a atrofia de todas as folhas da planta, e em casos extremos, ocorre a queda

das copas remanescentes e morte do coqueiro (FERRAZ, 2012).

Figura 1 - Coqueiro apresentando a doenca atrofia da coroa do coqueiro. Fonte: Boari, dados nao
publicados.

Inicialmente, a ACC em coqueiros foi apontada como uma deficiéncia de boro. Essa

hipétese foi descartada a partir da andlise de tecidos foliares de coqueiros sintométicos
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(FERRAZ, 2012), abrindo espaco para a suspeita da deficiéncia em zinco, cofator importante
na sintese do triptofano que origina o dcido indolacético, responsédvel pelo crescimento das
plantas (MENGEL, KONRAD; KIRKBY, 2012). Nessa linha de pensamento, Ferraz e
colaboradores (2020) levantam a hipdtese de a deficiéncia em zinco ocasionar a infeccao
oportunista do fungo Fusarium sp, encontrado em 65% (130 plantas) sintométicas dos estados
do Pernambuco e da Paraiba. Além disso, hd dados publicados, disponibilizados em parceria
pela Dra. Alessandra Jesus de Boari, fitopatologista da Embrapa Amazonia Oriental e
colaboradores da presen¢a de um virus com caracteristicas similares a um virus da familia

Nanoviridae em amostras de coqueiros sintomaticos para ACC (BOARI et al., 2019).

Familia Nanoviridae

Os membros da familia Nanoviridae surgiram como importantes patégenos que
naturalmente infectam plantas monocotiledoneas e dicotiledoneas (KATUL et al., 1998;
MAKKOUK; KUMARI, 2009; SAUNDERS; STANLEY, 1999), atingindo severamente
culturas em diversas regides no mundo como o oeste Asiético, norte da Africa, Espanha, Japdo,
China e Australia (ORTIZ et al., 2006); (SANO et al., 1998); (CHU; HELMS, 1989). Dividida
entre os géneros Nanovirus € Babuvirus, a familia possui atualmente quatorze espécies
reconhecidas pelo comité internacional de taxonomia de virus, sendo onze pertencentes ao
género Nanovirus e trés referentes ao Babuvirus, INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES ICTV, 2021).

O genoma dos membros da familia é multipartido, sendo composto por 6 ou 8
componentes de DNA circular de fita simples (ssDNA) (VETTEN et al., 2005). Sao
encapsulados separadamente em particulas de estrutura icosaédrica T=1 com didmetro que varia

entre 17-20nm (ABRAHAM;VARRELMANN & VETTEN., 2012) (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura do capsideo dos nanovirus em forma icosaédrica contendo o ssDNA em seu
interior. Fonte: (VIRALZONE, 2009; https://viralzone.expasy.org/125?outline=all_by_species).

Os componentes do genoma ou DNAs gendmicos, sdo nomeados de acordo com a
funcdo especifica de cada proteina que ele codifica dentre eles, o DNA-R, DNA-S, DNA-C,
DNA-M e DNA-N sdo comuns entre os nanovirus e os babuvirus, enquanto DNA-U1, DNA-
U2 e DNA-4 sdo especificos dos nanovirus € o DNA-U3 dos babuvirus (Tabela
2)(ABRAHAM;VARRELMANN & VETTEN., 2012; INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES ICTV, 2021; SELVARAJAN, 2019)

Tabela 2 - Origem e fun¢des das proteinas codificadas pelos componentes gendmicos dos
nanovirus e babuvirus da familia Nanoviridade.

Componente  Proteina Identificado

. . Funciao da proteina
genomico  codificada ¢ P

Nanovirus Babuvirus

DNA-R M-Rep + + Iniciadora de replicagéo
DNA-S Cp + + Estrutura do capsideo
Ciclo celular do hospedeiro
DNA-S Clink + + (interagdo com proteinas tipo
retinoblastoma)
DNA-M MP + + Movimento célula a célula
Transporte intracelular do
DNA-N NSP + + ssDNA
DNA-U1 Ul + - Desconhecida
DNA-U2 U2 + - Desconhecida
DNA-U3 U3 - + Desconhecida
DNA-U4 U4 + - Desconhecida

Fonte: Autora com base nas informagdes do ICTV, 2021.
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Género Nanovirus

Os nanovirus infectam predominantemente plantas dicotiledoneas leguminosas
(GRIGORAS et al., 2018; TIMCHENKO et al., 1999), que t¢ém um papel primordial na cadeia
de consumo alimentar humano e animal, e também t€ém importante utilizagdo como adubos
verdes (GAAFAR; ZIEBELL, 2016). A sintomatologia provocada pelos nanovirus € variada,
podendo ocorrer necrose dos tecidos foliares, amadurecimento precoce, nanismo e até mesmo
a morte precoce das plantas hospedeiras (ABRAHAM;VARRELMANN & VETTEN., 2012;
GAAFAR; ZIEBELL, 2020, 2016).

Até o momento, nao ha nenhum relato de transmissao de nanovirus por meios mecanicos
ou por sementes, devido, provavelmente, a sua restricdo ao floema das plantas hospedeiras.
Desse modo, dependem de vetores para a transmissdao planta a planta. Na natureza, sio
transmitidos por uma variedade de pulgdes, tendo como espécies hemipteras de destaque Aphis
craccivora, Acyrthosiphon pisum e A. Fabae (ABRAHAM;VARRELMANN & VETTEN.,
2012; GRIGORAS et al., 2009). A transmissdao do virus através do vetor ocorre de forma
circulativa persistente € ndo propagativa. Isso significa que os pulgdes precisam se alimentar
efetivamente da planta infectada para adquirir as particulas virais e as particulas necessitam
passar do intestino para a hemolinfa, e posteriormente, para as glandulas salivares para que os
pulgdes viruliferos possam injetar as particulas virais quando se alimentarem em novas plantas
(ABRAHAM;VARRELMANN & VETTEN., 2012). Sendo ndo propagativa implica que os
nanovirus ndo se replicam em seus insetos vetores (GAAFAR; ZIEBELL, 2020).

Atualmente, nove espécies pertencentes ao género Nanovirus sdo reconhecidas pelo

Comité Internacional de Taxonomia de Virus (Tabela 3).

Tabela 3 - Espécies de virus pertencentes ao género Nanovirus reconhecidas pelo ICTV.

Espécies de Nanovirus Referéncias

Black medic leaf roll virus (GRIGORAS et al., 2014a)

Cow vetch latent virus (GALLET et al., 2018)

Faba bean necrotic stunt virus (GRIGORAS et al., 2009)

Faba bean necrotic yellows virus (KATUL et al., 1997); (KATUL et al., 1998b)

Faba bean yellow leaf virus (ABRAHAM;VARRELMANN & VETTEN.,, 2012)
Milk vetch dwarf virus (SANO et al., 1998)

Parsley severe stunt associated virus (VETTEN et al., 2019)
Pea necrotic yellow dwarf virus (GRIGORAS et al., 2010)
Pea yellow stunt virus (GRIGORAS et al., 2014b)

Sophora yellow stunt virus Nao publicado
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Subterranean clover stunt virus (CHU; HELMS, 1989)
Fonte: Autora com base em informacdes publicadas (THOMAS et al., 2021).

Organizacao genomica e replicacao dos nanovirus

Anteriormente conhecidos como “circovirus de plantas”, em 1998 o termo nanovirus
(PRINGLE, 1998) foi atribuido a esse grupo de virus devido ao formato de seus virions e

componentes do genoma, que € formado por um DNA de fita simples.

Membros do género Nanovirus sdo constituidos por oito componentes gendmicos de

ssDNA com cerca de 0,9 a 1,0kb de tamanho (VETTEN, 2008).

DNA-R DNA-5 DNA-C DMNA-M
M-Rep cP Clink MP
DMNA-N DMNA-U @ @
- ) \\u_z/ \T/

= CR-SL|@MCRI |—» ORF |M TATABox | I PoliA

Figura 3 - Componentes gendmicos dos nanovirus DNA-R, S, C, M, N, Ul, U2 e U4 com suas
respectivas proteinas codificadas; CR-SL, regido comum I (regido formadora do Steam Loop, M-rep
reconhecem a origem de replicacdo); CR-II segunda regido de sequéncias conservadas; ORF, open
Reading frame (inicio de regido codificadora de proteinas ou RNAs funcionais para sequéncia de DNA);
TATA Box, sequéncia promotora reconhecida pelos fatores de transcri¢do; Poli A, sinal de
poliadenilagcdo. Fonte: Figura elaborada pela autora de acordo com informacdes sobre o genoma do
nanovirus faba bean necrotic yellows virus (FBNYV)

O DNA-R, codificador da proteina M-Rep, a rep principal € necessaria para iniciar a
replicacdo por circulo rolante de todos DNAs gendmicos (TIMCHENKO et al., 1999). O DNA-
S, contém o gene responsdvel pela constituicdo estrutural do virus, sendo codificador da
proteina do capsideo - (CP) (CHU et al., 1993). O DNA-C, codificando a proteina “cell cycle
link” (Clink) € responsavel pela modulagdo do ciclo celular estimulando a replicacdo viral dos
nanovirus nos hospedeiros (ARONSON et al., 2000). Experimentos in vivo demonstraram a

capacidade da Clink em se ligar a proteina do tipo retinoblastoma induzindo células inativas a
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progressao do ciclo celular (LAGEIX et al., 2007). O DNA-M, codifica a proteina responsdvel
pelo movimento célula a célula “MP”. O DNA-N ¢ codificador da “nuclear shuttle protein”
(NSP) que ¢ responsdvel pelo transporte do DNA viral para fora do nicleo
(WANITCHAKORN, R., HAFNER, G. J., HARDING, R. M., & DALE, 2000). Embora o
capsideo viral seja indispensdvel na transmissao de nanovirus por pulgdes, foi demonstrado por
GRIGORAS e colaboradores (2018) que a NSP age como fator auxiliar na transmissao pelo

vetor, mas nao participa diretamente na formag¢ao do virion ou nos sintomas da doenca.

Ainda segundo GRIGORAS e colaboradores (2018), € pertinente destacar que ndo se
sabe se proteinas com funcao ainda nao estabelecidas podem interferir na interagdo virus vetor,
visto que se observou redugo na eficiéncia da transmissdo quando o componente DNA-U1 esta
ausente. As proteinas codificadas pelo DNA-U1, DNA-U2 e DNA-U4 néo apresentam funcdes
claras descritas na literatura. Entretanto, segundo (GRIGORAS et al., 2018) e (GAAFAR;
ZIEBELL, 2020) as proteinas codificadas por DNA-U1 e DNA-U2 resultaram em uma redugao
na severidade dos sintomas, mas a transmissao ainda era possivel, enquanto a eliminacdo do

DNA-U4 ndo apresentou alterac@o na infectividade ou sintomatologia.

Os nanovirus fazem uso do mecanismo de circulo rolante (TIMCHENKO et al., 1999)
para sua replicacdo, onde o genoma circular de ssDNA serve como molde para a sintese de

vérias copias do material genético (ZERBINI et al., 2017).

Os componentes gendmicos dos nanovirus possuem uma ORF com transcri¢do
unidirecional (fita positiva,) capaz de codificar uma tnica proteina. Cada regido codificadora é
antecedida por uma sequéncia promotora TATA e seguida na regido 3’ da ORF por uma
sequéncia AATAAA que funciona como um sinal de poliadenilagcdo. Entretanto, para 0 DNA-
R o sinal de poliadenilacio se encontra entre TATA e a ORF (INTERNATIONAL
COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES ICTV, 2021; THOMAS et al., 2021).

