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Resumo

Em todo o mundo, as florestas sdo responsaveis por ocupar cerca de 4 bilhGes de
hectares. O Brasil apresenta a segunda maior floresta do mundo, com cerca de 54,4% do seu
territério nacional sendo constituido por florestas naturais e plantadas, distribuidas em seis
biomas. As espécies florestais/arbdreas sao de grande importancia econémica para o pais, pois
a partir dos produtos obtidos direta ou indiretamente podem favorecer o sustento da populacéo.
Além disso, espécies arboreas podem servir de habitat para diversos microorganismos, entre
eles os virus. Os estudos de virus infectando espécies arbéreas no Brasil ainda sdo escassos,
devido a algumas dificuldades para deteccao e caracteriza¢do desse grupo de patdégenos devido
as suas caracteristicas peculiares. Com isso o principal objetivo deste trabalho foi identificar e
caracterizar espécies virais em espécies arboreas nativas de diversos biomas encontrados no
Brasil. Recentemente novas ferramentas como a metagendmica e plataformas de
sequenciamento em alta escala tém propiciado ampliar o conhecimento da diversidade de
organismos em diferentes ambientes. Nesse contexto, 60 mudas sintomaticas de espécies
arbéreas distribuidas em 27 espécies botanicas e classificadas em 14 familias, foram coletadas
em ambiente de viveiro Il da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP).
As amostras analisadas, em pool, tiveram o RNA extraido (protocolo Trizol) ap6s procedimento
de semi-purificacédo visando enriqguecimento de particulas virais. Apds este procedimento uma
amostra composta foi formada e enviada para sequenciamento na Universidade Catdlica de
Brasilia (UCB) por meio da tecnologia NGS (Next Generation Sequencing), com o uso da
plataforma lllumina Miseq. Os resultados obtidos a partir da analise gendmica produziram 2.162
contigs que foram comparados com resultados do banco de dados no programa BLASTX (Basic
Local Alignment Search Tool). A partir do sequenciamento foi obtido um genoma com 9.529
nucleotideos (nt). Apés vérias analises verificou-se que o espécime em estudo relaciona-se
filogeneticamente com membros da ordem Picornavirales, ao qual denominamos aqui de
Hovenia dulcis associated virus (HDAV) Primers especificos para este genoma foram
sintetizados e por meio de RT-PCR foi possivel realizar a deteccao viral em uma amostra de uva
do Para (Hovenia dulcis). Ainda com base no resultado de NGS, sequéncias de outras seis
espécies virais foram obtidas e encontram-se listadas a seguir: Cowpea mild mottle virus -
CPMMV (género Carlavirus e familia Betaflexiviridae), Eupatorium vein clearing virus e
Strawberry vein banding virus - SVBV (género Caulimovirus e familia Caulimoviridae), Cowpea
severe mosaic virus - CPSMV (género Comovirus e familia Secoviridae), Broad bean wilt virus -
BBWYV e Mikania micrantha mosaic virus - MMMV (género Fabavirus familia Secoviridae).

Palavras chave: NGS, arvores, virus, metagenémica.

Abstract

Worldwide, forests are responsible for occupying about 4 billion hectares. Brazil shows
the second largest forest in the world, with about 54, 4% of its territory consisting of natural and
planted forests, distributed in six biomes. The forest species are of great economic importance to
the country, producing many products, directly or indirectly, that can help the sustenance of the
population. Furthermore, tree species can harbor some microorganisms such as viruses. Studies
about infecting-tree-specie viruses in Brazil are still scarce due to some difficulties for detection
and characterization of this pathogen group because it shows peculiar characteristics. Thus, the
main objective of this study was to identify and characterize viral species ocurrying in native tree
species from six biomes found in Brazil. Recently new tools such as metagenomics and large-
scale sequencing platforms have led to increase knowledge about the diversity of organisms in



different environments. In this context, 60 symptomatic seedlings of tree species, distributed in
27 botanical species and classified into 14 families, were collected in Companhia Urbanizadora
da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) nursery environment. The samples were analyzed in pool
and had their RNA extracted by a Trizol protocol after semi-purification procedure in order to
enrich viral particles. After this procedure, a compose sample was formed and sent for sequencing
at Universidade Catélica de Brasilia (UCB) by NGS (Next Generation Sequencing) technology
using the lllumina platform Miseq. The results from the genomic analysis produced 2,162 contigs,
which were compared with database results BLASTX (Basic Local Alignment Search Tool)
program. From the sequencing was obtained with a genome 9529 nucleotides (nt) was initially
identified as Hovenia dulcis associated virus (HDAV). Specific primers were designed and
synthesized for viral detection in plants used in this study. By RT-PCR it was possible to viral
detection in a sample of grape Para (Hovenia dulcis). Due to the low percentage of identity of viral
species with species Dicistroviridae genus and the difference in host of the virus, it is proposed a
new member of Picornavirales order to house this species detected. Phylogenetic analysis of the
fields (PRO) and dependent RNA polymerase RNA polymerase (POL) put this virus on a branch
near the Picornaviridae family). Also based on the result of NGS sequences of other viral species
were obtained and are listed below: Cowpea mild mottle virus - CPMMV (genus Carlavirus and
family Betaflexiviridae), Eupatorium vein clearing virus (genus Caulimovirus and family
Caulimoviridae), Strawberry vein banding virus - SVBV (genus Caulimovirus and family
Caulimoviridae), Cowpea severe mosaic virus - CPSMV (genus Comovirus and family
Secoviridae), Broad bean wilt virus - BBWV (genus Fabavirus and family Secoviridae) and
Mikania micrantha mosaic virus - MMMV (genus Fabavirus and family Secoviridae).

Keywords: NGS, trees, viruses, metagenomics.



Introducéo geral

As florestas sdo importantes no ambito social, econbmico e ambiental para a
humanidade, pois fornecem matéria prima para a subsisténcia da populagdo oferecendo
produtos florestais madeireiros (PFMs) e produtos florestais ndo madeireiros (PFNM), além de
servirem de habitat para diversos seres vivos, ajudam ainda na prevencdo de solos, rios e
nascentes e funcionam como fonte de energia renovavel, além serem as responsaveis por

reduzirem a quantidade de gases poluentes na atmosfera (SFB, 2014; IBA, 2015).

As florestas mundiais representam um alto valor econdmico devido as contribuicdes
advindas de produtos e servigcos. Dentre os produtos derivados das florestas, a madeira é o
principal produto do setor florestal sendo o responséavel por 91% da produgéo para fins industriais
do pais (IBA, 2015).

O Brasil é detentor da segunda maior cobertura vegetal mundial e suas florestas ocupam
54,4% de todo o territorio nacional. Dessa cobertura aproximadamente 53,5 % é constituida de

florestas nativas e 0,8 % de florestas plantadas (SFB, 2013).

Cerca de 90% das florestas estao localizadas na regido Norte do pais, e cerca de 1,5 %
das espécies florestais sdo de espécies plantadas localizadas na regido Sul do pais, sendo
caracterizada pela producédo de pinheiros (Pinus spp.) e eucaliptos (Eucalyptus spp.). Segundo
a Associacdo Brasileira de produtores de florestas plantadas ABRAF (2005), uma floresta
plantada é caracterizada pela producdo de apenas uma espécie florestal que foi introduzida

numa determinada regido para fins de produtos comercializados.

As espécies arbodreas estdo sujeitas a diversas pragas tais como formigas e lagartas que
sdo responsaveis por diversos danos. Dentre os patégenos, destacam-se o0s fungos,
principalmente oidios e ferrugens, sendo estes os principais causadores de perdas em espécies
arbéreas no pais (ALFENAS et al.,, 2004), entretanto representantes de outros grupos de

patégenos também podem acometer espécies arboreas.

Para alguns grupos como nematdides e virus, os estudos no Brasil, ainda sao incipientes,
entretanto Lin et al. (1979) detecaram Cassia mild mosaic virus - CMMV (género Carlavirus) em
arvores de Cassia macranthera. Anos mais tarde, Gama et al. (1983) relataram uma espécie do
género Carlavirus em mudas de seringueira proveniente de ambientes de viveiro. Na mesma
década, Junqueira et al. (1985) visualizaram particulas alongadas e flexuosas (possivelmente do

género Potexvirus) em amostra de seringueira (Hevea brasiliensis).

Essas espécies arbdreas, em ambiente de florestas nativas e/ou cultivadas e até mesmo
utilizadas em areas de urbanizacdo, podem funcionar como fonte de indculo de espécies virais

que infectam espécies cultivadas. Desta forma, € de extrema importancia que estudos sejam



realizados para se obter informacfes da diversidade viral nestes ambientes para futuramente
fornecerem subsidios em manejo e controle, uma vez que as informacdes existentes sdo ainda,

incipientes e escassas.

A falta de informagédo sobre a ocorréncia de espécies virais em espécies arboreas pode
ser atribuida em parte, as caracteristicas inerentes aos virus, como tamanho diminuto e auséncia
de variacdo morfoldgica de particula, que dificultam a caracterizacdo por meio de técnicas

classicas usadas na virologia.

Dentre os métodos comumente utilizados para diagnose de virus em plantas destacam-se
os testes biolégicos como a observacéo de particulas em Microscopia Eletronica, teste de gama
de hospedeiras, sorolégicos como o teste ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), e

moleculares como hibridizag&o de acidos nucleicos e PCR.

Recentemente novas tecnologias juntamente com diferentes protocolos de
enriquecimento de particulas virais vém sendo usados para detec¢éo e estudo de diversidade
de organismos em diferentes ambientes (NG et al., 2011).

A tecnologia de sequenciamento de alto desempenho juntamente com a bioinformatica
tem contribuido em um intervalo de tempo pequeno para a deteccdo de espécies virais em
diferentes ambientes. Diversas espécies de virus e virdides ja foram detectadas desta maneira
(BARBA et al., 2014).

No Distrito Federal (DF) existe um importante viveiro conhecido como Viveiro Il da
Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) e que localiza-se no Parque
Nacional Agua Mineral, criado em 1956. Esse viveiro é responsavel pela produgcdo de mudas de
arvores e palmeiras nativas de varios biomas brasileiros (principalmente do Bioma Cerrado).
Estima-se que aproducdo de mudas por ano, seja de aproximadamente 300 mil unidades. Essas

mudas sdo utilizadas para a recupera¢do de areas degradadas e arboriza¢do do DF e Entorno.

Muitas destas espécies apresentam ainda em condi¢cées de viveiro sintomas similares

agueles apresentados por plantas que estdo infectadas com alguma espécie viral.

Neste contexto, diante da probleméatica existente e acima mencionada, juntamente com a
falta de informacdes de virus que ocorrem em espécies arboreas, o presente trabalho teve como
principal objetivo fornecer informag¢des sobre a ocorréncia de virus em espécies arbdreas
provenientes do viveiro Il da NOVACAP por meio de sequenciamento de alto rendimento -

metagendmica.



Hipotese do trabalho

A seguinte hipétese é postulada para este trabalho: existe uma grande diversidade de
virus, ainda desconhecidos para a ciéncia, ocorrendo em espécies arboreas de sistemas
naturais. Devido a interface entre os diferentes sistemas (naturais e de cultivo) pode existir uma
transicéo destas espécies virais favorecendo possiveis recombinacdes virais que podem originar
espécies novas que podem vir a causar perdas no futuro tanto para as espécies arbéreas como
para as espécies cultivadas. Espera-se conhecer a diversidade de espécies virais ocorrendo em

espécies arboreas.

Objetivos
Objetivo Geral

e O objetivo do presente trabalho é detectar e caracterizar virus ocorrendo em espécies
arbéreas provenientes do viveiro Il da NOVACAP (Companhia Urbanizadora da Nova

Capital do Brasil) por meio de metagendmica.
Objetivo Especificos

e Identificar espécies de virus por meio do sequenciamento de alto desempenho
ocorrendo em espécies arbdreas que vem sendo cultivadas em ambiente de viveiro Il da
NOVACAP.

e Analisar filogeneticamente a espécie denominada Hovenia dulcis associated virus
(HDAV).

e Detectar em pelo menos uma espécie botanica a espécie denominada Hovenia dulcis

associated virus (HDAV).

e Desenhar e sintetizar primers especificos para as seis espécies virais detectadas
Cowpea mild mottle virus - CPMMV (género Carlavirus e familia Betaflexiviridae),
Eupatorium vein clearing virus e Strawberry vein banding virus - SVBV (género
Caulimovirus e familia Caulimoviridae), Cowpea severe mosaic virus - CPSMV (género
Comovirus e familia Secoviridae), Broad bean wilt virus - BBWV e Mikania micrantha

mosaic virus - MMMV (género Fabavirus familia Secoviridae).



Capitulo 1

Referencial teérico

1. As florestas no mundo e importancia econémica

As florestas naturais juntas ocupam aproximadamente 4 bilhdes de hectares (ha) o que
equivale a 30% da superficie de cobertura vegetal global como ilustrado na Figura 1 (FAO,
2010).

Segundo a Organizacao das Nac¢des Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO, 2010)
a Russia aparece em primeiro lugar no ranking em cobertura vegetal com 22% (792 milhGes de
hectares), seguido do Brasil com 12% (512 milhdes de ha), o Canada com 9% (301 milhdes de
ha), os Estados Unidos com 8% (279 milhdes de ha) e a China com 4% (130 milhdes de ha). Em
se tratando de areas florestais plantadas a China aparece em primeiro lugar com 29% (77
milhdes de ha), em seguida estdo os Estados Unidos com 10% (25 milh6es de ha), Russia com
6% (17 milndes de ha), Jap&o juntamente com a india 4% (10 milhées de ha) e o Brasil aparece
em quinto lugar com 3% (7 milhdes de ha).

As florestas desempenham papel fundamental para a populacdo, pois cerca de 20% da
populacdo mundial (aproximadamente 1,5 bilhdo de pessoas) dependem direta e indiretamente
dos produtos florestais para a sua sobrevivéncia (CHAO, 2012), além do setor florestal
movimentar por ano em torno de 600 bilh6es doélares para o PIB mundial fornecendo

aproximadamente 50 milhdes de empregos para a populacdo mundial (FAO, 2015).

As florestas sdo importantes para o ambito social e ambiental, pois muitos de seus
produtos advém do uso dos recursos florestais. A economia de varios paises estad ligada
diretamente aos produtos advindos da madeira (produtos florestais madeireiros - PFMs), sendo
bastante utilizadas na construcéo civil, na producdo de lenha e carvao vegetal e indiretamente
por meio de produtos florestais ndo madeireiros (PFNMs), como por exemplo, 6leos essenciais,
frutos, resinas e taninos muito utilizados nas industrias farmacéuticas, alimenticias e quimica.
Além disso, a utilizagdo das espécies utilizadas na arborizacdo pode aumentar a qualidade de
vida da populacgéo, ja que as espécies arbdreas sao responsaveis por diminuirem a concentracao
do CO:2 atmosférico.

Segundo a FAO (2010) florestas sdo areas que compreendem mais de meio hectare,
com arvores acima de 5 metros de altura. Este conceito ndo engloba areas de cultivo ou urbanas.

Neste contexto uma area florestal € composta por diversas espécies arbéreas.



Figura 1. Distribui¢do da cobertura florestal mundial (em verde). Fonte: FAO, 2010.

2. Florestas brasileiras

O Brasil é detentor da segunda area de floresta mundial (sendo ocupada por mais de 463
milhdes de ha). Cerca de 54% do territério nacional brasileiro € constituido por florestas naturais
e plantadas (ABRAF, 2013), ficando atras apenas da Russia que possui aproximadamente 809

milhdes de hectares.

As florestas plantadas correspondem a mais de 7 milhdes de hectares, o que equivale a
0,84% do territorio nacional e sdo responsaveis por mais de 90% de contribuicbes federais (IBA,
2015). No ambito florestal o pais movimentou mais de 10 bilhdes de délares ao ano, sendo o
responsavel por gerar empregos de forma direta e indireta a 4,5 milhées de pessoas. Atualmente
o0 setor representa 4,5 % do PIB nacional (EMBRAPA, 2014).

Das areas de florestas plantadas cerca de 1,3% do territério nacional sdo de espécies
dos géneros Eucalyptus com aproximadamente 5,1 milh6es de ha e Pinus com mais de 1,5
milhdes de ha (SFB, 2013). Juntas elas somam mais de 92% de area plantada e ainda cerca de
556 milh6es de ha sé@o plantadas com outras espécies arbodreas classificadas nos géneros:
Acacia, Hevea, Tectona, Araucaria e Populos (ABRAF, 2013; IBA, 2014; IBGE, 2015) como

mostra a Tabela 1.

A maior parte da madeira produzida no Brasil é originaria das espécies plantadas e sédo

destinadas principalmente para as indUstrias de papel e celulose (ABRAF, 2010).



Tabela 1. Area de florestas plantadas no Brasil, representada pelas espécies arboreas (nome comum e cientifico),
area territorial em hectare (ha) e o valor aproximado em porcentagem referente ao valor de cada area no territério
nacional. Extraido de: ABRAF 2013.

Espécies arboreas Nome cientifico Extenséo territorial %
(ha)
Eucalipto Eucalyptus spp 5.102.030 71,00
Pinus Pinus spp 1.562.782 21,75
Acécia Acacia mearnsii / Acacia 148.311 2,12
mangium
Seringueira Hevea brasiliensis 168.848 2,36
Parica Schizolobium amazonicum 87.901 1,22
Teca Tectona grandis 67.329 0,97
Araucéria Araucaria angustifélia 11.343 0,16
Populus Populus spp 4,216 0,06
Outras 33.183 0,12
Total 7.185.943 100,00

3. Biomas brasileiros

As florestas brasileiras estdo divididas em seis biomas, Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica, Pampa e Pantanal como mostra a Figura 2. De acordo com o IBGE (2004) bioma
€ um conjunto de ecossistemas relacionados com condi¢cdes climéticas e vegetagdo

semelhantes.

O bioma Amazbnia é considerado um dos biomas mais importantes do Brasil por
apresentar uma vasta diversidade biolégica com aproximadamente 45.000 espécies entre
animais e vegetais. A sua extensdo territorial abrange uma area com aproximadamente 4,2
milhdes de km? (Tabela 2) (IBGE, 2009) presente nos estados do Acre (AC), Amapa (AP),
Amazonas (AM), Para (PA), Rondénia (RO), Roraima (RR), Maranhao (MA), Tocantins (TO) e
Mato Grosso (MT). Além disso, ocupa &reas territoriais como a Bolivia, Guiana, Guiana Francesa,

Suriname, Peru, Colédmbia, Venezuela e Equador.