A proteina M-rep € responsdvel pela replicacdo de todos os componentes virais dos
nanovirus e essas reacdes bioquimicas envolvem duas regides dentro do genoma viral
(SELVARAIJAN, 2019). A regiao comum [ (CR-I ou CR-SL) possui sequéncias com repeti¢des
invertidas que formam uma estrutura stem-loop. A sequéncia formadora da regido da “al¢a”
contém o nonanucleotideo TAGTATTAC, altamente conservado nos nanovirus € que se
acredita ser o local de origem de replicacdo. Dessa forma, as proteinas M-Rep reconhecem a
origem de replicacdo viral e clivam em uma sequéncia conservada desencadeando o inicio da
sintese do DNA viral no sentido positivo que depois serd seguida pela replicacdo em circulo

27



rolante realizado por uma DNA polimerase celular (TIMCHENKO et al., 1999). A CR-I possui
alta identidade entre os componentes de um nanovirus pois, possiveis mudangas nessa regiao
podem afetar negativamente a eficiéncia replicativa. Enquanto a regido comum II, que também
possui sequéncias semelhantes, tem 20 nucleotideos e estd localizada na extremidade 5° da CR-
I possuindo identidade entre os componentes gendmicos dos nanovirus que variam de 75-100%,

1sso levando em consideracdo o faba bean necrotic stunt virus (FBNSV) (KATUL et al., 1997).

Os componentes genémicos dos nanovirus nao necessariamente ocorrem
simultaneamente para expressao de sintomas

Um aspecto que chama a atencdo da virologia se tratando de virus multipartidos € como
esses virus conseguem infectar eficientemente as células individualmente com todos os
componentes genOmicos, tendo em vista que cada componente tem sua encapsulagcdo
individual. Nesse sentido, quais componentes sdo essenciais para replicacdo de um nanovirus?
TIMCHENKO; KATUL; ARONSON (2006) demonstraram pela primeira vez em um estudo
sobre a infectividade dos componentes gendmicos de faba bean necrotic yellow virus (FBNYV)
que cinco componentes, 0 DNA-R, DNA-M, DNA-S, DNA-U1 e DNA-U2 foram o suficiente

para induzir sintomas da doenca em plantas de Vicia faba.

Buscando respostas para a baixa probabilidade de uma célula conseguir comportar todos
os componentes gendmicos de um nanovirus, (SICARD et al., 2019) demonstraram por
imunofluorecéncia que os componentes de faba bean necrotic stunt virus (FBNSV) ndo
infectam necessariamente em uma mesma célula, mas podem estar presentes em diferentes
células do tecido da planta. Os diferentes componentes se complementam em células vizinhas

propiciando uma infeccao multicelular.

Género Babuvirus

Diferentemente dos nanovirus, membros do género Babuvirus infectam
predominantemente plantas monocotiledoneas. Os pulgdes Micromyzus kalimpongensis
(cardamom bushy dwarf virus), Pentalonia nigronervosa (abaca bunchy top virus) e P. caladii

(banana bunchy top virus) sdo vetores naturais dos trés virus pertencentes ao género
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(INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES ICTV, 2021). O
genoma de ssDNA circular é segmentado em 6 componentes gendmicos que possuem 1-1.1kb,
DNA-R, DNA-S, DNA-C, DNA-M, DNA-N com as mesmas fun¢des ja descritas acima para
nanovirus, ¢ DNA-U3, que é restrito aos babuvirus e nido tem sua fun¢cdo completamente
conhecida (SELVARAJAN; BALASUBRAMANIAN, 2014). Na Tabela 4, sdo evidenciadas
as espécies associadas ao género Babuvirus segundo o ICTV (2021).

Tabela 4 - Espécies de Babuvirus reconhecidas pelo ICTV.

Espécies de Babuvirus Referéncias

Abaca bunchy top virus (SHARMAN et al., 2008)
(BURNS; HARDING; DALE,

Banana bunchy top virus 1995)

Cardamom bushy dwarfvirus ~ (MANDAL et al., 2013)
Fonte: Autora com base nas informagdes do ICTV, 2021.

Critério de demarcacao de espécies na familia Nanoviridae

Segundo o comité internacional de taxonomia dos virus (INTERNATIONAL
COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES ICTV, 2021) quatro critérios sao propostos
para o encaixe de novas espécies dentro dos géneros da familia Nanoviridae: 1) A identidade de
nucleotideos global maior que 80% combinando todos os componentes; ii) Diferenca nos
hospedeiros; iii) Diferenca na identidade e variedade de espécies de pulgdes vetores (ou seja,

vetores em potencial) e iv) reagdes de anticorpos a membros de espécies divergentes.

O coconut foliar decay virus (CFDV) tido anteriormente como um possivel nanovirus,
apresenta 7 componentes com identidade a alphasatellites, DNA-S1 e DNA-S2 que codificam
proteinas com similaridade a CP, um componente gendmico ainda menor, DNA- gamma que
os autores especulam ser o precursor da proteina de movimento do CFDV. Esse virus parece

representar um novo género e uma nova familia de virus (GRONENBORN et al., 2018).

Sequenciamento alto desempenho (High throughput sequencing - HTS)

Em 1977 as primeiras tecnologias bésicas de sequenciamento de DNA surgiam. O
método de sequenciamento Maxam-Gilbert por degradacdo (MAXAM; GILBERT, 1977) e o

método de sintese de Sanger ou também conhecido como Didesoxinucleotideos Sanger
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(SANGER; NICKLENX; COULSON, 1977). O método Maxam- Gilbert se baseia na
modificacdo quimica seguida pela clivagem estrutural do DNA em locais préximos aos
nucleotideos modificados. O sequenciamento Sanger faz uso de nucleotideos que se encontram
nas cadeias terminais (didesoxinucleotideos) que nao apresentam o grupo 3'- OH, com isso a
DNA polimerase fica impossibilidade de formar ligacdes fosfodiéster culminando na

terminagao da cadeia de DNA (SLATKO; GARDNER; & AUSUBEL, 2018).

As técnicas refletiam seus resultados através de gel poliacrilamida realizando a
separacio do DNA por tamanho (GUZVIC, 2013) Entretanto, embora o método quimico
desenvolvido por Maxam-Gilbert tenha sofrido modificagdes para eliminacdo de agentes
quimicos, o método de Sanger foi posteriormente automatizado se tornando o método padrdo
para sequenciamento de DNA (SLATKO; GARDNER; & AUSUBEL, 2018) e, alcan¢ando
grandes feitos como a conclusao do projeto genoma humano 1977-2004 (MARGULIES et al.,
2005).

Com o passar dos anos, algumas limitagdes do método Sanger como o elevado tempo
para obtencao de resultados, baixo rendimento de leitura e alto custo, passaram a se tornar um
obstaculo no avango do sequenciamento (KCHOUK; GIBRAT; ELLOUMI, 2017). Com isso,
apos trinta anos de seu desenvolvimento, novas tecnologias de sequenciamento comecaram a
ser comercializadas, e esses métodos passaram a ser chamados de tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing - NGS) (GOODWIN;
MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

Os métodos de sequenciamento de segunda geracdo surgiram como uma melhoria na
eficiéncia do sequenciamento de genomas maiores, visando um menor custo no processo. As
principais tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo sdo: 454 pirosequenciamento
(Roche), Ion Torrent Tecnologia (Life technologies), (ILLUMINA). A plataforma Illumina em
especial, até 2016 era responsdvel por cerca de 90% do volume de dados sequenciados no
mundo todo, isto devido ao seu baixo custo, alto volume de dados produzidos e elevada precisdao

(GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

Ao contrdrio do sequenciamento de segunda geragdo, o de terceira visa o
sequenciamento de longas sequéncias de DNA (e RNA), sendo possivel a marcagdo
fluorescente de um tnico nucleotideo para identificagdo de sequéncias longas (~ 175kb), sem a

necessidade de pré-amplificagdo dos fragmentos a serem sequenciados (GOODWIN;
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MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). O primeiro sequenciamento em tempo real de uma tinica
molécula (Single-Molecule Real Time) foi lancado em 2010 pela Pacific Biosciences (VAN
DIJK et al., 2014).

A considerada quarta geracio de sequenciadores de nova geracdo, se baseia na passagem
do DNA através de poros de pequeno didmetro com capacidade de identificar nucleotideo a
nucleotideo através de diferentes correntes geradas por um detector ligado a medida em que
o DNA estd sendo sequenciado (LIU et al., 2016). Em 2005, a Oxford Nanopore Technologies
foi fundada com o intuito de desenvolver tecnologias de sequenciamento baseadas na detec¢io
de uma molécula tnica fazendo uso da tecnologia de nanoporos. Seu primeiro sequenciador
foi comercializado em 2015, o MinlON, que trouxe consigo o conceito principal da
praticidade, com o potencial em aplicagdes onde a portabilidade e espago sdo limitados
(SLATKO; GARDNER; & AUSUBEL, 2018). Além dele, a empresa lancou o GridION em
2018, PromethION em 2018, e outros equipamentos como Flongle e SmidhION.

Como dito anteriormente, essa tecnologia realiza o sequenciamento de moléculas
unicas, logo, cada equipamento ird diferir do outro devido suas caracteristicas (Tabela 5)
(TECHNOLOGIES, 2021). Basicamente o uso de equipamentos maiores ird possibilitar o uso
de mais flow cells funcionando ao mesmo tempo, consequentemente resultard em um
sequenciamento em tempo real produzindo sequéncias longas com alto rendimento assim como
a melhoria no tempo de sequenciamento. Segundo a propria Oxford Nanopore Technologies
(2021) a maior sequéncia obtida até o momento foi de 4Mb. O fator limitador nessa tecnologia
ndo estd nela mesma e sim na quantidade/tamanho de moléculas a serem sequenciadas (DIJK

etal., 2018).

Tabela 5 - Sequenciadores da Oxford Nanopore Technologies.

Empresa Sequenciador N*de flow Rendimento por  Tempo de N°'de C“::)OS(:S(;:;C;SSO
p q cells flow cell (Gb) corrida  ¢anais por >
flow cell (Dolares)
Flongle 1 1-2 1 min - 16h 126 $1.460
Oxford  MinION MkIB 1 10-30-50  1min-48h 512 $1.000
Nanopore  MinION Mk1C 1 10-30-50  1min-48h 512 $4.900
Technologies 410N 5 10-30-50  1min-48h 512 $49.995
Pmm;thON 24 100-200-300 1min-72h 2675 $ 195.455
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PromethION

48 48 100-200-300 1 min-72h 2675 $ 285.455

Fonte: https://nanoporetech.com.

O nanopore tem como fundamento o uso de proteinas transmembrana juntas a uma
membrana lipidica que irdo constituir poros, a partir da extremidade 5’ da molécula (Figura 4).
O adaptador junto a proteina motora desnatura o dsDNA. Apds isso, o controle do ritmo de
passagem do DNA pelo poro ¢ comandado pela adicdo de proteinas motoras, uma DNA

polimerase (phi29) que retarda o DNA devido a adi¢do de nucleotideos.

Essa passagem do DNA pelos poros acarreta em uma mudanca de potencial isso porque
existe em cada nanopore um eletrodo com conexdo a um canal e um chip que medem a corrente
elétrica que flui através do nanopore, nesse sentido, a medida que os nucleotideos passam pelos
poros produzem um sinal caracteristico que interrompe a corrente elétrica gerando um sinal
caracteristico, esse sinal é decodificado junto a algoritmos que determinaram a sequéncia de

DNA/RNA em tempo real (LIU et al., 2016); (SLATKO; GARDNER; & AUSUBEL, 2018).

Atualmente, o que se conhecia como Next Generation Sequencing (NGS), € denominado
Sequenciamento de alto desempenho (HTS), termo que passou a ser utilizado amplamente na

literatura.

Figura 4 - Esquematizacdo da tecnologia de sequenciamento nanopore da Oxford Nanopore
Technologies. Fonte: Adaptado https://nanoporetech.com/.
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Metodologia

Obtencao dos isolados

Os experimentos descritos nesse estudo foram desenvolvidos no laboratdrio de interag@o

Planta-Praga III — LPP3 da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

Estudos prévios de RCA-RFLP realizados por Boari e colaboradores (2019) foram
realizados com DNA extraidos de folhas de coqueiros (Cocos nucifera) apresentando atrofia da
coroa do coqueiro (ACC). Os resultados demonstraram uma associacao de plantas apresentando
sintomas da doenga com componentes gendmicos de um possivel virus multipartido,
inicialmente associado a familia Nanoviridade. (Boari e Ribeiro e dados ndo publicados). Em
colaboracdo, as amostras de DNA dos isolados foram gentilmente cedidas pela Dra. Alessandra

de Jesus Boari, pesquisadora da Embrapa Amazonia Oriental.

No Quadro 1 encontra-se a relagdo de amostras usadas nesse trabalho. Foram utilizadas
amostras de DNA de coqueiros coletadas nos estados do Pard, Roraima, Bahia, Pernambuco e
Paraiba, com sintomas (CS) de ACC ou sem sintomas aparentes (SS). Como controle,
utilizamos uma amostra de coqueiro sadio e uma de palmeira areca (Dypsis lutescens)
procedente do Distrito Federal.

Quadro 1 - Relacdo de amostras de coqueiro. Numero referente a cada amostra,
local de coleta c6digo da amostra, e presenca de sintoma.

Amostras de Coqueiro
N° da Codigo da
amostra Local de coleta amostra Sintoma*
1 Moju/PA 1-P123 L113 P04 SS
2 Moju/PA 2-P123 L116 P05 SS
3 Moju/PA 3-P123 L114 P04 SS
4 Moju/PA 4-P114 1124 P06 CS
5 Moju/PA 5-P114 L123 P07 CS
6 Moju/PA 6-P114 L120 P01 CS
7 Moju/PA 7-P114 L121 P02 CS
8 Moju/PA 8-P114 L123 P02 CS
9 Moju/PA 9-P114 L.123 P08 CS
10-P114 L123
10 Moju/PA P05 CS
21-H122 L13
11 Sta Isabel/PA P32 CS
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22-H122 L16

12 Sta Isabel/PA P33 CS
23-H122 L19
13 Sta Isabel/PA P30 CS
24- H122 L19
14 Sta Isabel/PA P29 CS
25- H122 1.23
15 Sta Isabel/PA P28 CS
26- H122 L.25
16 Sta Isabel/PA P31 CS
27- H122 125
17 Sta Isabel/PA P29 CS
28- H122 L.26
18 Sta Isabel/PA P29 CS
29- H122 1.29
19 Sta Isabel/PA P26 CS
30- H122 136
20 Sta Isabel/PA P25 CS
21 Capanema/PA JRM PL1 CS
22 Capanema/PA JRM PL2 CS
23 Capanema/PA JRM PL3 CS
24 Capanema/PA JRM PL4 CS
25 Capanema/PA JRM PL7 SS
26 Una/BA MT 1 CS
27 Una/BA MT 2 CS
28 Una/BA MT 3 CS
29 Una/BA MT 4 SS
30 Una/BA MT 5 SS
31 Una/BA MT 6 SS
32 Una/BA MT 7 CS
33 Una/BA MT 8 CS
34 Una/BA MT 9 CS
35 Una/BA MT 10 CS
36 Una/BA MT 11 CS
37 Una/BA MT 12 SS
38 Una/BA MT 13 SS
39 Una/BA MT 14 SS
40 Canavieiras/BA DUC 1 CS
41 Canavieiras/BA DUC 2 CS
42 Canavieiras/BA DUC 3 CS
43 Canavieiras/BA DUC 4 SS
44 Canavieiras/BA DUC 5 CS
45 Canavieiras/BA DUC 6 CS
46 Canavieiras/BA DUC7 CS
47 Canavieiras/BA DUC 8 CS
48 Canavieiras/BA DUC9 CS
49 Canavieiras/BA DUC 10 CS
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50 Canavieiras/BA DUC 11 CS
51 Canavieiras/BA DUC 12 CS
52 Canavieiras/BA DUC 13 CS
53 Bom Jardim/PE BJ1 CS
54 Bom Jardim/PE BJ2 CS
55 Bom Jardim/PE BJ3 CS
56 Bom Jardim/PE BJ4 CS
57 Bom Jardim/PE BJ5 CS
58 Bom Jardim/PE BJ6 CS
59 Bom Jardim/PE BJ7 CS
60 Bom Jardim/PE BJS CS
61 Bom Jardim/PE BJ9 CS
62 Bom Jardim/PE BJ10 CS
63 Bom Jardim/PE BJ11 CS
64 Bom Jardim/PE BJ12 CS
65 Mamanguape/PB NCl1 CS
66 Mamanguape/PB NC2 CS
67 Mamanguape/PB NC3 SS
68 Mamanguape/PB NC4 CS
69 Mamanguape/PB NC6 CS
70 Mamanguape/PB NC7 CS
71 Mamanguape/PB NC8 CS
72 Mamanguape/PB NC9 SS
73 Mamanguape/PB NC10 SS
74 Mamanguape/PB NCI11 SS
75 Mamanguape/PB NCI12 SS
76 Lucena/PB CVl CS
77 Lucena/PB CV2 CS
78 Lucena/PB CVv3 CS
79 Lucena/PB CV4 SS
80 Lucena/PB CV5 SS
81 Lucena/PB CV6 CS
82 Lucena/PB Cv7 CS
83 Lucena/PB CVs8 CS
84 Lucena/PB TB1 CS
85 Lucena/PB TB2 CS
86 Lucena/PB TB3 CS
87 Lucena/PB TB4 CS
88 Boa Vista/RR RRD1 CS
89 Boa Vista/RR RRD2 CS
90 Boa Vista/RR RRD3 CS
91 Boa Vista/RR RRD4 CS
92 Boa Vista/RR RRD5 CS
93 Boa Vista/RR RRD6 CS
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Belém/PA - Estufa —

94 muda velha Sadio SS
Belém/PA - Estufa —

95 muda nova Sadio SS

*SS (sem sintoma), CS (com sintoma)

Fonte: Autora.

Extracao de DNA e Amplificacio por circulo rolante (RCA)

A composi¢do das solucdes tampao utilizadas nesse trabalho estdo detalhadas no Anexo
I. As amostras previamente identificadas e separadas em tubos foram maceradas e o DNA foi
extraido pelo método CTAB (GIBBS & MACKENZIE, 1997).

Foi adicionado 600 pL da solugdo de CTAB (2% CTAB;1,4 M NaCl; 20 mM EDTA;
100 mM Tris-HCI, pH 6,8; 1% PVP e 0,1% B mercaptoetanol) em tubos de 1,5 ml e incubados
55°C por 20 minutos. Apds isso foi adicionado 300 pL de clorofil 24:1, seguido de uma
centrifugacao (14.000 rpm) a 4°C por 5 minutos. A fase aquosa superior foi transferida para um
novo tubo identificado. Foi adicionado 0,1 volume de acetato de amonio 7,5M e 1 volume de

isopropanol (gelado).

Todos os tubos foram invertidos manualmente algumas vezes e entdo centrifugados por
30min a 14.000 RPM a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 500 pL de
etanol 70%. Secos a véacuo e ressuspensos em 50 pL de dgua Mili Q, incubado em banho seco

a 37°C por 20 min e armazenado em freezer a -20°C.

Amostras de DNA total foram submetidas a Rolling Circle Amplification (RCA)
(INOUE-NAGATA et al., 2004) através de uma reagao contendo 0,1 uL de phi-29 DNA
polimerase (BioLabs 10,000 U/mL), 1 uL do tampao (10X) da enzima phi—29 DNA polimerase
(concentracdo final 1X), 1 pL de BSA (10X), 1 uL de dNTPs (10mM), 1 pL de primers
randdmicos para RCA (50 uM), 4,9 uL de 4gua MilliQ e 1 puL. de DNA total extraido,
totalizando um volume final de 10 pL. A reagdo foi incubada por 48h a 37 °C. O produto da

RCA obtido foi analisado em gel de agarose 1%, com migrag¢ao a 100 volts.

Deteccao do componente genomico Rep e purificacdo dos produtos de PCR
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Duas amostras, 4 e 12 (quadro 1), ambas do estado do Pard foram selecionadas para a
amplificacio componente Rep completo para posterior clonagem, sequenciamento e

caracterizacao molecular.

A reacao de PCR se deu com 2,5 uLL do tampao 10x DreamTaq Buffer, 0,5 uL de ANTP
(10 mM), 0,25 de cada primer (Babu F e Babu R (Tabela 6) ) (10 uM), 0,15 uLL da DreamTaq
DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific 5U/ uL), 1 pL do produto da RCA e 20,35 pL de
dgua milli-Q autoclavada, em um volume final de 25 pL. As condi¢des da PCR foram 95°C por
3 minutos para uma desnaturagdo inicial, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 1:30 minutos e um ciclo

final de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Tabela 6 - Sequéncia dos primers utilizados para amplificacio do componente Rep.

Primers Sequéncia Referéncia
Babu F TCCTGAAGCTTACTCCCGTCACAA KAUFFMANN
etal., 2019;
BOARI et al.,
Babu R ACGATATCCTGAAGCTTACTTCCTGAAGCTTACT 2019.

Fonte: Autora.

Os produtos da PCR acrescidos de tampao de amostra foram aplicados em gel de agarose
1% em tampao TAE 1X (em anexo). As amostras foram submetidas a eletroforese com
migracdo a 100V durante quarenta minutos e visualizados no fotodocumentador Gel Doc XR+
System (Bio-Rad). O fragmento de banda visualizada (~ 1.1kb) correspondente ao que se espera
do componente Rep completo foi cortado com auxilio de 1amina purificado com o uso do kit

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo as orientacdes do fabricante.

Clonagem e sequenciamento do componente Rep

Os fragmentos de DNA purificados foram clonados no vetor de clonagem
pCR2.1_TOPO (3.9 kb) (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific). A reacdo para insercao do DNA
da Rep no plasmideo se deu com a condi¢do de 0,5 uLL de Salt Solution, 0,5 uL. do vetor, 1 uLL
de dgua milli-Q, e 1 uL de fragmento eluido, com tempo de incubagdo de trinta minutos em

temperatura ambiente.

Os plasmideos foram inseridos em células competentes de Escherichia coli cepa

DHI10B, pelo método de choque térmico. Tubos contendo 50 pL de célula competente
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misturados com o plasmideo foram incubados por 30 minutos no gelo. Posteriormente, os tubos
foram colocados em banho seco a 42°C por 45 segundos e por fim, voltaram a incubagdo no

gelo durante 2 minutos.

Posteriormente, foi adicionado 200 uL de LB (meio Luria-Bertani, em anexo) e a
mistura foi incubada por 45 minutos a 37°C. O plaqueamento ocorreu em meio LB sélido
contento o antibidtico de sele¢do canamicina (concentragdo final 100pug/mL) e contendo X-Gal

e IPTG, a placas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

As colonias positivas selecionadas (colorag@o branca), provavelmente contendo o clone
recombinante, foram repicadas e cultivadas em meio liquido contendo 3mL de LB acrescido de
3 uL de canamicina (concentragdo final 100pg/mL) por 16 horas sob agitacdo de 250 rpm e
temperatura de 37°C.

Ap6s o crescimento das culturas, foi realizada a preparacdo dos plasmideos (miniprep)

seguindo os seguintes passos descritos no Quadro 2:

Quadro 2 - Protocolo de miniprep (KOTCHONI et al., 2003).