O bioma Amazdnia é constituido pela maior rede de agua doce do planeta (MMA, 2007),
além de ser o maior responsavel em fornecer PFMs e PFNMs. S&o representantes desse bioma
varias espécies como: cedro (Cedrela fissilis.), parica (Schizolobium amazonicum.), castanha-
do-Brasil (Bertholletia excelsa) e mamica-de-porca (Zanthoxylum rhoifolium). Além dessas,
destaca-se a espécie faveira de bolota ou visgueiro (Parkia pendula), muito utilizada na
arborizacdo de ruas, pragcas parques e avenidas devido a sua inflorescéncia e o mogno
(Swietenia macrophylla) cuja arvore é bastante explorada por sua madeira ser muito apreciada
na producédo de moveis, devido a sua durabilidade e resisténcia (TUCCI; LIMA; 2009), além de

ser utilizada na producéo de instrumentos musicais como guitarras e violdes.
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Figura 2. Biomas brasileiros (Floresta Amazébnica, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa). Fonte:
IBGE (2004).

Outro importante bioma para o pais, o bioma Cerrado, apresenta uma area equivalente
a mais de 2.036.448 Km? (IBGE, 2009) (Tabela 2) distribuida entre os estados de Goias (GO),
TO, MA, parte dos estados da Bahia (BA), Ceara (CE), MA, MT, Mato Grosso do Sul (MS),
Minas Gerais (MG), Piaui (PI), RO e S&o Paulo (SP), podendo ainda, ocorrer em &reas isoladas
nos estados do AP, AM, PA e RR (SANO; ALMEIDA, 1998).



Tabela 2. Areas territoriais de cada bioma brasileiro com valor em porcentagem referente ao
valor de cada area no territério nacional. Fonte: (IBGE, 2009; MMA, 2012).

Bioma Area aproximada (km?) % Brasil
Amazdnia 4.196.943 49,29
Cerrado 2.036.448 23,92
Mata Atlantica 1.110.182 13,04
Caatinga 844.453 9,92
Pampa 176.496 2,1
Pantanal 150.355 1.8
Total 8.514.877 100

O Cerrado é considerado o segundo maior bioma do Brasil apresentando uma vasta
biodiversidade entre animais e plantas, sendo que 44% da vegetacdo encontrada neste bioma
corresponde a espécies endémicas (KLINK; MACHADO, 2005). O Cerrado, devido a sua alta

diversidade biolégica juntamente com a Mata Atlantica sdo considerados hotspots mundiais.

A vegetagcdo encontrada neste bioma exibe uma importadncia ambiental e econémica
para o Brasil, pois estas espécies arbéreas sdo muito utilizadas na arborizacdo, paisagismo e
ainda proporcionam o bem estar da populacédo (PIVETTA, 2002). Muitas plantas podem também
fornecer matéria prima para a subsisténcia da populacdo e para a extracdo de produtos de
importancia comercial. Entre as diversas espécies encontradas nesse bioma cita-se: eritrina
(Erythrina mulungu), jacaranda (Dalbergia miscolobium), copaiba (Copaifera langsdorfii), angico
farinha seca (Albizia hasslerii), garapa (Apuleia leiocarpa), pau pereira (Platycyamus regnelli),
ipé roxo (Handroanthus impetiginosus), ipé amarelo (Handroanthus serratifolius), bolsa de pastor
(Zeyheria tuberculosa), saboneteira (Sapindus saponaria), jequitiba rosa (Cariniana estrellensis),
Gongalo Alves (Astronium fraxinifolium), guaranta (Esenbeckia leiocarpa), pau santo (Kielmeyera

variabilis), mutamba (Guazuma ulmifolia) e embauba prateada (Cecropia hololeuca).
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No Brasil diversos produtos podem ser extraidos e comercializados a partir de varias
espécies encontradas no bioma Cerrado como 0 eucalipto cuja madeira é utilizada para a
producdo de papeis, enquanto os Oleos essenciais destinam-se as industrias cosmeética,
farmacéutica e de limpeza (MORA; GARCIA, 2000). J4 a casca e a raiz da espécie conhecida
como saboneteira (Sapindus saponaria) podem ser utilizadas na industria farmacéutica como
calmante, adstringente e diurético. Os frutos dessa espécie possuem uma substancia,
denominada saponina (propriedade de detergente) que € muito utilizada na lavagem de roupas
(VIKBAL; BEN, 2006). Além disso, a saboneteira vem se destacando como inseticida natural no
controle de diversas pragas como o caso do acaro Tetranychus urticae (VICENTINI et al., 2014).

A Mata Atlantica apresenta uma area de aproximadamente 1, 1 milhdo de Km? (Tabela
2) e situa - se has montanhas e planicies costeiras, indo desde o Rio Grande do Norte (RN) até
0 Rio Grande do Sul (RS). A Mata Atlantica € um dos biomas mais devastados pela exploragéo
humana, tendo sida explorada desde a chegada dos portugueses no Brasil. Atualmente sua area
foi reduzida em cerca de 22% da sua vegetacao original, restando apenas 7% da sua cobertura
vegetal (IBGE, 2016). Este bioma contém uma grande diversidade de espécies botanicas, dentre
elas cita-se: pau Brasil (Caesalpinia echinata), pau ferro (Caesalpinia ferrea), pau sangue
(Pterocarpus violaceus), guatambu (Aspidosperma parvifolium) e quaresmeira (Tibouchina

granulosa) que séo aplamente utilizadas na arborizagéo.

O quarto bioma a ser abordado aqui, a Caatinga, encontra-se amplamente distribuido
em todo o Nordeste brasileiro. A sua vegetacdo predominante é representada por arbustos e
florestas secas (LEAL; SILVA; LANCHER JR, 2005). No entanto, fatores como o desmatamento,
queimadas e substituicAo das &reas naturais por areas cultivadas tem proporcionado a
diminuicdo da area ocupada por esse bioma. Como representante desse bioma encontram-se
vérias espécies, dentre elas podem ser citadas: sete cascas (Samanea tubulosa) e amburana
(Amburana cearenses) no qual suas sementes e cascas sao muito utilizadas na medicina popular

para o tratamento de diversas enfermidades tais como gripes e derrames (ROSSI, 2008).

O Pampa esta localizado principalmente no Rio Grande do Sul onde ocupa cerca de 63%
territorial do estado, podendo também ser encontrado na Argentina e Uruguai (BOLDRINI et al.,

2010) ocupando cerca de a 2 % (Tabela 2) do territério brasileiro.

A vegetacdo tipica desse bioma é composta por espécies de gramineas, herbaceas e
algumas arvores. Atualmente com o uso das monoculturas de trigo (Triticum spp) e soja (Glycine
max) (VERDUM, 2006) juntamente com a criacdo intensificada de gado ao longo dos anos na

regido tem colaborado para a diminuicéo territorial do Pampa.

Nesse bioma, a uva do Para - Hovenia dulcis é largamente cultivada no sul do pais e

possui propriedades adstringentes. E também muito utilizada para o paisagismo urbano, além
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de poder ser utilizada na recuperacdo de areas degradadas por ser uma espécie que atrai
diversos animais da fauna (KOPACHON, 1996).

O sexto bioma, o Pantanal, é constituido de uma area territorial com mais de 150 km?
(Tabela 2) (IBGE, 2009), sendo encontrado nos estados do MS e MT. Este bioma apresenta alta
biodiversidade terrestre e fauna aquatica, fato explicado pela regido apresentar uma vasta
planicie inundavel. Em areas onde o solo ndo retém agua sua vegetacdo se assemelha a

Caatinga, com cactos, arvores conhecidas como barrigudas e gravatas.

Muitas espécies arbéreas/florestais estdo propensas ao ataque de diversos insetos tais
como formigas (ordem Hymenoptera), besouros (ordem Coleoptera) (ZANUNCIO, 2005), cupins
(ordem Isoptera) (COSTA-LEONARDO, 2002) e lagartas (ordem Lepidoptera) (PEREIRA, 2007).
Além desses, as espécies arbéreas podem ser hospedeiras de diversos microorganismos (BAO;

ROOSSINCK, 2013) como fungos, bactérias, nematdides e virus.

Segundo Oliveira et al. (2005) dentre os fungos, merecem destaque os classificados no
filo Basidiomycota. A maioria dos fungos séo reponsaveis por causarem danos em diversas
espécies florestais. Como exemplo podem ser citadas espécies dos géneros Puccinia,
Gymnosporangium e Cronartium (causadores de ferrugem) em eucalipto; Olivea tectonae em
teca (Tectona grandis) (BONALDO et al., 2011) e Uromycladium alpinum em acécia (Acacia
mearnsii) (SANTOS, 2002).

Dentre as bactérias fitopatogénicas que causam doencas em espécies arbdreas, podem
ser citadas: Xanthomonas spp. em: alamo (Populos deltoides), mangueira (Mangifera indica)
(BRUN, 2006) e eucalipto (GONCALVES et al., 2003) além de Ralstonia solanacearum em
espécies de eucalipto (ALFENAS et al., 2009) e bracatinga (Mimosa scabrella) (MAFIA, 2006).