1. 2mL de cultura foi transferida dos tubos falcon para eppendorfs de 1,5mL
devidamente identificados;

2.0s mesmos foram centrifugados a 12000 rpm por 1 min;

3. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado aos eppendofs mais 0,5mL
do meio de cultura;

4. Repeticdo do passo 2 e descarte do sobrenadante;

5. Foi adicionado aos eppendorfs 100uL da solugdo I (50 mM glucose, 10 mM
EDTA e 25 mM Tris pH 8.0);

6. Utilizar agitador vortex para ressuspencdo do pellet;

7. Adicionou-se 200uL da solucao I (0.2 N NaOH e 1% SDS);

8. Os tubos foram gentilmente agitados a mao;

9. Acrescentar 150 uL da solucao IIT (60 mL 5SM KOAc, SmLacido acético 96%
e 28,5mL de H20) foi adicionada, o passo 8 foi repetido;

10. Incubar tubos no gelo por 5 minutos;

11.Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos;

12. 450ul do sobrenadante foram coletados e repassados para outros tubos
eppendorfs de 1,5mL com suas repectivas identificacdes;

13. Foi adicionado o volume de 2x o sobrenadante de etanol absoluto e a mistura
foi gentilmente agitada;

14. A mistura foi centrifugada a 12000 rpm por 15 minutos;

15. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1mL de etanol 70% ao
pellet;

16. Os tubos foram centrifugados por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o pellet foi seco em uma capela de exaustdo por 5 minutos;
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17. O pellet foi ressuspendido em 50uL de TE (0.1 M Tris pH 8.0 ¢ 10 mM
EDTA + RNAse);
18. Os tubos incubados a 65°C por 10 minutos.

Ap6s a realizacdo da miniprep, os clones foram digeridos com a enzima de restri¢ao
EcoR I. Os clones recombinantes contendo o inserto foram confirmados e selecionados através

da visualizacdo em gel de agarose 1% do padrio de banda esperado.

Os clones selecionados foram cultivados novamente, a partir da cultura inicial, em SmL
de meio LB contendo 5 pL. de Canamicina (concentragdo final 100pug/mL), os tubos foram

incubados por 16h a 37°C sob agitac@o de 250 rpm.

Foi realizada uma extracdo do DNA plasmidial utilizando o kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega), seguindo as recomendacgdes do fabricante. Os
clones (20 puL quantificados a 100ng/uL) foram sequenciados na empresa Macrogen (Coreia
do Sul). Foram usados os primers universais T7 e M13 reverse para o sequenciamento nas duas

orientagdes e obtengdo da sequéncia completa do componente Rep.

Analise das sequéncias Rep obtidas dos Isolados 4 e 12

O genoma do componente Rep dos clones sequenciados foi montado utilizando o
programa Geneious 11.0.5. A andlise das sequéncias de nucleotideos foi feita a partir de dados
depositados no National Center for Biotechnology Information — NCBI, fazendo uso das
ferramentas BLASTn e BLASTXx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) além do software online
ORFinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para identificacdo da ORF (Open Reading

frame) que codifica a proteina do componente apontado como Rep.

Nesse trabalho, adotaremos o termo recomendado pela Dra. Alessandra Boari para o
virus em questdo, “coconut crown atrophy virus” (CCAV). Os componentes do isolado 4 foram
anteriormente clonados por enzimas de restricdo (Boari e Ribeiro, dados ndo publicados).
Foram identificados 7 possiveis componentes gendmicos (6 por clonagens e a Rep por NGS)
de um virus multipartido nesse isolado que foram detectados apenas em amostras com ACC.
Esses dados foram utilizados para comparacao com os resultados obtidos no presente trabalho
e caracterizacio dos isolados e dos componentes do CCAV e serdo nomeados nos resultados

por “coconut”.
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Desenho de primers e amplificacao de componentes genémicos em reacio multiplex

As sequéncias de nucleotideos dos seis componentes identificados do isolado 12
juntamente com as sequéncias dos componentes Rep do isolado 4 e 12 obtidas nesse trabalho
foram alinhadas utilizando a ferramenta multiple alignment (MUSCLE alignment) no programa
Geneious 11.0.5. Neste alinhamento foi possivel a identificacdo de uma regido de alta
identidade entre todos os componentes e que representaria uma possivel regido comum maior

(CR-M).

Com base na sequéncia da CR-M foram desenhados os pares de primers NanoCR1F/R
e NanoCR1_2F/R (Tabela 7) com o intuito de amplificar todos os componentes gendmicos do

CCAYV em uma reagdo de PCR inverso multiplex.

Baseado na frequéncia dos polimorfismos entre os componentes, foi preparado um mix
dos primers na seguinte propor¢dao Y4 do primer NanoCR1_2F (1,5 uM): % do primer
NanoCRI1F (8,5 uM) e Y4 do primer NanoCR1_2R: 3% (1,5 uM) do primer NanoCR1R (8,5 uM).

Inicialmente foi realizada uma PCR utilizando DNA total obtido das amostras de
coqueiro do quadro 1. A reacdo foi composta por 1 uL de DNA, 5uL de 10x SuperTaq Pol
Reaction Buffer, 0,5 pyL dNTP, 2uL MgCl, 0,5uL do mix de primer forward
(NanoCR1_2F+NanoCR1F) e 0,5 uL do mix de primer reverse (NanoCR1_2R+NanoCRIR),
0,2 uL da enzima SuperTaq Pol (Cellco), e 15,3 uL de 4gua milli-Q. Foi utilizado o programa
utilizando as condi¢cdes da PCR foram 95°C por 1 minutos, seguida por 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 65°C por 30 segundos, extensdo a 72°C
por 1:30 minutos e um ciclo final de extensdo a 72°C por 2 minutos. Posteriormente, a mesma

reacdo foi feita com produtos da RCA das amostras de coqueiro.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1% em tampao TAE 1X. Os
produtos da PCR junto ao de tampdo de amostra foram aplicados no gel e submetidos a

eletroforese, com migracao a 100 volts, visualizados em fotodocumentador.

A partir do gel, os isolados foram escolhidos os isolados 4 € 12 como objetos de estudo
para obtencdo do componente gendmico referente a Rep, estes foram clonados e sequenciados,
assim como tinhamos acesso aos 6 componentes anteriormente clonados/sequenciados do

isolado 12 (Boari e Ribeiro, dados ndo publicados). Devido a capacidade do mix de primers
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NanoCRI1 de acessar diversidade genética em amostras do Pard. Nesse sentido, no quadro 1 é
possivel observar a disponibilidade de trés cidades do Pard onde foram obtidas amostras, o
isolado 4 de Moju/PA, isolado 12 de Sta. Isabel/PA e o isolado 22 de Capanema/PA, em vista
disso, escolheremos como foco da dissertagdo a caracterizacao inicialmente limitada ao estado

do Para.

Uma nova PCR foi realizada com as amostras positivas, utilizando uma enzima de alta
fidelidade, a Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific™). A reacdo
continha SuL de 5x Phusion Buffer, 0,5uL dNTP (10 mM), 1,25uLL do mix de primer forward
(NanoCR1_2F+NanoCR1F) e 1,25uL do mix reverse NanoCR1_2R+NanoCR1R), 0,25uL. da
enzima Phusion, 0,5uL do produto da RCA e 16,25uL de dgua milli-Q, totalizando uma reacao
total de 25 uL. A reacdo se deu a partir da seguinte programacao: 98°C por 30s, seguida por 25
ciclos de desnaturacdo a 98°C por 10 segundos, anelamento a 67°C por 30 segundos, extensao

a 72°C por 35 segundos e um ciclo final de extensao a 72°C por 10 minutos.

A banda visualizada em gel de agarose correspondente ao fragmento amplificado de
tamanho esperado para o componente gendmico completo (1200 pb) foi cortada do gel com o
auxilio de uma lamina para realizacdo da elui¢do. A purificagdo do DNA foi feita utilizando o
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo as orientacdes do

fabricante.

Tabela 7 - Sequéncia dos primers utilizados na PCR multiplex para obtenc¢ao dos
componentes gendmicos do CCAV.

Primers Sequéncia

NanoCRI1F GGGATCGCGGAGTTCGACGG
NanoCRI1R TGAAAGATACGGGCCTCGTCG
NanoCR1_2F GGGGCCGCGGAGTCCGACGG
NanoCR1_2R TGAAAGATACGGGGATCGTCG

Fonte: Autora.

Sequenciamento Nanopore e montagem dos componentes genomicos

As  amostras  amplificadas PCR  utilizando os  primers  CRI1-Mix
(NanoCR1_2F+NanoCRI1F e NanoCRI1_2R+NanoCR1R) foram eluidas e posteriormente
purificadas com o kit AMPure beads (Beckman Coulter, EstadosUnidos), de acordo com as

recomendacdes do fabricante. O DNA purificado foi quantificado com o kit Qubit dsDNA HS
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(Life Technologies) no fluorimetro Qubit (Invitrogen). Cada amostra foi tratada com o
NEBNext® Ultra™ II End Repair/dA-Tailing Module (NEB) para reparo das extremidades e
ligadas aos adaptadores do ONT Native Barcoding Expansion kit (EXP-NBD104, Oxford
Nanopore Technologies) com auxilio da enzima Blunt/TA Ligase Master Mix (New England
BioLabs), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds inativagdo da enzima (65°C
por 10 minutos), as diferentes amostras foram agrupadas em um unico tubo e purificadas com
o kit AMPure beads (Beckman Coulter, Estados Unidos). A biblioteca de sequenciamento foi
gerada com o Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109 — Oxford Nanopore Technologies) e 20
ng do DNA resultante foi aplicado na flow cell (FLO-MIN106D - Oxford Nanopore
Technologies) e o sequenciamento realizado no sequenciador MinlON MkIB (Oxford

Nanopore Technologies) por cerca de 8 horas.

Os arquivos brutos FASTS foram convertidos em FASTQ usando o software Guppy no
modo de alta precisdo (https://nanoporetech.com/). As sequéncias obtidas foram
demultiplexadas para agrupar as amostras de acordo com os barcodes utilizados com o auxilio
do software MinKNOW (Oxford Nanopore Technologies). As sequéncias relacionadas a um
mesmo componente foram agrupadas com 0 programa Minimap?2
(https://github.com/lh3/minimap2), os contigs montados de novo com o programa Flye
(https://github.com/fenderglass/Flye) e melhorados com o programa Medaka v1.2.3 (Oxford
Nanopore Technologies). Os contigs finais foram anotados com o0 BLAST X implementado no

programa Geneious 11.0.5 (Biomatters, Ltd.).

Analise filogenética dos componentes Rep do CCAV

Para realizacdo das andlises filogenéticas, foram baixadas do GenBank as sequéncias
nucleotidicas de componentes gendmicos referentes aos componentes Rep de virus
pertencentes aos géneros Cocosatellite, Muscarsatellite, Clostunsatellite e Subclovsatellite

(familia Alphasatellitidae), Babuvirus e Nanovirus (familia Nanoviridae) (Tabela 8).

Tabela 8 - Virus pertencentes aos géneros Cocosatellite, Muscarsatellite, Clostunsatellite e
Subclovsatellite, Babuvirus, e Nanovirus e nimeros de acessos no GenBank dos componentes
Rep utilizados nesse trabalho.