Doengas causadas por nematéides sdo de grande importancia, pois podem causar
grandes perdas, uma vez que 0 parasita penetra o sistema radicular impedindo o fluxo de
nutrientes, alterando o metabolismo da planta e deixando-as suscetiveis ao ataque de outros
fitopatogenos. Entre os nematdides que infectam as espécies arboreas destacam-se
Meloidogyne spp., Mesocriconema spp., Xiphinema spp. e Pratylenchus spp (GOULART, 2007).

No Brasil espécies de virus causando danos em espécies arboéreas ainda sdo escassos,
entretanto para florestas nativas da Europa, Nienhaus e Castello (1989), fizeram uma compilacao

de varios estudos demonstrando a presenca de virus em espécies arboreas.

4. Virus em espécies arbéreas no mundo e Brasil

De acordo com Mokili et al. (2012) os virus sao entidades presentes na natureza com

organizacédo simples e vem sendo considerados como 0s mais abundantes do planeta.
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Estudos realizados por Bergh et al. (1989) demonstraram que a agua marinha continha
um nUumero extremamente elevado de particulas virais, superior ao nimero de procariotos
encontrados no local. Estudos recentes para virus de diversos ambientes tais como oceanos,
solos e em superficies oceanicas e terrestres sdo da ordem de 1,2 x 10%%; 2,6 x 10%0; 3,5 x 103!
e 0,25-2,5 x 103! respectivamente, porém uma pequena porcao dessa diversidade viral é
conhecida (MOKILI et al., 2012). Até o presente momento, 3.186 espécies virais ja foram listadas
e aprovadas pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on
Taxonomy of Virus - ICTV, 2014).

Propriedades peculiares aos virus, como tamanho pequeno (como a maioria das espécies
relatadas) e auséncia de variacdo morfolégica de particulas dificultam estudos de deteccédo e
caracterizagdo por meio de técnicas classicas usadas na virologia. De uma forma geral séo raras
as informacdes sobre virus infectando espécies arbéreas (LABONTE; SUTTLE, 2013), entretanto
de acordo com Nienhaus e Castello (1989) véarias espécies virais ocorrem em ambiente de
floresta da Europa e Alemanha. Estas espécies virais juntamente com outras descritas em

diferentes trabalhos e compiladas aqui, encontram-se na Tabela 3.

Jalkanen et al. (2007) identificaram Cherry leaf roll virus - CLRV (género Nepovirus e
familia Secoviridae) em amostras de arvores de bétula (Betula pendula) provenientes de parques
e florestas da Finlandia. Estudos anteriores ja haviam demonstrado a presenca do CLRV em
arvores do género Fraxinus (BARNETT, 1971; NIENHAUS, 1989) e Prunus (SCHIMANSKI;
FUNK, 1968).

Uma espécie viral classificada em Cryptovirus (familia Partitiviridae) foi reportada por
Veliceasa (2006) apds analise de amostras de pinheiros (Pinus sylvestris) assintomaticos
provenientes de florestas da Hungria. Espécies de Cryptovirus apresentam moléculas de RNA
de fita dupla (dsRNAs) e podem ser transmitidos por sementes. Este foi o primeiro trabalho a

relatar Cryptovirus infectando gimnosperma.
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Tabela 3. Espécies de virus relatadas em espécies arbdreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BUTTNER, 2013).

Familia Espécie arbérea Espécie viral/ ou tipo de particula Referéncia (ano de publicagéo/ pais)
Cherry leaf roll virus Ellis et al. (1992) / Norte da América
Sambucus spp. Tomato black ring virus Pospieszny et al. (2004) / Polbnia
Adoxaceae Elderberry latent virus Jones (1972); Ellis et al. (1992) / Norte da América
European mountain ash ringspot- A
Sambucus rancemosa associated Virus Arndt et al.(2007) / Finlandia
. Apple mosaic virus Hardcastle (1980); Gotlieb (1974) / Estados Unidos;
Betula papyrifera Prune dwarf virus Cooper; Massalski (1984) / Reino Unido
B. verrucosa Tobacco necrosis virus Cooper (1979) / Reino Unido,
’ Tobacco rattle virus Cooper; Massalski (1984) / Reino Unido
Cherry leaf roll virus Cooper; Atkinson (1975) / Rellzr}glgnné?:; Franca; Jalkanen (2007) /
B. pubescens Prune dwarf virus Bargen et al. (2009) e Bittner et al.(2011) / Alemanha
Betulaceae . Hamacher (1986) / Alemanha
Particulas Hamacher et al. (1987) / Alemanha
B. pendula Cherry leaf roll virus Schimanski et al. (1980) e Schmelzer (1972) / Alemanha
B. niara Prunus necrotic ringspot Cooper; Massalski (1984) / Estados Unidos
-9 Prune dwarf virus Cooper (1979) / Estados Unidos
B. alleghaniensis Apple mosaic virus Gotlieb; Berbee (1973); Gotlieb (1975) / Estados Unidos
Carpinus spp Apple mosaic virus Polék; Zieglerova (1997) / Republica Tcheca
Bombacaceae Ceiba pentandra Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) / Europa
Corynocarpaceae Corynocarpus laevigatus Cucumber mosaic virus Ashby (1977) / Nova Zelandia
Cupressaceae Cupressus arizonica Tobacco ringspot virus Fulton (1969) / Estados Unidos
. . Carlavirus Gama et al. (1983) / Brasil
Euphorbiaceae Hevea brasilienses Potexvirus Junqueira et al. (1985; 1987) / Brasil
Fabaceae Cercis sp Particulas Kim; Martin (1978) / Estados Unidos
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Tabela 3. Espécies de virus relatadas em espécies arboreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BUTTNER, 2013).

Familia Espécie arboérea Espécie viral/ ou tipo de particula Referéncia (ano de publicacéo/ pais)
Tomato black ring virus Schmelzer (1966) / Reino Unido
Potex/ Potyvirus Nienhaus et al. (1985) / Franca
Fagus sylvatica Potato virus X Winter; Nienhaus (1989) / Franca
Bean yellow mosaic virus Winter; Nienhaus (1989) / Franga
Cherry leaf roll virus Jones et al.(1990) / Reino Unido
S Nienhaus; Yarwood(1972); Yarwood/ Europa; Yarwood; Hecht-poinar
Quercus spp TOb:E?C%g sO/Sr?I? d\i;ISI'US (1973) / Estados Unidos
p g Frischmuth, et al.(1990) /
Fabaceae Tobacco mosaic virus Nienhaus (1975) / Franga

Potex/Potyvirus

Nienhaus (1985) / Franga

Q.robur Tobacco necrosis virus Buttner; Nienhaus(1989) / Franca
particulas icosaédricas Nienhaus (1985) / Franca
Tobacco mosaic virus Nienhaus (1975) / Franca
Q petrea Potex/Potyvirus Nienhaus (1985) / Franca
Q. velutina Particulas Kim; Fulton(1973) / Estados Unidos
Robinia spp. Nepovirus Bang et al. ( 2006)/; Borodynko et al. (2007) / Norte da América

Castanea sativa

Tobacco mosaic virus

Horvath et al. (1975) / Hungria

Hippocastanaceae

Aesculus spp

Strawberry latente ringspot virus
Cherry leaf roll virus
Apple chlorotic leaf spot virus

Schmelzer; Schimidt (1976) / Alemanha
Sweet; Campbel (1976)
Hentschet et al. (1997)

Juglandaceae

Julglans sp

Cherry leaf roll virus
Walnut yellow mosaic virus

Cooper (1980); Massalski; Cooper (1984) / Reino Unido
Rowhani (1985) / Califérnia; Savino et al. (1976) / Italia

Leguminosae

Cassia hoffmannseggii

Cowpea aphid-borne mosaic virus
Tymovirus

Nicolini et al. (2012) / Brasil

Senna macranthera
(=Cassia macranthera)

Cassia mild mosaic virus
Potyvirus
Carlavirus

Tymovirales

Lin et al. (1979) / Brasil
Lin et al. (1979) / Brasil
Beserra Jr et al. (2012) / Brasil
Seabra et al. (2001) / Brasil
Beserra Jr et al. (2012) / Brasil
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Tabela 3. Espécies de virus relatadas em espécies arboreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BUTTNER, 2013).

Familia Espécie arboérea

Espécie viral/ ou tipo de particula

Referéncia (ano de publicacéo/ pais)

Leguminosae Senna ocidentalis

African cassava mosaic virus
Potyvirus

Alabi et al. (1985) / Estados Unidos
Almeida et al. (2002) / Brasil

Adansonia digitata

Cacao swollen shoot virus

Brunt et al. (1996) / Reino Unido

Cola chlamydantha

Cacao swollen shoot virus

Brunt et al.(1996) /Europa

Cola gigantea

Cacao swollen shoot virus

Brunt et al.(1996) / Europa.