N° de acesso no

Género GenBank Virus
Cocosatellite M29963 Coconut foliar decay alphasatellite 1
MF926426 Coconut foliar decay alphasatellite 2
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MF926429

Coconut foliar decay alphasatellite 4

MF926430 Coconut foliar decay alphasatellite 5
Muscarsatellite  AF416471 Banana bunchy top alphasatellite 2
HQ616080 Banana bunchy top alphasatellite 3
KF435148 Cardamom bushy dwarf alphasatellite
Clostunsatellite  AB000922 Milk vetch dwarf alphasatellite 2
KC979052 Pea necrotic yellow dwarf alphasatellite 2
KX534409 Sophora yellow stunt alphasatellite 4
KX534398 Sophora yellow stunt alphasatellite 5
U16735 Subterranean clover stunt alphasatellite 2
Subclovsatellite X80879 Faba bean necrotic yellows alphasatellite 1
MF510471 Faba bean necrotic yellows virus associated alphasatellite 1
KX534399 Sophora yellow stunt alphasatellite 1
Babuvirus EF546813 Abaca bunchy top virus
JX867550 Cardamom bushy dwarf virus
S56276 Banana bunchy top virus
Nanovirus KC978958 Black medic leaf roll virus
GQ150778 Faba bean necrotic stunt virus
AJ132180 Faba bean necrotic yellows virus
ABO027511 Milk vetch dwarf virus
HE654123 Faba bean yellow leaf virus
MF535450 Cow vetch latent virus
GU553134 Pea necrotic yellow dwarf virus
KC979054 Pea yellow stunt virus
MKO035728 Subterranean clover stunt virus
MHO048845 Sophora yellow stunt virus
MKO039132 Parsley severe stunt associated virus
A definir Nao publicado Coconut crown atrophy virus 4
Nao publicado Coconut crown atrophy virus 4 clone
Nao publicado Coconut crown atrophy virus 12
Nao publicado Coconut crown atrophy virus 12 clone
Nao publicado Coconut crown atrophy virus 22
Nao publicado Coconut crown atrophy virus 22 1

Para constru¢do da arvore filogenética, as sequéncias codantes dos componentes Rep
dos isolados de CCAV e de virus pertencentes aos géneros Cocosatellite, Muscarsatellite,
Clostunsatellite, Subclovsatellite, Babuvirus, Nanovirus foram alinhadas com o algoritmo
MAFFT (REF) (KATOH et al., 2002). A inferéncia filogenética foi realizada pelo método de
mdaxima verossimilhanca e modelo de substituicio GTR+F+I+G4, no software 1Q-TREE
(MINH et al., 2020). O suporte dos ramos foi estimado com o teste ndo Shimodaira-Hasegawa

(SH-aLRT) (SHIMODAIRA; HASEGAWA, 1989).
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Calculo de identidades dos componentes dos diferentes isolados

A identidade entre as sequéncias nucleotidicas dos componentes gendOmicos comuns
entre os isolados foi calculado usando programa SDT V1.2 (MUHIRE, VARSANI &
MARTIN, 2014) a partir de um alinhamento obtido com o programa MUSCLE.

Identificacao de motifs conservados da Rep

As sequéncias de aminodcidos (aa) da Rep de membros dos géneros Nanovirus e
Babuvirus (AZP73867.1, AZP73866.1, QCF45524.1, QPB75524.1, QPB75530.1,
QGV56702.1, ADES87486.1, ATS17317.1, AVT42629.1, QLMO02667.1, QIH29493.1,
QBO055987.1, YP 010088040.1, AWB36049.1, ARI50280.1, AGG38935.1, YP_009508038.1,
AGG38934.1, ARE67987.1, ALI57184.1, AKO71340.1) selecionadas do banco de dados
GenBank foram agrupadas e alinhadas por género. O mesmo procedimento foi feito para os
componentes gendmicos Rep dos isolados de CCAV caracterizados nesse trabalho. O
alinhamento das sequéncias foi feito no programa Geneious 11.0.5 utilizando o programa
MUSCLE. Para identificagdao dos motifs conservados RCR I, II, III (envolvidos na replicagao
do circulo rolante) e Walker A, B e C (dominios helicase) (KAZLAUSKAS; VARSANI;
KRUPOVIC, 2018; STAINTON, 2015) foi utilizado um logotipo da sequéncia (representacao
em consenso) fazendo uso do servidor online WebLogo V3.4

(https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) (CROOKS et al., 2004).

Resultados e discussao

Deteccao, clonagem e analise molecular do componente gendmico Rep dos isolados 4 e
12

A partir da descoberta de um DNA-Rep associado a familia Nanoviridae por meio da
técnica de sequenciamento de alto desempenho (HTS) em coqueiros apresentando atrofia da
coroa do coqueiro no estado do Pard (BOARI et al., 2019; KAUFFMANN et al., 2019), noventa
e quatro amostras de DNA de coqueiros com e sem sintomas da atrofia da coroa do coqueiro
dos estados do Pard, Bahia, Roraima, Pernambuco e Paraiba foram compartilhados pela DRA.

Alessandra Boari para realizac@o desse estudo.

Inicialmente, entre as 94 amostras de coco disponiveis foram escolhidas duas do estado

do Pard, isolados 4 (Moju/PA) e 12 (Sta. Isabel /PA) para a clonagem do componente Rep.
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Fazendo uso dos primers BabuR e BabuF otimizados para detectar o DNA-Rep, foi realizada
uma PCR dos produtos da RCA dos isolados e com isso foi possivel obter amplicons de
aproximadamente 1.1kb nas duas amostras (Figura 5). O tamanho dos amplicons obtidos esta
de acordo com o descrito na literatura para o DNA-R, componente codificador da Rep para
nanovirus e babuvirus, que pode variar de 970 a 1.1 kb (VETTEN et al., 2019). A proteina Rep
estd envolvida na replicacdo de todos os componentes do genoma de virus de ssDNA

(TIMCHENKO et al., 1999; ZHAO et al., 2019).

1100 phb

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR com os primers BABUR e BABUF do
RCA isolado das amostras de coco 4 e 12 do Pard. M- Marcador de peso molecular 1 Kb plus; C-
Controle negativo.

Os produtos da PCR foram clonados no vetor pCR2.1_TOPO (3.9 pb). Na Figura 6 ¢
possivel observar os clones positivos obtidos dos isolados 4 e 12, de acordo com perfil de
restri¢do com a enzima Eco RI. O inserto corresponde ao mesmo tamanho do amplicon de 1.100
pb utilizado na clonagem (Figura 6). Os clones foram sequenciados com 0s primers universais

T7 e MI3R.
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando padrdo de restricdo da digestdo com a enzima
Eco RI dos clones recombinantes dos isolados 04 e 12 em pCR2.1_TOPO. M- Marcador de peso
molecular 1 Kb plus.

Os clones do componente Rep obtidos a partir do RCA dos isolados 4 e 12 de coco
apresentando sintomas de atrofia da coroa do coqueiro, foram denominados coconut crown
atrophy virus clone 4 (CCAV4CRep) e coconut crown atrophy virus clone 12 (CCAV12CRep).
Tanto o CCAV4C como o CCAVI12C apresentam 1155 pb. Ao alinhar as sequéncias de
nucleotideos foi observado uma identidade de 98.095%. Isso fica evidente ao observar a Figura
7, onde os nucleotideos em coloragdo vermelha apresentam 100% de identidade entre si,
notavelmente esses abrangem praticamente toda extensdo do alinhamento entre as sequéncias.
Os nucleotideos que estdo em coloracdo branca apontam os locais onde ocorrem as diferencas
entre as sequéncias, ao total foram 23 bases dos 1155 pb. Portanto, é possivel supor que se trata

do mesmo componente gendmico de um mesmo virus.

Utilizando o programa ORFfinder foi possivel localizar as ORFs que caracterizam os
clones em questdao. Uma busca BLASTP da ORF do CCAV4CRep mostrou uma similaridade
de 36.62% com “Master replication protein” de banana bunchy top virus (acesso Q86567.1]
com uma cobertura de 87%, 34.75% de similaridade com “Master replication protein” de
subterranean clover stunt virus (acesso Q9ICP7.1) com uma cobertura de 87% e 36.46% com
a “Master replication protein” de faba bean necrotic yellows virus (acesso 039828.1) com 88%

de cobertura.

Com relagdo a andlise da ORF do CCAV12CRep, os resultados indicaram uma relagdo
bem similar a do isolado 4 com identidade de 35.92% com a “Master replication protein” de

banana bunchy top virus, acesso Q86567.1 com cobertura de 87%, também se relacionou com
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a “Master replication protein” de subterranean clover stunt virus (acesso Q9ICP7.1) com
identidade de 34.04% e cobertura de 87%, e com “Master replication protein” de faba bean
necrotic yellows virus (acesso 039828.1)] apontou um perfil de identidade de 33.80% com

cobertura de 88%.

A partir dessas andlises € possivel apontar que os clones CCAV4CRep e CCAV12CRep
de fato sdo relacionados aos componentes gendomicos Rep de membros da familia Nanoviridae
corroborando os resultados encontrados anteriormente por Boari e colaboradores (2019) a partir
de contig obtido de sequenciamento HTS de amostras de coco apresentando atrofia da coroa do

coqueiro.
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[\ Tl T C C TG AAGC T TACTCCCGTCACAAGGGTGCGCTTAAGAAGATGCGT TCTCTTTCTT TTH

[eeI\y Tl T CCTGAAGC T TACTCCCGTCACAAGGGTGCGCTTARGAAGATGCGTTCTCT TTCTTT TEn
[\ oA GCTGAGGCTTTTCGTAGAT T TAAAT TGGHMTAAT TTGACTCCATGGCAGTTGGATGTACT
(oo \yblelllAGCTGAGGCTTTTCGTAGAT TTAAAT TGGITAATTTGACTCCATGGCAGTTGGATGTACT k)
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CCAV4C GGGTGGTGGATCCTTGGCT TGTGCTATGARAGGATGCCGAAACAGGTAMGACGATGGATGA)
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CCAVIXC TCTMTGCGACGATATCCTGAAGCTTACT

1150

Figura 7 - Alinhamento da sequéncia de nucleotideos dos clones virais 4 e 12. Em vermelho sao
evidenciados os nucleotideos com 100% de identidade e ao lado representacdo dos componentes Rep,
em verde encontram-se as ORF’s determinadas pelo programa ORFfinder.

Desenho de primer para acesso a diversidade genética do coconut crown atrophy virus
(CCAYV)

A partir do sequenciamento, obtenc¢do e confirmag@o que os clones dos isolados 4 e 12
de fato se identificam como uma Rep com associa¢do a virus multipartidos de ssDNA, foi

possivel iniciar o processo de caracterizacdo molecular de trés isolados de coconut crown
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atrophy virus (CCAV). O primeiro passo se deu a partir da localizacdo de caracteristicas
primordiais para um virus “Cress DNA”. Esse termo ¢ aplicado para virus circulares de DNA
de fita simples (ssDNA) que codificam uma proteina Rep associada a replicagdo (ZHAO et al.,

2019) .

Todos os virus de ssDNA necessitam de uma proteina que inicie o processo de
replicacdo, essa proteina € codificada por um componente gendmico especifico, como € o caso
dos virus da familia Nanoviridae ou pelo DNA-A como ocorre na familia Geminiviridae
(GRONENBORN et al., 2018). Nos membros da familia Nanoviridae, o DNA-R codifica a
proteina Rep e compartilha sequéncias perto da origem de replicacdo com todos os DNAs
componentes gendmicos, cuja replicacdo depende da acio M-Rep (TIMCHENKO; KATUL;
SANO, 2000).

Com essas informacdes, as sequéncias dos componentes Rep dos isolados 4 e 12
caracterizadas nesse trabalho foram alinhadas com as sequéncias de clones dos seis
componentes gendmicos do isolado 12, previamente clonados a partir de enzimas de restri¢ao
e sequenciados (Boari e Ribeiro, dados nao publicados). Com isso foi possivel localizar a regiao
comum maior (CR-M) e fazer uso de uma parte dessa regido (comum para todos os

componentes gendmicos) para o desenho de primers especificos.