Malvaceae
Sterculia tragacantha Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) / Europa
Cola chlamydantha Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) /Europa
Cola gigantea Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) / Europa.
Myrtaceae Eucalyptus citridodora particulas Sastry et al.(1971) / india
E. macrorhyncha particulas icosaédricas Brzostowski; Grace (1974) / Austrélia
Cherry leaf roll virus Winter; Nienhaus (1989) / Franga
Tobacco necrosis virus Casalicchio (1965) / Italia
Fraxinus Excelsior Arabis mosaic virus Cooper (1975); Cooper; Sweet (1976) / Reino Unido
Cherry leaf roll virus Nienhaus; Hamacher (1989) / Franca
particulas Ciferri et al. (1961) / ltalia
Brome mosaic virus Barnett (1971) / Alemanha
F americana Tobacco mosaic Virus Castello et al. (1983); Ferris et al. (1989); Lana; Agrios et al. (1979) /
Oleaceae Estados Unido

F. americana

Arabis mosaic virus
Tomato ringspot virus

Cooper; Sweet (1979) / Reino Unido
Ferris et al. (1987); Ferris; Castello (1988) / Europa; Hibben;
Hagar (1975); Hibben et al. (1988) / Estados Unidos

F. holotricha

Tobacco mosaic virus
Tobacco ringspot virus

Amico et al. (1985); Castello; Amico (1983) / Estados Unidos
Amico et al. (1985) / Estados Unidos

F. pennsylvanica

Tobacco mosaic virus
Tobacco ringspot virus

Ferris et al. (1987) / Estados Unidos
Ferris et al. (1989) / Estados Unidos
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Tabela 3. Espécies de virus relatadas em espécies arbdreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BUTTNER, 2013).

Familia Espécie arbérea

Espécie viral/ ou tipo de particula

Referéncia (ano de publicacéo/ pais)

Pinus monticola

particulas

Biddle; Tinsley(1968) / Alemanha

Scots pine mosaic virusTobacco necrosis virus

Schmelzer et al. (1966) / Alemanha

) P. silvestres Buttner; Nienhaus (1989) / Alemanha
Pinaceae Cryptovirus Veliceasa (2006) / Alemanha e Hungria
Abies alba particula icosaédrica Frenzel (1987); Flachmann (1990) / Alemanha
Ladrix decidua Tobacco necrosis virus Bittner; Nienhaus (1989) / Alemanha
Malus spp. Apple chlorotic leaf spot virus Cadman (1963) /; Lister et al. (1965) / Alemanha
. Tomato ringspot virus Moini, Roumi, Masoumi; Izadpanah, 2010) / Iran
Malus domestica Apple stem pitting virus Freitas-Astua (2002) / Brasil
PrUNuS s Plum pox virus Adams (1978) / Europa
PP Prune dwarf virus Németh et al. (2010) / Hungria
Tobacco necrosis ringspot virus Castello; Berbee (1978) / Estados Unidos
Prunus necrotic ringspot Fulton (1970) / Europa
Prunus avium Cherry leaf roll virus Schimanski; Funk(1968) / Europa
Petunia asteroid mosaic virus Gruntzig et al (1989) / Alemanha
Rosaceae Apple chlorotic leaf spot virus Rana et al.(2008) /India

P. domestica

Strawberry latent ringspot virus

Cohen et al.(1995) / Israel

P. padus

Prunus necrotic ringspot virus
Cherry leaf roll virus

Schimanski et al (1975) / Europa

P. serotina

Prune dwarf virus
Cherry leaf roll virus

Schimanski et al (1976) / Europa

P. pensylvanica

Prunus necrotic ringspot virus
Prune dwarf virus

Schimanski; Funk (1968) / Europa; Cation (1952) / Europa,;
Fulton (1970) / Europa
Megahed; Moore (1967); (1969) / Estados Unidos

Sorbus spp.

Cherry leaf roll virus

Rebenstorf et al. (2006) / Alemanha
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Tabela 3. Espécies de virus relatadas em espécies arbdreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BUTTNER, 2013).

Familia Espécie arborea Espécie viral/ ou tipo de particula Referéncia (ano de publicacdo/ pais)
Robinia true mosaic virus Schmelzer (1966); Schmelzer (1971) / Europa
Tomato blackring virus Milinko; Schmelzer (1961) / Europa
Strawbwerry latent ringspot virus Schmelzer (1968) / Europa
Rosaceae Sorbus aucuparia Apple mosaic virus Schmelzer (1977) / Europa
P Apple chlorotic leafspot virus Sweet (1980) / Reino Unido
Stem pitting virus Sweet (1980) / Reino Unido
Cherry leafroll virus Rebenstorf et al. (2006)/ Alemanha
European montain ash ringspot-assiciated virus Kallinen et al. (2009) / Mielke-Ehret (2010) / Alemanha
Biddle; Tinsley (1971) / Gra-Bretanha; Boccardo et al. (1973) /
Populus spp. Poplar mosaic virus Estados Unidos; Luisoni et al. (1976) / Italia; Schmelzer (1966) /
Alemanha; Smith et al. (2004) / Reino Unido
Salicaceae Rhabdovirus Navratil (1981) / Europa
. Martin et al (1982) / Canada
Potyvirus
Tomato blackring virus Cooper; Sweet (1976) / Estados Unidos
Tomato mosaic virus
Salix spp. Tobacco necrosis virus Koop et al (1999) / Europa
Brome mosaic virus
Arabis mosaic virus Thomas (1970) / Reino Unido
Sapindaceae Acer spp Maple mosaic virus Szirmai (1972) / Europa
Cucumber mosaic virus Erdiller (1986) / Europa
A. negundo Maple leaf perforation virus Subikova (1973); Blattny (1965) / Europa
A. rubrum Maple mosaic virus Szirmai (1972) / Europa

A. saccharum

Peach rosette virus
Tobamovirus

Kenknight (1960) / Estados Unidos
Lana et al. (1980) / Canada

Ulmaceae

Ulmus spp

Elm mottle virus
Arabis mosaic virus
Potyvirus
Cherry leaf roll virus
Tobacco ringspot virus
Filamentos

Jones (1974); Schmelzer(1969); Schmelzer et al (1966) / Alemanha
Mcnamara (1980) / Reino Unido
Schmelzer et al (1966) / Alemanha
Ford et al. (1972); Fulton (1970) / Estados Unidos
Shiel; Castello (1985) / Estados Unidos/ Varney; Moore(1952); (1965)
/ Estados Unidos
Bandte et al. (2004) / Alemanha
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Machado-Caballero et al. (2013) observaram sintomas de mosaico em diversas arvores
do género Fraxinus em florestas de Minnesota. Por meio de estudos de microscopia eletrbnica,
gama de hospedeiras e testes sorolégicos (DAS-ELISA) foi possivel descrever a nova espécie
White ash mosaic virus - WAMYV (género Vitivirus, familia Betaflexiviridae). Espécies de Fraxinus
sdo muito utilizadas como ornamentais em projetos de paisagismo e séo relatadas como
hospedeiras de diferentes espécies virais nos Estados Unidos e na Europa. Algumas destas
espécies sao listadas a seguir: Tobacco mosaic virus - TMV (AMICO, 1985; LANA, 1974,
CASTELLO, 1984), Tobacco ringspot virus - TRSV (género Nepovirus e familia Secoviridae)
(AMICO, 1985; CASTELLO, 1984), Tomato ringspot virus - TORSV (género Nepovirus e familia
Secoviridae) (FERRIS, 1988; HIBBEN, 1972; 1988), Arabis mosaic virus - ARMV (género
Fabavirus e familia Secoviridae) (COOPER, 1976; NIENHAUS, 1989), CLRV (COOPER, 1976)
e Tobacco necrosis virus - TNV (familia - Tombusviridae) (NIENHAUS, 1989; 1990).

Recentemente uma nova espécie Mulberry vein banding associated virus - MVBaV
(género Tospovirus e familia Bunyaviridae) foi detectada em plantas de amora (Morus spp.)
provenientes da China e Japédo (MENG et al., 2015). Neste trabalho, Meng et al. (2015) obtiveram
0 genoma completo dos trés segmentos da espécie MVBaV. Estudos anteriores ja haviam
identificado as espécies Mulberry latent virus (género Carlavirus e familia Betaflexiviridae)
(TSUCHIZAKI, 1976) e Mulberry ringspot virus (género Nepovirus e familia Secoviridae)
(TSUCHIZAKI, 1971) em amoras e Meng et al. (2013) ja haviam demonstrado a presenca deuma
espécie de Tospovirus em amoras, sendo esse 0 primeiro registro de Tospovirus infectando

amoras.

No Brasil estudos de espécies virais em espécies arbdreas ainda sdo escassos. As
primeiras pesquisas comegaram a partir do final dos anos 70 com Lin et al. (1979) que relataram
Cassia mild mosaic virus - CaMMV (género Carlavirus e familia Flexiviridae) em plantas de

Cassia sylvestris (espécie tipica utilizada na arborizacdo de diferentes cidades do pais).

Beserra et al. (2012) relataram duas espécies virais (uma classificada no género
Potyvirus e outra na ordem Tymovirales) em Senna macranthera utilizada para arborizacdo de
Vigosa-MG.

Farias (2012) detectou uma espécie do género Begomovirus em plantas de Mimosa
caesalpinifolia provenientes de Cuiaba ao utilizar primers degenerados para o género
Begomovirus (ROJAS et al.,, 1993). Nesse trabalho, Farias (2012), por meio de testes
sorolégicos, relatou ainda varias espécies arbéreas como hospedeiras de virus importantes para
a agricultura. Dentre eles cita-se: Groundnut ringspot virus - GRSV (género Tospovirus e familia
Bunyaviridae), PVY e TSWV.
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Batista (2014) realizou coletas de 148 mudas de espécies arbéreas em ambiente de
viveiro Il da NOVACAP, onde por meio de testes soroldgicos foi possivel identificar espécies
virais classificadas nos géneros Begomovirus, Cucumovirus, Potyvirus, Tobamovirus e

Tospovirus em 60% das espécies arboreas analisadas.

5. Metagen6mica

O termo metagendmica foi usado pela primeira vez ainda em 1998 por Handelsman et
al. (1998) para se referir ao estudo dos genomas de varias espécies de microorganismos
presentes em uma mesma amostra ambiental. Atualmente o termo vincula-se analise de material

genético de varios organismos.

Andlises utilizando metagenémica permitem ampliar o conhecimento de microrganismos
ocorrendo em diferentes ambientes, que vao desde aguas oceénicas a fezes e até mesmo
secrecdes. As andlises por meio da metagendmica tém beneficiado na descoberta de virus até
entdo desconhecidos para a ciéncia (DELWART, 2007). Metodologias para enriqguecimento de
particulas virais e extracdo de pequenos RNAs (small RNAs) ja estdo bem adaptadas para

estudos de espécies virais em diferentes hospedeiras.

A metagendmica juntamente com as plataformas de sequenciamento tem se mostrado
ferramentas Uteis em estudos de diversidade viral. Assim com a devida identificacdo e
caracterizagdo viral em um intervalo de tempo pequeno com mostra na Tabela 4, este método

vem se tornando uma pratica de andlise rotineira (BOONHAM, 2014).

Essa técnica utiliza as novas plataformas de seqliienciamento e podem gerar um conjunto
de informagBes podendo sequenciar genomas virais inteiros (KEHOE et al.,, 2014), sendo
capazes de disponibilizar milhdes de dados em apenas uma corrida (CARVALHO; SILVA, 2010).

Além disso, ndo se faz necessario o conhecimento prévio da sequéncia dos microrganismos.

O sequenciamento gendmico vem se tornando uma das melhores ferramentas para o
estudo do genoma de uma determinada populagdo. Desde o seu advento em 2000 as
plataformas de sequenciamento, também conhecidas como NGS (Next Generation Sequencing),
tém sido bastante utilizadas, principalmente na descoberta de novos virus que ocorrem em
plantas (BARBA, 2014). Essas novas tecnologias possibilitam gerar um alto volume de pares de
bases, sequenciando varios genomas ao mesmo tempo, podendo otimizar o tempo por corrida
(CARVALHO; SILVA, 2010).

A plataforma 454 foi uma das primeiras plataformas de sequenciamento de nova geracdo

produzida pela Roche e utilizada comercialmente. Este método de sequenciamento é baseado
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no pirosequenciamento, no qual uma molécula de pirofosfato € liberada durante a reacdo de
sequenciamento (RONAGUI et al., 1998). Inicialmente o DNA é fragmentado, adaptadores séo
adicionados as extremidades destes fragmentos selecionados que séo ligados a microesferas,
as quais sdo envolvidas por uma solucéo oleosa onde ocorre a amplificacdo do DNA produzindo
milhdes de copias do acido nucléico (Figura 3.). A reacdo ocorre em poc¢os separados e assim
gue um nucleotideo é adicionado a fita de DNA pela DNA polimerase, um sinal é emitido em
cada poco (Figura 3.), sendo possivel desta maneira montar o genoma inteiro de um individuo
(RONAGUI, 2001).

Figura 3. Esquema de sequenciamento realizado utilizando a plataforma 454: 1. Ligac&o dos
adaptadores nas sequéncias de DNA; 2. Ligac¢&@o dos fragmentos as microesferas e
captura das microesferas ao 6leo; 3. As microesferas sao depositadas nos pogos com
os reagentes para PCR; 4. Um sinal de luz € emitido quando uma base nitrogenada
€ adicionada e sdo captadas pela placa de leitura e 5. As informacdes sao
interpretadas na forma de grafico. Fonte: MARDIS (2008).

Na plataforma lllumina, o DNA é fragmentado e adaptadores sdo adicionados nas
extremidades. Uma das extremidades é fixada em um suporte soélido, nucleotideos sao
adicionados a reacéo e ligam-se a extremidade livre. Apds o anelamento, uma ponte € formada
ocorrendo a extenséo da fita a partir da extremidade 3' livre com o uso de primers e uma DNA
Polimerase (MARDIS, 2008). As fitas sdo separadas, depois da extensdo, tornando-se lineares
para que o procedimento se repita em varios ciclos (Figura 4.), produzindo varios fragmentos,
formando um cluster devido a alta proximidade destes fragmentos (CARVALHO; SILVA, 2010).

No final nucleotideos terminadores marcados sdo adicionados em cada cluster nos
fragmentos que estdo sendo sintetizados pela PCR, neste processo é realizada uma leitura do
sinal que é capturado (Figura 4.), no final o excesso dos reagentes é eliminado, sendo
permitidas leituras de aproximadamente 35 pares de bases de comprimento (SHENDURE,

2008).

A Plataforma SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection),
diferentemente das outras plataformas que usam a DNA polimerase em suas reagdes, utiliza a
DNA ligase em suas reac8es (Ansorge, 2009). O &cido nucléico é fragmentado para a producéo
de bibliotecas de tags Unicas (com adaptadores ligados nas extremidades P1 e P2) ou tags

duplas (os fragmentos de DNA séo selecionados e ligados a um adaptador interno e
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posteriormente as extremidades sado ligadas a adaptadores denominados P1 e P2). Como na

plataforma 454, ocorre uma PCR por emulséo.

" — Fragmentos de 200 - 300 pb s2o
= __ selecionados

.
: .ol /V ¢3.

soquoencing by synthesis with reversible terminators
® :e i
< P !
_) © @D iz
3

Figura 4. llustracdo de sequenciamento utilizando a plataforma lllumina. 1. Fragmentag&o
do DNA,; 2. Ligacédo dos adaptadores as extremidades livres dos fragmentos;
3. Fixacao dos fragmentos ao suporte solido, formacgéo de pontes, amplificacéo
e formacdo dos clusters. 4 e 5. Analise das sequéncias, para cada nucleotideo
marcado que foi adicionado um sinal de luz é emitido. Fonte:sequencing-by-
synthesis-explaining-the-illumina-sequencing-technology/com adaptacdes.

O sequenciamento ocorre em 5 etapas e 7 ciclos sequenciando até 35 pares de bases.
Este processo utiliza sondas marcadas com fluoréforos diferentes, onde cada sonda contém 2
bases nitrogenadas, 3 bases degeneradas e 3 bases universais ligadas a um fluoréforo, nesse
processo cada primer que é utilizado esta ligado a uma sonda diferente como mostra a Figura
5. Areacdo é catalisada pela acéo da DNA ligase e um sinal de fluorescéncia é emitido. A partir
dai, as trés ultimas bases juntamente com o fluéroforo séo liberadas e um novo ciclo se inicia
(CARVALHO; SILVA, 2010).

Diferentemente das outras plataformas em que ocorre leitura dos nucleotideos, nessa

plataforma h& uma leitura de duplas de nucleotideos que séo codificados em cores.
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Figura 5. Plataforma de sequenciamento SOLID, que apresenta quatro sondas diferentes,
para cada sonda contém duas bases (XX), trés bases degeneradas (NNN) e trés
bases universais ligados a fluor6foro. A reagéo é catalisada pela DNA ligase, a
cada leitura um sinal de fluorescéncia é lido. Fonte: MARDIS, 2008.

Como ainda sé@o escassos o0s estudos de virus ocorrendo em espécies arbéreas/
arbustivas no Brasil e que possivelmente estas espécies podem funcionar como reservatério
natural de virus novos para a Ciéncia ou de espécies virais ja conhecidas por acometerem
espécies cultivadas, realizou-se o presente trabalho no intuito de se obter mais informagfes
sobre a diversidade viral em espécies importantes que ocorrem em varios biomas brasileiros
(Amazébnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa) e que vem sendo cultivadas

em viveiro para producdo de mudas utilizadas na arboriza¢éo do Distrito Federal e Entorno.
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Capitulo 2