Como diferentes componentes apresentaram polimorfismos na regido escolhida, foram
desenhados dois pares de primers (NanoCR1_F/NanoCRI1R e NanoCR1_2F/NanoCR1_2R)
(Figura 8, Tabela 7) representativos das respetivas variantes de sequéncia para que fosse
possivel a amplificacdo de todos os componentes do CCAV em uma reacao de PCR multiplex
(PCRm). A PCRm se baseia no uso dois ou mais pares de primers para deteccdo e amplificacio
de varias sequéncias de um determinado DNA alvo, em uma tnica reagio (THOMPSON et al.,
2003). O método tem como beneficios a reducao de tempo, custo e esforco para diagndstico de
patdgenos de humanos e animais sendo também amplamente utilizado para diagnose de

patégenos em plantas (BERTOLINI et al., 2001; GALVEZ et al., 2020).

A PCRm ¢ um método frequentemente usado quando se trata da identificacdo de
diversos virus infectando plantas, facilitando o diagndstico prévio de doencas. PCRm j4 foi
utilizado, por exemplo, para deteccao simultinea do banana bract mosaic virus e sugarcane
mosaic virus em abaca (Musa textilis) (GALVEZ et al., 2020). Em uma situa¢do mais complexa,

a PCRm foi usada para deteccao de dois virus e dois virdides, (grapevine fleck virus, grapevine
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Pinot gris virus, grapevine yellow speckle viroid 1, e hop stunt viroid) em videiras (Vitis sp.)
na Repiblica Tcheca (KOMINKOVA; KOMINEK, 2019). No Brasil, foi desenvolvido um
protocolo de PCRm para detectar os dois virus associados a "papaya sticky disease (PSD) ou
“meleira do mamoeiro” (papaya meleira virus 1 e papaya meleira virus 2) doenga que atinge

severamente 0 mamoeiro, € proporcionou uma diagnose precoce da doenca em uma unica

reacdo (MAURASTONI et al., 2020).

Seguence Logo
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Figura 8 - Sequéncias dos componentes genomicos DNA-1, 2 ,3 4, 6 e 7 utilizadas no desenho dos
primers para PCR multiplex. Fonte: Autora.

Diversidade genética do coconut crown atrophy virus (CCAYV)

Inicialmente, rea¢des de PCR utilizando o mix de primers NanoCR1 (NanoCR1_F,
NanoCR1R, NanoCR1_2F e NanoCR1_2R) foram realizadas para triagem das amostras
disponiveis (Quadro 1) e validagdo para o uso dos primers (Figura 9). Primeiramente, pela
facilidade foi utilizado o DNA total extraido dessas amostras. Apenas quatro das 94 amostras
apresentam o perfil de banda esperado de 1.100 pb, as amostras 06, 14, 15 e 17, todas coletadas
no estado do Pard. Entretanto, as amostras 04 e 12 a partir das quais pudemos amplificar (com
primers BabuF/BabuR), clonar e caracterizar o componente Rep ndo apresentaram fragmentos

na reacdo de PCR com os novos primers.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose de fragmentos resultantes da PCR com os primers CR1-MIX
com DNAs isolados das amostras de coqueiro Marcador de peso molecular 1 Kb plus; C- Controle
negativo.

Esse resultado possivelmente se deve ao provavel baixo nimero de copias de ssDNA
do CCAYV nas amostras de DNA analisadas, que pode limitar a sensibilidade da técnica utilizada
para deteccdo, podendo produzir resultados falsos negativos (TAKAHASHI et al., 2019). A
presenca de algum inibidor nas preparacdes de DNA também podem ter contribuido para o
resultado negativo nas reacoes de PCR. Esses inibidores podem ter origem na amostra, ou
durante o processamento/extracdo do DNA, levando a diminui¢do da sensibilidade da técnica
ou resultados falso-negativos, ocasionando uma inibi¢do parcial ou total da PCR (SCHRADER
et al., 2012). Com isso, todas as mostras passaram por um enriquecimento de seu DNA viral
por uma reagdo de RCA. A amplificacdo por circulo rolante (RCA) é um método bastante
aplicado quando a carga de DNA viral € baixa, e resulta em uma sintese rapida de milhares de
copias de moléculas circulares de DNA, facilitando a amplificacido e clonagem de gemomas

virais (INOUE-NAGATA et al., 2004).

Os resultados da PCR feita com os produtos das RCAs das amostras de coqueiro
contrastaram de maneira significativa quando comparada a PCR realizada com o DNA total.
No geral, 20 amostras apresentaram o amplicon esperado de 1.100 pb (Figura 10). A maioria
dos resultados positivos representa as amostras coletadas no Pard (04 a 09 de Moji/PA, 12 a 17
de Santa Isabel/PA, 22 e 24 de Capanema/PA) mas amostras de outras procedéncias na Bahia
(28 de Una/BA e 43 de Canavieira/BA), Pernambuco (55 de Bom Jardim/PE) e Paraiba (70 de

Mamanguape/PB e 77 - cidade ndo identificada) também apresentaram resultado positivo. As
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amostras apresentavam sintomas quando foram coletadas em 2019), com excessdo de apenas

uma amostra assimtomatica, a 43 oriunda do estado da Bahia.

Este experimento evidenciou que hd uma diversidade entre os isolados de CCAYV, pois
foi possivel observar que o uso dos primers NanoCR1 Mix foi eficiente no acesso aos isolados
do CCAV em amostras do estado do Pard, tendo em vista que das 16 das 20 amostras positivas
sdo provenientes desse estado. Como o restante das amostras também parece ser positivas para
0 CCAV em experimento realizado pelo grupo da Dr. Alessandra Boari, torna-se valido levantar
a hipétese que a clonagem e sequenciamento dos componentes de um maior nimero de
isolados, poderd gerar dados com os quais serd possivel o desenho de novos primers que

poderdo ser mais efetivos para o uso em PCRm para os isolados da regido Nordeste.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR com os primers CR1-Mix realizado
com produtos de RCAs das amostras de coqueiro. M- Marcador de peso molecular 1 Kb plus; C-
Controle negativo.

Os amplicons de uma segunda reagdo de PCRm das amostras que foram positivas foram
purificados e visualizadas em gel para a constata¢do da pureza (Figura 11). Posteriormente, as
amostras foram sequenciadas no sistema nanopore (MinlON). Vale salientar que os resultados

desta dissertagdo contém os resultados obtidos para os isolados 04, 12 e 22 como foco para a
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aplicacdo e validacdo da metodologia de PCRm e sequenciamento nanopore € caracterizacao

molecular dos componentes desses isolados de CCAV.

M 04 12 22 28 43 55 77 91 C= C+

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos da PCRm com os primers CR1-Mix
e purificados por eluicdo. M- Marcador de peso molecular 1 Kb plus; C- Controle negativo; C+ controle
positivo.

Sequenciamento Nanopore aplicado a caracterizacao do CCAV

O uso da tecnologia de sequenciamento nanopore aplicado a identificagdo e
monitoramento de virus vem sendo amplamente utilizado nos ultimos anos, especialmente nas
epidemias e/ou pandemias como foi o caso do virus Ebola, Zika e o novo coronavirus (JESUS
et al., 2019; KONO; ARAKAWA, 2019; LIN; HUI; MAO, 2021; MUI et al., 2020).

Entretanto a tecnologia também se estende para outros fins. Sabe-se que para um
controle mais efetivo de doencas em plantas, a deteccdo, identificagcdo e conhecimento da
diversidade do agente etioldgico sdo fatores primordiais para a adocdo das estratégias de
controle. O sistema de sequenciamento nanopore pode contribuir em diversas dessas etapas.
Por exemplo, o sequenciamento nanopore, a partir de amostras de DNA e RNA de plantas que
passaram por um ensaio de inoculagdo com até trés patégenos (virus, fungos e bactérias)
forneceu um diagndstico inicial em tempo real (1-2 horas) apos inicio do sequenciamento,
possibilitando a classificacdo dos patégenos em nivel de género e até mesmo de espécie
(CHALUPOWICZ et al.,, 2019). Em outro estudo, o MinlON foi aplicado ao “whole
transcriptome amplification® WTA (amplificacdo do transcriptoma total) para o
sequenciamento do metatranscriptoma de tecidos de plantas e insetos previamente infectados
pelo plum pox virus, relatando a aplicacdo pioneira da tecnologia nanopore acoplada a WTA
para diagndstico em plantas e insetos vetores (BRONZATO BADIAL et al., 2018).

No presente estudo, no sequenciamento nanopore feito a partir dos produtos de PCR
com uso dos primers NanoCR1 Mix (NanoCRI1_F, NanoCRI1R, NanoCRI1_2F e
NanoCR1_2R), foi possivel identificar sete componentes gendmicos em cada isolado de
CCAV. Esses segmentos do isolado 12 ja tinham sido previamente clonados e sequenciados

pelo método de Sanger (Boari e Ribeiro, dados ndo publicados). Além dos 7 componentes do
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CCAV de cadaisolado (4, 12 e 22), um oitavo componente gendmico foi identificado no isolado
22, totalizando ao final 22 componentes gendmicos do coconut crown atrophy virus. Este
resultado valida o uso dos primers NanoCR1 Mix na PCR multiplex para acessar a diversidade
genética do CCAV, pelo menos nas amostras provenientes do estado do Para.

Essa dissertacdo representa o primeiro relato da aplicacio de PCR multiplex e
sequenciamento nanopore como metodologia de identificacdo e caracterizagdo do coconut
crown atrophy virus em coqueiros (Cocos nucifera L.) apresentando atrofia da coroa do

coqueiro.

Caracterizacao molecular dos genomas a partir do sequenciamento Nanopore

A andlise das sequéncias dos componentes dos isolados do CCAV sequenciados pelo
Nanopore confirmou a presenca de duas regides conservadas entre todos os componentes
gendmicos, CR-M (regido comum maior) e CR-SL (regido comum “stem-loop”). Cada
componente do CCAV contém uma tnica caixa TATA, todos os segmentos abrigam sinais poli-
A unicos (AATAAA). As caracteristicas gendmicas detalhadas de todos os segmentos estio

resumidas na Tabela 9.

Tabela 9 - Caracterizagdo dos componentes gendmicos do coconut crown atrophy virus. Fonte: Autora.

coconut crown

. Componente ORF predita TATAbox PoliA CR-M CR-SL
atrophy virus

genomico (Localizacdo) (Localizacdo) (Localizacdo) (Localizacido) (Localizacio)

(CCAYV)
1 255-710 204-207 799-804 838-909 1085-15
2 148 - 720 159-162 770-775 856-926 1105-21
Coconut Clone 3 158-592 105-108 607-612 757-827 1093-15
12 4 142-615 * 940-945 816-875 1090-19
5 263-715 224-227 738-743 864-934 1127-22
6 182-472 * 482-487 553-623 707-26
CCAVI12CRep 7 92-1054 53-56 843-838 980-1050 1127-19
CCAV4CRep 7 92-1054 53-56 843-838 980-1050 1134-26
1 255-710 204-209 799-804 839-909 1085-15
2 141-713 152-155 763-768 849-919 1108-21
3 158-595 105-108 607-612 724-824 1092-15
CCAV4 4 142-618 * 1000-1005 815-885 1091-20
5 263-715 224-227 738-743 864-934 1127-22
6 136-834 * 844-849 915-985 1069-26
7 92-1054 53-56 838-843 980-1050 1134-26
CCAV12 1 255-707 204-207 799-804 839-909 1085-15
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2 141-713 252-255 763-768 849-919 1110-21

3 158-592 105-108 607-612 755-825 1093-15

4 142-615 * 939-944 815-885 1089-19

5 263-715 224-227 738-743 867-937 1130-22

6 127-834 * 844-849 925-995 1079-26

7 92-1054 53-56 838-843 980-1050 1134-26

1 255-707 204-207 799-804 839-909 1085-15

2 141-713 252-255 763-768 849-919 1109-21

3 158-592 105-108 607-612 757-827 1095-15

4 142-615 * 939-944 815-885 1089-19
CCAV22 5 263-715 224-227 738-743 866-936 1129-22
6 134-841 * 851-856 932-1002 1079-26

7 92-1054 53-56 838-843 980-1050 1118-19
**7_1 93-1139 53-56 * 972-1044 1124-16

*Componentes gendmicos que a TATAbox néo foi localizada.