Viroma de espécies arbdreas

REsSumMO

A metagendémica juntamente com a bioinformatica mostram-se excelentes ferramentas
para a descoberta e caracterizagdo de novos virus, pois conseguem gerar um alto nimero de
dados, como também possibilitam a recuperacdo de genomas inteiros a partir de diferentes
amostras, ndo exigindo conhecimento prévio da sequéncia gendmica do microorganismo. Com
isso, o principal objetivo deste trabalho foi detectar espécies virais em plantas nativas do bioma
Cerrado utilizando metagenémica. No viveiro Il da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do
Brasil (NOVACAP) 60 amostras de 27 espécies florestais classificadas em 14 familias boténicas
foram coletadas apresentando sintomas similares aqueles exibidos por plantas infectadas por
virus. As plantas inicialmente foram submetidas a um processo de semipurificagdo, com posterior
extracdo de acido nucleico para que as amostras fossem enviadas (em um Unico pool) para
sequenciamento pela tecnologia NGS (Next Generation Sequencing) e com o uso da plataforma
lllumina MiSeq. Para a analise das amostras foi realizada uma montagem de novo das
sequéncias no qual a andlise conjunta dos dados gerou 5.005.013 milhdes de reads. Das
sequéncias obtidas, foram montados e produzidos 2.162 contigs que foram comparados ao
banco de dados no programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para comparacéo das
sequéncias virais detectadas. Dentre os contigs analisados um deles, apresentou maior
sequéncia gendmica com 9.529 nucleotideos (nt) e o maior nimero de reads (8.724). Esta
sequéncia apresentou identidade nucleotidica de 23% com Rice tungro spherical virus (género
Waikavirus e familia Secoviridae). Analise da identidade de aminoacidos (23%) posicionou este
virus proximo a Cricket paralysis virus - CrPV (género Cripavirus e familia Dicistroviridae). Além
disso, houve similaridade na organizacdo gendmica da espécie em estudo com membros de
Dicistroviridae por apresentarem 2 ORFs. Andlises filogenéticas seguindo os critérios para a
ordem Picornavirales, que incluem comparacdes entre a pro-pol (Protease e RdRp - RNA
polimerase dependente de RNA) posicionaram a espécie em estudo no mesmo segmento de
origem da familia Picornaviridae sugerindo um ancestral comum para os membros de
Picornaviridae e a espécie aqui estudada. Neste contexto acredita-se que esta espécie obtida
por meio de NGS corresponda a um novo membro da ordem Picornavirales aqui denominado
Hovenia dulcis associated virus (HDAV). A partir de entdo, o acido nucleico (RNA e DNA) de
todas as amostras foi extraido. Primers especificos (HDAVF e HDAVR) foram sintetizados e
realizou-se RT-PCR para todas as 60 amostras. Especificamente para a amostra uva do Para
(Hovenia dulcis) um amplicén de 803 pares de base (pb) obtido foi clonado em pGEM-T Easy e
sequenciado, confirmando HDAV em uva do Para. Outras sequéncias de tamanhos variando
entre 595 - 1096 pb e reads de 17 - 60 menores foram observados. Nestes casos as espécies

virais se assemelharam com membros das familias Caulimoviridae (géneros Caulimovirus e
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Badnavirus) e Secoviridae (géneros Fabavirus, Comovirus e Nepovirus). Primers ja foram

desenhados e serdos testados nas plantas individuais futuramente.

Palavras - chave: metagendmica, Picornavirales, espécies arbdreas, uva do Para.

Abstract

The metagenomic together with bioinformatics have shown to be excellent tools for the
discovery and characterization of novel viruses since they can generate high number of data. It
is also possible to obtain whole genome and also does not require prior knowledge of genomic
sequence of the microorganism. Thus, the main objective of this work was to detect viral species
native plants of the Cerrado biome using metagenomics. Sixty seedlings from 27 tree species,
classified into 14 families, presenting viral - like symptoms were collected from the NOVACAP Il
(Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil) nursery. The plants were first subjected to
a semipurification process, with subsequent extraction of nucleic acid. Then samples were sent
for sequencing by NGS (Next Generation Sequencing), and using the Illlumina platform MiSeq.
For the analysis it was performed de novo assembly of sequences in which the joint analysis of
data generated 5,005,013 million reads, the obtained sequences were assembled and produced
2,162 contigs that were compared to the database in the BLAST program (Basic Tool Local
Alignment Search) for comparing the detected viral sequences. Among the sequences analyzed,
one of them shows 9,529 nucleotides (nt) and the largest number of reads (8,724) and showed
23% nucleotide identity with Rice tungro spherical virus (genus Waikavirus, family Secoviridae).
Analysis of amino acid identity (23%) positioned near this virus Cricket paralysis virus - CRPV
(genus Cripavirus, family Dicistroviridae). Furthermore, there was similarity in the genomic
organization of the species in studies with Dicistroviridae members by presenting two ORFs.
Phylogenetic analyzes following criteria for Picornavirales order, including comparisons between
pro-pol (protease and RdRp-RNA-dependent RNA polymerase) positioned species under study
in the same family Picornaviridae source segment suggesting a common ancestor for members
of Picornaviridae and the species studied here. In this context it is believed that this species
obtained by NGS corresponding to a new member of Picornavirales order here called Hovenia
dulcis associated virus (HDAV). Since then, the nucleic acid (RNA and DNA) of all samples was
extracted. Specific primers (HDAV1 and HDAV?2) were synthesized and RT-PCR was performed
for all 60 samples. Specifically, for the sample of uva do Para one amplicén of 803 base pair (bp)
obtained was cloned into pGEM-T Easy and sequenced, confirming the HDAV (Hovenia dulcis)
in uva do Para. Other sizes sequences ranging from 595 - 1096 bp reads and 17 - 60 smaller
were observed. In these cases the viral species resembled with members of Caulimoviridae
families (genera Caulimovirus and Badnavirus) and Secoviridae (genera Fabavirus, Comovirus

and Nepovirus). Primers have been designed and tested in individual plants in the future.

Keywords: metagenomics, viruses and tree species.
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1. Metagendmica e virus.

O termo metagendmica foi criado por Handelsman et al. (1998) e consiste na anélise
gendmica de uma comunidade de microorganismos extraidos diretamente do ambiente
independente do cultivo, podendo revelar a diversidade de organismos na natureza, como

também infectando diversos organismos (BOONHAM et al., 2008).

Atualmente essa nova tecnologia aliada as plataformas de sequenciamento (454/ Roche,
lllumina/ Solexa, ABI/ SOLID e Helicos) tem sido utilizada para o sequenciamento do genoma
inteiro de diversos microrganismos, como também na descoberta e caracterizacao e na fungéo
do microrganimos em seu ambiente natural (MOROZOVA; MARRA, 2008).

Segundo Williamson (2011), a metagendmica surgiu para responder questdes na
microbiologia ambiental como: quem s&o? Quantos sdo? E o que estdo fazendo aqui?
Juntamente com as plataformas de nova geracdo tornou-se possivel detectar, identificar e
caracterizar novos virus e viréides a partir de plantas sintomaticas ou assintomaéticas sem o
conhecimento prévio da sua sequéncia genémica (PRABHA et al.,, 2013). Uma vantagem
adicional refere-se a possiblidade de deteccdo de sequéncias virais, mesmo em baixas
concentracdes na planta (BARBA et al., 2014).

Os primeiros estudos de metagenémica realizados utilizavam metodologias de
sequenciamento tipo Sanger e na Virologia o primeiro trabalho de metagenémica, ainda
utilizando o sequenciamento Sanger, revelou uma elevada abundancia e diversidade em
ambiente marinho (BREITBART et al., 2002).

A partir de entdo, varios estudos foram realizados e novas espécies virais foram
publicadas em diferentes ambientes/organismos: intestino (BREITBART et al., 2003); solo
(WILLIAMSON et al., 2003); sangue (BREITBART; ROHWE, 2005) e corais (MARHAVER et al.,
2008).

Para virus de plantas, Al Rwahnih et al. (2009) foram os pioneiros a realizarem estudos
da diversidade viral em plantas por meio da técnica de metagendmica, no qual detectaram um

novo Marafivirus em videiras, denominado Grapevine Syrah 1 virus.

A partir de entéo, varios trabalhos vém sendo realizados para deteccao viral. No mesmo
ano foram detectadas duas espécies de Badnavirus e uma espécie de Mastrevirus em batata
(Ipomoea batatas) (KREUZE et al., 2009).

Adams et al. (2009) detectaram uma nova espécie de Cucumovirus em Liatris spicatae
a qual denominaram de Gayfeather mild mottle virus - GMMV (género Cucumovirus e familia

Bromoviridae). Quito-Avila et al. (2011) relataram uma nova espécie denominada Raspberry
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latent virus (familia Reoviridae) infectando framboesas. A ordem cronolégica de descoberta de

novos virus encontra - se na Figura 1.
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*11 familias virais infectando planfas:

Bromoviridae, Caulimoviridae, Chrysoviridae, Closteroviridae, Endornaviridae, Luteoviridae,

Narnaviridae, Partitiviridae, Potyviridae, Totiviridae e Tymoviridae,

Figura 1. Virus detectados/caracterizados por meio da metagendmica em ordem de descoberta (ano), autor. Fonte: MOKILI, 2012; BARBA; 2014;

(BHUBANESWAR; BARANWAL; SU; DULLEMANS; MORELLI, 2015; PETRZIK, 2016. (adaptado).
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Na busca por novos virus utilizando a metodologia NGS em plantas Roossinck et al.
(2010) avaliaram a diversidade viral proveniente de diferentes ambientes, um deles na Costa
Rica e o outro nos Estados Unidos. Nesse trabalho, foram coletadas distintas espécies vegetais
nas seguintes familias listadas a seguir: Acanthaceae, Bignoniaceae, Caesalpinaceae,
Commelinaceae, Cucurbitaceae, Cyperaceae, Euphorbiaceae, Gesneriaceae, Lamiaceae,
Mimosaceae, Myrtaceae, Papilionaceae, Poaceae, Rubiaceae e Solanaceae. Do total de 344
espécies virais, encontrou-se que 30% correspondiam a espécies virais conhecidas
(classificadas em 11 familias: Bromoviridae, Chrysoviridae, Caulimoviridae, Closteroviridae,

Endornaviridae, Luteoviridae, Narnaviridae, Partitiviridae, Potyviridae, Totiviridae e Tymoviridae).