**Componente gendmico 7_1 (Rep) a mais encontrado no isolado CCAV22, este serd identificado

como “CCAV227 1”7

Em virus multipartidos, como é o caso do BBTV, a CR-M e CR-SL sao as duas regides

mais conservadas entre os segmentos do genoma (BURNS; HARDING; DALE, 1995). A CR-M

(ou CR-II) possui um tamanho de geralmente 90 nucleotideos (nt) podendo variar de isolado para

isolado (BURNS; DALE; CENTRE, 1994). No CCAYV foi encontrado uma regido CR-M em

torno de 70 nucleotideos. As CR-Ms dos componentes gendmicos dos isolados do CCAV foram

alinhadas, utilizando o programa MAFFT e a partir do alinhamento foi obtido uma representagio

consensual das sequéncias fazendo uso do programa Weblogo v3.4 (Figura 12).
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Figura 12 - Logotipo das sequencias da CR-M alinhadas dos isolados de CCAV, em verde, a localizagdo
da regido rica em CG na regidio comum maior. Fonte: Autora.
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A partir disso foi possivel identificar uma regido da CR-M, em torno de 20 nucleotideos,
rica em GC (85%) (GGGGCCGCGGAGTCCGACGG) conservada em todos os componentes
genomicos. Regiodes ricas em GC pode exercer importantes fungdes. A sequéncia rica em GC da
CR-M tem potencial de tornar a estrutura do DNA gendmico de fita simples mais estdvel em
BBTV (MUHIRE et al., 2014). Além disso, outras regides ricas em GC ocorrem também em
plasmideos bacterianos com genoma de fita simples, com participagdo na fita complementar apds
a replicacdo por circulo rolante (RCR) (HAFNER; HARDING; DALE, 1997) Em geminivirus
sabe-se da presenca de regides ricas em GC no elemento promotor de transcricdo gene Repl

(FENOLL et al., 1990).

Em todos os componentes gendmicos, dentro da CR-SL foi encontrado o stem loop. Na
figura 9, podemos observar uma representagao dos stem loops para cada componente gendmico
dos isolados de CCAV. Os componentes comuns entre os isolados (DNA-1,2,3,4,5,6,7 ¢ 7_1)
(Figura 13).
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Figura 13 - Estrutura secundéria do hair-pin dos componentes genémicos do CCAV, DNA-1, DNA-2,
DNA-3, DNA-4, DNAS-, DNA6, DNA7 e DNA-7_1. Fonte: Autora.
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A partir do alinhamento de todos os componentes dos isolados foi possivel localizar o
nonanucleotideo 5"-AAGTATTAC-3" conservado em todos os DNAs do CCAV. Com isso, foi
possivel encontrar e prever a estrutura secunddria da CR-SL. Os componentes apresentaram
variacdo de tamanho nessa regido. O DNA-1 tem 41 nt, DNA-2 40 nt, DNA-3 49 nt, DNA-4 39
nt, DNA-5 39 nt, DNA-6 49 nt, DNA-7 (Rep) 49 nt e o DNA-8 44 nt.

Com relacdo aos valores da energia livre de Gibbs (AG) das estruturas propostas dos oito
componentes gendmicos (DNA-1 a DNA-7_1), foram respectivamente:-4.32, -9.65, -8,67, -9,16,
-7,92,-12.08, -13.20 e -6.68. A energia livre de Gibbs representa o potencial termodinamico ttil
que ¢é efetivamente utilizado na realizacdo na reacdo ou trabalho. Os valores eletronegativos
corroboram com o progndstico de que as sequencias naturalmente se moldariam nessas estruturas

secundarias com menos gasto de energia.

O nonanucleotideo conservado nos componentes do CCAV difere daqueles presentes em
virus dos géneros Babuvirus (5'-TATTATTAC-3") e Nanovirus (5'-TAGTATTAC-3") (Thomas

et al., 2021) e que representam a origem de replicagcdo desses virus.

Foram identificados sete componentes gendmicos em cada isolado. Essa informacgdo
apresentada a partir do PCRm combinado com o sequenciamento nanopore era esperada tendo
em vista a prévia clonagem de seis componentes do isolado 12 além do DNA-Rep dos isolados
12 e 4. A excecdo ocorreu no isolado 22 que apresentou um componente gendmico a mais, 0
DNA-7_1, que também codifica uma ORF com similaridade a Rep, sugerindo que o isolado 22
do CCAYV possui dois componentes codificadores de Rep, mas existe a possibilidade da planta
22 estar infectada por dois virus. Normalmente virus membros da familia Nanoviridae
apresentam apenas uma Master-Rep. Durante a caracterizacdo do Sophora yellow stunt-
associated virus (SYSaV) foram identificados 4 componentes Rep em uma unica planta
(HEYDARNEJAD et al., 2017). Os autores sugerem que devido a presenga de 4 componentes
Rep divergentes entre si (identidade menor que 76,5%), a planta possa estar infectada por 4 virus

diferentes (HEYDARNEJAD et al., 2017).

Foi realizado um alinhamento multiplo de cada um dos sete componentes gendomicos do
CCAV separadamente (Figura 14). As sequéncias denominadas COCONUT tem origem do
isolado 12 previamente clonado por enzimas de restricdo e sequenciado por Sanger (Boari e
Ribeiro, dados ndo publicados), enquanto os componentes dos isolados 4, 12 e 22 foram

sequenciados no nanopore a partir do uso da PCR multiplex com os primers CR1mix.
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Figura 14 - Alinhamento multiplo das sequencias de nucleotideos de cada componente gendmico
completo separadamente utilizando o programa MUSCLE. Em preto, as sequencias e o consenso entre
elas. Em verde, o perfil de identidade no decorrer do alinhamento. Fonte: Autora.

Na Figura 14 podemos observar que nos alinhamentos das sequéncias dos componentes|,
2, 3,4 e 5 dos isolados 4, 12 e 22 sequenciados no nanopore apresentam consenso € alta
identidade ao longo de toda a sequéncia (linha em verde) quando comparados aos componentes
genomicos do isolado 12 “COCONUT” sequenciados por Sanger. A identidade de nucleotideos

varia de 95-100% de identidade entre os componentes comuns.

Com relagdo ao componente gendmico 6, ¢ observado um “gap” de 662 nucleotideos na
sequéncia “COCONUT” do isolado 12 em relagdo aos isolados 4,12 e 22. Esse gap ocorreu
devido a presenca de um segundo sitio da enzima de restricdo BamHI e clonagem de um
fragmento representando apenas uma parte do componente 6. Esse erro pode ser percebido e
reparado no sequenciamento nanopore, onde a similaridade entre o componente 6 dos isolados

desconsiderando esse gap fica em torno de 95-100% de identidade (Figura 15).

Com relagdo ao componente gendmico 7, foram analisadas sete sequéncias, 4 e 12
(CCAV4CRep e CCAVI12CRep) clonadas a partir de produto de PCR em PCR2.1 e

sequenciadas por Sanger, descritas nesse trabalho, e os componentes 7 dos isolados 4, 12, 22.
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Os componentes apresentaram uma porcentagem de 95-100% de identidade entre si. A excegao
ocorreu no DNA-7_1 que apontou 81% de identidade com o componente 7 dos demais isolados

e inclusive com o DNA-7 do préprio isolado 22.

Os resultados obtidos nesse estudo onde a sequéncia de 7 componentes foram obtidas de
trés isolados de CCAV e identidade entre os componentes comuns dos isolados € bastante alta
(acima de 95%) sugere que as sequéncias genOmicas se caracterizam como sendo
provavelmente isolados distintos de um mesmo virus. Ainda é valido salientar a eficdcia da
aplicacdo da metodologia de PCR multiplex seguido de sequenciamento nanopore aqui
empregada para caracterizacdo do CCAV em relacdo aos métodos de clonagem e

sequenciamento tradicionais.
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Figura 15 - Porcentagens de identidade da sequéncia de nucleotideos dos DNAs gendmicos do CCAV
calculadas com o programa de demarcagdo de sequéncia (SDT). Fonte: Autora.

O coconut crown atrophy virus se caracteriza como um provavel virus de ssDNA
circular que apresenta de 7-8 componentes gendomicos com média de 1.1kb. Na Figura 16

observa-se a organizacdo gendmica dos componentes de cada isolado mostrando a posi¢ao das

ORFs em sentido positivo, a CR-M, o nanonucleotideo 5’-AAGTATTAC-3" presente na CR-

58



SL e a regido ndo codificadora. Nao foi possivel até o momento identificar sequencias
conservadas na CR-SL em todos os componentes que representariam os iterons, que Sao
sequéncias repetidas em sentido direto e/ou invertido que funcionam como sitios de
reconhecimento e ligacdo da Rep ao DNA para iniciacdo da replicacio (LONDONO; RIEGO-
RUIZ; ARGUELLO-ASTORGA, 2010). As ORFs de todos os componentes gendmicos
passaram por uma andlise minuciosa que envolveu Blastn, Blastx, Blastp e blast-phi. Apenas o
componente gendmico 7 e 7_1 apresentaram identidade e similaridade com sequéncias virais
relacionadas a Rep de nanovirids, como anteriormente visto no CCAV4CRep e CCAV12Rep,
o componente 7 dos isolados 4,12 e 22 também caracterizados como um componente Rep. Nao
houve correspondéncia das proteinas codificadas pelas ORFs dos componentes 1-6 com

nenhuma outra proteina presente no GenBank.

Estudos de caracterizacdo bioldgica envolvendo a replicacio dos componentes
identificados nesse estudo pelo componente Rep sdo necessdrios para o estabelecimento

definitivo da composicao gendomica do CCAV.
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CCAV4Rep e CCAV12Rep — Clonagem por vetor — Sequenciamento Sanger
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Figura 16 - Representacdo da caracterizagdo molecular dos componentes gendmicos do CCAV, em
amarelo a representacdo da ORF dos componentes, em vermelho a regido comum maior (CR-M) e em
verde, a posicdo do stem loop (AAGTATTAC) Fonte: Autora.

Identidade e caracteristicas conservadas em Reps do CCAV

Utilizando o programa MUSCLE, foi feito um alinhamento das proteinas codificadas
pelas ORFs do componente gendmico 7 dos isolados 4, 12 e 22. A similaridade obtida entre as
sequéncias foi em torno de 95%. Uma das sequéncias deduzidas da proteina Rep foi utilizada
em analise no software online Pfam, (SONNHAMMER; EDDY; DURBIN, 1997), com intuito
de encontrar os dominios conservados relacionado a proteinas Rep. O software evidenciou uma
regido conservada (Motif) relacionada a helicase e outra regido “Viral Rep”, relacionada a

proteinas Rep envolvidas na replicacao viral, e uma (Figura 17).
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Motif in the sequence

Pfam ID:
RMA helicase
Description:
PFB@218, RNA helicase
Appearance;
Position | 182..258 |
hl&ﬂllment TWILGFVEOEGK TAFGRALVAE = - - = - - - - HOAFMYNGERNEDVWYAYDYEP TV YDCPRAAFVR - - YD LEHFKDGE LFHQKYESH
Dat;—;ase iwlyGps . geGistlakelakallkklklikkkdsvysrnpeddfudgytggevividifggvkdeenps .dlaelirlvsstpypln
i-Evalue | 0.019 |
Sequence:

MGKMRRWME TWNNPQEVLPLEIDPEVRRC IKYANYQLEAGDEGTRALOMYVEL TRPORMT
WIKKWLPTCHOEVAKKPAVACRLYCMEDDTRIDGPWE IGEFRPRGGGS LACAHKDAETGT
TI"'I.EIDLLRR“’?E#\YEH#KEALK{FQSLSFKAEAFRHFKLGhL"F’HQLD'.fLAILLQPPSDRE
TIWILEF IWHGGRNEDVVYAYDYEPTVUYDCPRALPVAYD
LLERFKEGCLFROHY 1"SHV}'YFF‘PPHL"\"LSN\-‘LFSF’EKHSFDRF‘!LFE\.'ISQLSLES.U.SG
ASSDEARIFOGPREPTETAH

Motif in the sequence

Pfam ID:

viral Rep
Description:

PFa2407, Putative wiral replication protein
Appearance:

Pasition 5.88

Alignment RRWMETUNNPGEVLPLETOPEVrre TKYAVYOLEAGDES TRHLOMYVEL TREGRMTWIKIILPT - CHEEVAKK PAVACRLYCMRD

g:f;;ase vewvFtlnyetellllvlgde. . .. lk¥lvygdEradeGtkRlagGfvefkkrtsLkqlkklfpgradlEiarGsqeearayamkE

i-Evalue 5.1e-16
Sequence:

INYAVYQLEAGDEGTRHLQHNYVELIRPORMT
TCHGEVAKKPAVACRLYCMKCOTRIDGEPHWE IGEFRPREGESLACAMEDAE TGT
TMODLLARYPEAVERHHGALKKMRELSFRAEAPRRFKLONLTPRQLOVLATILLOPPSORE
IIWILGPVGGEGK TAFGRHLYAEHGAFMYNGGRNEDWVWYAYDYEP IVIWYDL PRAAPYRYD
LLEHFKDGCL FRQEYESHVMYFPPPHLVVLSNVLFOPEKMSFORFRLFEVGPLSLGSASG
ASSDEARIFQGPRESPTETAH

Figura 17 - Identificacdo a partir do software Pfam de motif relacionado a Rep nas sequéncias de proteina
codificadas pelo componente 7 dos isolados 4, 12 e 22 do CCAV. Em vermelho, a regido que o software
apontou como motifs helicase e Viral_Rep.

Os virus CRESS possuem seis motifs que sao altamente conservados nas proteinas Rep,
que estdio envolvidos no processo de replicacio (LONDONO; RIEGO-RUIZ; ARGUELLO-
ASTORGA, 2010). O RCR (replicagdo circulo rolante) I esta envolvido no reconhecimento da
origem de replicacdo, que ocorre pela associagdo a determinantes de especificidade (SPDs)
(STAINTON, 2015). Os SPDs sao como sitios de reconhecimentos localizados préximo a
sequéncias de iterons na CR-SL. O RCR II, dominio endonuclease HUH, estd envolvido na
coordenacao de ions metélicos bivalentes, Mg 2+ ou Mn 2+, que s@o essenciais para a atividade
da endonuclease na origem da replicagdo (LAUFS et al., 1995). O RCR III esta envolvido na
clivagem de dsDNA e subsequente ligacdo covalente do Rep através do residuo catalitico de

tirosina a extremidade 5' do produto clivado (KAZLAUSKAS et al., 2019; NASH et al., 2011)

Em geminivirus foi evidenciado que a regido Walker A, B e C contém o motif helicase.

Esse motif esta envolvido no desenrolamento do DNA na direcdo 3'->5'. Pelas semelhancas em
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funcdes e regides conservadas, as regioes Walker A, B e C de Reps de virus da familia

Nanoviridae também sao considerados motifs de helicase (CHOUDHURY et al., 2006).

A partir do alinhamento de proteinas Rep de virus pertencentes aos géneros Nanovirus
e Babuvirus (Familia Nanoviridae) e as sequéncias das proteinas Rep dos componentes 7 e 7_1
do CCAYV foi possivel a identificacao dos seis motifs Rep conservados. O alinhamento foi feito
separadamente para cada grupo A partir desse alinhamento foi criado um logotipo individual
de cada alinhamento. A partir da localizagdao dos motifs nos virus da familia Nanoviridae foi
possivel evidenciar os seis motifs conservados presentes nas Reps encontradas nos isolado 4,

12 e 22 do CCAV (Figura 18).
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Figura 18 - Representacdo gréfica da variacdo em aminodcidos dos motifs RCR I, II e III e dominios
helicase (Walker A, B e C) em representantes dos géneros Babuvirus e Nanovirus e dos isolados de
CCAV.

A Figura 19 ilustra a localiza¢do dos seis motifs conservados ao longo das sequéncias

de aminoécidos das Reps dos componentes gendmicos 7 € 7_1 do coconut crown atrophy virus.

Proteina associada a replicacio - Rep

(NN | | N ]
RCRI RCRII RCRIN Walker A Walker B Walker C

Figura 19 - Ilustracdo da localizacdo dos seis motifs conservados na Rep de CCAV, com os trés motivos
RCR (replicagdo circulos rolante) e os motivos de helicase Waker A, B e C em marrom.
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Analise filogenética das sequéncias Reps dos isolados do CCAV

O agrupamento filogenético revelou que as Reps dos diversos isolados de CCAV sao
relacionadas as Reps de membros da familia Nanoviridae e Alphasatellitidae mas se agrupam

em um clado separado dos membros das duas familias (Figura 20).

Esse resultado indica, de forma ainda muito inicial, que o CCAV pode representar um
novo taxon de virus de genoma de ssDNA podendo representar um membro de um novo género
da familia Nanoviridae ou mesmo um membro de uma nova familia de virus multipartido de
ssDNA de plantas. Porém devemos salientar que para a confirmacdo dessa hipdtese, €
necessario o estudo de mais isolados do CCAV e estudos de caracterizagdo bioldgica que
respondam perguntas indispensaveis para a confirmacdo da composi¢do gendmica e posi¢ao

taxOnomica desse virus.

Faba bean necrotic yellows virus AJ132180
Milk veteh dwarf virus ABO27511
Faba bean yellow leaf virus HE654123
Faba bean necrotic stunt virus GQ150778
Black medic leaf roll virus KC978958
Pea necrotic yellow dwarf virus GU553134
Pea yellow stunt virus KC979054
Cow vetch latent virus MF535450
Subterranean clover stunt virus MK035728
Sophora yellow stunt virus MH048845
e Parsley severe stunt associated virus MK039132
Banana bunchy top virus S56276
* _I: Cardamom bushy dwarf virus JX867550
Abaca bunchy top virus EF546813

CCAV4
CCAV4C
CCAV22
CCAv1i2
CCAvizC
CCAvV22 1

Subterranean clover stunt C6 alphasatellite U16735

Sophora alopecuroides yellow stunt alphasatellite 8 KX534398

Pea necrotic yellow dwarf alphasatellite 3 KC979052

Milk vetch dwarf C3 alphasatellite ABOD0922
Sophora alopecuroides yellow stunt alphasatellite 9 KX534409
1 Sophora alopecuroides yellow stunt alphasatellite 1a KX534399

_EFaba bean necrotic yellows virus associated alphasatellite 1 MF510471 | Ajphasatelittidae
Faba bean necrotic yellows C1 alphasatellite X80879
Coconut foliar decay alphasatellite 4 MF926429
| _: Coconut foliar decay alphasatellite 2 MF926426
Coconut foliar decay alphasatellite 5 MF226430
Cardamom bushy dwarf alphasatellite KF435148
_E Banana bunchy top alphasatellite 3 HQB16080
Banana bunchy top alphasatellite 2 AF416471

0,2 substituigies!sitio

Nanowviridae

Figura 20 - Arvore filogenética de méxima verossimilhanca construida a partir de um alinhamento de
sequéncias codantes do componente Rep de virus pertencentes aos géneros Cocosatellite,
Muscarsatellite, Clostunsatellite e Subclovsatellite (familia Alphasatellitidae), Babuvirus e € Nanovirus
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(familia Nanoviridae). A arvore foi enraizada por midpoint. Os circulos pretos mostram os ramos com
suporte maior que 0,95.
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Conclusoes

e Os primers CR1-Mix aliados a PCR multiplex se mostraram eficientes no acesso a
diversidade genética dos isolados de coconut crown atrophy virus (CCAV),
especialmente dos estados do Para;

e O sequenciamento nanopore mostrou-se como uma ferramente eficaz, rapida e assertiva
para caracterizacdo molecular do CCAV frente a outras técnicas de clonagem e
sequenciamento;

e Estudos filogenéticos sugerem que o CCAV é um membro de um novo tdxon podendo
representar um novo género da familia Nanoviridae ou um membro de uma nova familia

de virus de genoma de ssDNA de plantas

Perspectivas futuras

e Realizar a andlise dos outros isolados obtidos a partir da PCR multiplex com uso dos
primers CR-Mix e sequenciamento Nanopore;

e Realizar a caracterizagdo molecular dos componentes encontrados em outros isolados
para conseguir apontar se 0 CCAV de fato poderia se tratar de um novo género ou
familia de virus de planta;

e Indentificar se de fato o coconut crown atrophy virus € composto por sete componentes;

e Investigar a capacidade de autoreplicacio da Rep e da Rep replicar os demais
componentes dos isolados em tecidos foliares.

e Esse trabalho exibe a caracterizacao inicial de isolados do CCAV, muitas perguntas
ainda precisam ser respondidas com relacdo a esse virus. Quando falamos em virus
multipartidos existem diversos desafios a serem vencidos, como por exemplo como
ocorre a replicagdo; expressdo e funcdo das diferentes proteinas codificadas pelos
componentes; localizacao nas células hospedeiras; sistema de transporte; identificacao

do vetor e modo de transmissao.
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Anexo I

1- Tampao CTAB (Brometo de cetiltrimetilamonia)

Componente Concentracao pH
CTAB 2% (p/v) -
NaCl 1,4M -
Tris-HCI 100 mM pH 8,0
B-mercaptoetanol 2% (vIV) -
EDTA 20 mM

Adaptado de (DOYLE; DOYLE., 1987).

3. Meio Luria-Bertani (LB)

Meio Luria-Bertani (LB)
Liquido

10 g de Triptona;

5 g de Extrato de levedura;

10 g de Cloreto de sodio;

Ajustar o volume para 1L com H>O destilada q.s.p.;

Esterilizar por autoclavagem.

Soélido

Para 1L de meio LB liquido adicionar 16 g de dgar
bacteriol6gico;

Esterilizar por autoclavagem.

Meio Luria-Bertani (LB) seletivo

1 uL Ampicilina (100 mg/mL)/ 1 mL de meio LB

1 uL. Canamicina (100 mg/mL)/ 1 mL de meio LB

2 uL X-gal (20 mg/ mL)/ 1 mL de LB

0,2 uL de IPTG (0,8 M)/ 1 mL de LB

Fonte: (MILLER, 2010)

2- Solucao TE

Componente Concentracio
Tris 10mM
EDTA IMm

dH20 autoclavada g.s.p. 100mlIL

3- Tampao TAE (Tris/ /EDTA) 50X

Componente

Concentracao
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Tris 2M
EDTA 500mM
Acido acético glacial M
4- QOutras solucoes
Solucao Concentragao
Clorofil Cloroférmio: Alcool Isoamilico 24:1

Tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X

40 mM Tris-Acetato

1 mM EDTA
5- Antibiodtico
e Dose seletiva Solugido
Antibidtico (mg/L) E. coli estoque Solvente
(mg/ml)
Canamicina 100 100 Agua
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