No mesmo ano, Pallett et al. (2010) detectaram a nova espécie Cereal yellow dwarf virus
- CYDV (género Luteovirus) infectando panasco (Dactylis glomerata). De acordo com Wylie et al.
(2012), doze espécies virais classificadas nos géneros Potyvirus, Nepovirus, Allexivirus e
Carlavirus, foram identificadas em plantas provenientes de parques da Australia. Nesse trabalho
quatro novas espécies virais foram propostas: Lily virus A - LVA, Blue squill virus A - BSVA,

Scaevola virus A - ScVA e Chocolate lily virus A - CLVA.

De modo geral, de acordo com Mokili et al. (2012) 60-99% das sequéncias geradas em

diferentes estudos de metagendmica ndo sdo homologas a nenhum virus conhecido.

Para espécies arboéreas e florestais estudos utilizando metagenémica ainda séo
escassos, entretanto Loconsole et al. (2012) na Itélia, identificaram cinco novas espécies virais
e recuperaram o genoma completo de virus e viroides, infectando plantas dos géneros Prunus,

Citrus, Vitis, Ficus, Corylus, Diospyros e Morus.

Poojari (2013), também utilizou metagendmica e técnicas de sequenciamento em larga
escala para identificacdo dos agentes etiologicos Grapevine redleaf-associated virus - GRLaV
(familia Geminiviridae) e Grapevine fanleaf virus - GFLV (género Nepovirus e familia Secoviridae)

como causadores de manchas vermelhas em videiras.

A identificagdo correta de espécies virais € um passo importante para adogdo de
estratégias de controle. Se varias dificuldades foram encontradas no passado quanto a diagnose
viral, atualmente com o uso da metagenémica e as plataformas modernas de sequenciamento,
0 problema concentra-se no entendimento da imensa quantidade de informacéo gerada, bem

como na auséncia de informacdes de sequéncia para comparagdo em bancos de dados.

A expanséo das fronteiras agricolas, incluindo areas outrora ocupadas por algum bioma,
inclusive pelo Cerrado e a crescente globalizacdo favorecem o transito de materiais vegetais e
patégenos, o que apresenta uma ameaca para espécies nativas (VINCENT et al., 2014). Além

disso, a possibilidade de fluxo de espécies virais em novas hospedeiras pode propiciar muitos
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eventos que geram variabilidade para a espécie viral como mutacdes e recombinacfes

originando novas espécies virais.

Neste contexto, merece destaque especial viveiros e areas de conservacao. No Distrito
Federal - DF existem dois importantes viveiros denominados viveiro | e viveiro |l da Companhia
Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) para producéo de plantas ornamentais e
arboreas, respectivamente. O viveiro Il é responsavel por produzir mudas para arborizagao do
DF e Entorno. A capacidade de producdo de mudas deste viveiro situa-se em torno de 300 mil

mudas ao ano, principalmente de espécies nativas dos biomas brasileiros.

2. Material e Métodos

2.1 Origem das espécies arbéreas

A coleta das mudas analisadas nesse trabalho foi realizada no viveiro Il da NOVACAP no
ano de 2014. No momento de coleta as mudas (sintomaticas e assintomaticas) apresentavam
idade média de sete meses e encontravam-se em tubetes. Ao total 60 amostras distribuidas em
27 espécies e 14 familias boténicas, foram coletadas e encontram-se listadas na Tabela 1,
Figuras 2, 3 e 4. No primeiro momento apdés as coletas, uma parte das plantas
(aproximadamente duas folhas de cada amostra coletada) foram armazenadas em freezer (-80°
C) e uma outra parte passou por um processo de semi-purificacao de particulas virais, seguida
de extracdo de RNA para envio das amostras para o sequenciamento de alto rendimento

conforme descrito a seguir.
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Tabela 1. Lista de espécies arbdreas coletadas no viveiro Il da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP), espécies identificadas

pela familia botanica, espécie arborea (nome comum e cientifico), nimero de amostras coletadas e sintomas observados.

Espécies arbéreas

Ndmero de

Familia Botanica Nome comum e cientifico amostras Sintomas?
Anacardiaceae Gongalo Alves Astronium fraxinifolium Schott 3 CL/DF
Apocynaceae Guatambu Aspidosperma parvifolium A. DC. 2 PC
Ipé roxo Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC. 2 B/ N
Bignoniaceae Ipé amarelo Handroanthus serratifolius Vahl. 4 AM/ DF/ LN
Bolsa de pastor Zeyheria tuberculosa Vell. 2 AM
Cecropiaceae Embauba Cecropia hololeuca Miq. 2 DF/ SS
prateada
Pau Brasil Caesalpinia echinata Lam. 3 PC
Faveiro de Bolota Parkia pendula Willd. 3 AM/ DF
Eritrina Erytrina mulungu Mart. ex Benth. 3 R
Pau pereira Platycyamus regnelli Benth. 3 AM/ DF
Sete cascas Samanea tubulosa Benth Barneby & J. W. 3 PC/ M/ MQ
Pau ferro Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. 1 CL
Fabaceae Jacaranda Dalbergia violacea Vogel 2 CL
Copaiba Copaifera langsdorfii Desf. 2 Cl/0
Pau sangue Pterocarpus violaceus Vogel 2 CL/DF
Amburana Amburana cearenses Schwacke & Taub 2 PC
Angico farinha Albizia hasslerii Chodat 1 AM
seca
Garapa Apuleia leiocarpa Vogel 2 AM

1. AM - Amarelecimento; B - Bolhosidade; Cl - Clareamento internerval; CL - Clorose; LN - Lesdo necrotica; DF - Deformacéo foliar; M - Mosaico; MQ -

Mosqueado; N - Necrose; PC - Pontos cloroticos; R - Rugosidade e SS - Sem sintoma observado.



Tabela 1. Lista de espécies arbdreas coletadas no Viveiro || da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP), espécies identificadas pela
familia boténica, espécie arborea (nome comum e cientifico), nimero de amostras coletadas e sintomas observados.

Espécies arbéreas Numero de

Familia Botanica Nome comum e cientifico amostras Sintomas?
Guttiferae Pau santo Kielmeyera variabilis Mart. & Zucc 1 CL
Lecythidaceae Jequitiba rosa Cariniana estrellensis Raddi 3 DF
Malvaceae Mutamba Guazuma ulmifolia Lam. 3 CL
Melastomataceae Quaresmeira Tibouchina granulosa Desr. 2 M
Meliaceae Mogno Swietenia macrophylla King 2 PC/ DF
Myrtaceae Eucalipto vermelho Eucalyptus urophylla S.T. Blake 2 DF/ SS
Rhamnaceae Uva do Para Hovenia dulcis Thunb. Voucher. 2 Cl/M
Rutaceae Guaranta Esenbeckia leiocarpa Engl. 2 AM
Sapindaceae Saboneteira Sapindus saponaria L. 1 LN

1. AM - amarelecimento; B - Bolhosidade; ClI - Clareamento internerval CL - Clorose; LN - Les&o necrética; DF - Deformacao foliar; M - Mosaico; MQ -
Mosqueado; N - Necrose e PC - Pontos cloréticos; R - Rugosidade e SS - Sem sintoma observado.
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Figura 2. A-F: Espécies arbdreas coletadas no viveiro Il da Companhia Urbanizadora da Nova
Capital do Brasil (NOVACAP) apresentando sintomas similares aqueles induzidos
por virus de plantas. A. Uva do Para - Hovenia dulcis (mosaico e clareamento
internerval); B. Jequitibd rosa - Cariniana estrellensis (deformacéo foliar); C.
Quaresmeira - Tibouchina granulosa (mosaico); D. Copaiba - Copaifera langsdorfii
(clareamento internerval; E. Pau ferro - Caesalpinia ferrea (clorose) e F. Ipé roxo -
Handroanthus impetiginosus (bolhosidades e necrose).
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Figura 3. A-I: Espécies arbdreas coletadas em viveiro Il da Companhia Urbanizadora da Nova Capital
do Brasil (NOVACAP) apresentando sintomas similares aqueles induzidos por virus de
plantas. A. Garapa - Apuleia leiocarpa (pontos cloréticos); B. Amburana - Amburana
cearensis (mosqueado e pontos cloréticos); C. Mogno - Swietenia macrophylla (pontos
cloréticos); D. Bolsa de pastor - Zeyheria tuberculosa (pontos cloréticos); E. Pau pereira
- Platycyamus regnelli (amarelecimento e deformagéo foliar); F. Guaranta - Esenbeckia
leiocarpa (pontos clordticos); G. Sete cascas - Samanea tubulosa (mosaico e
mosqueado); H. pau santo - Kielmeyera variabilis (clorose e mosqueado) e |. Guatambu
- Aspidosperma parvifolium (clorose).
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Figura 4. A-F: Espécies arboéreas coletadas no viveiro Il da Companhia Urbanizadora da Nova
Capital do Brasil (NOVACAP) apresentando sintomas tipicos induzidos por virus de
plantas. A. Ipé amarelo - Handroanthus serratifolius (clorose); B. Mutamba -
Guazuma ulmifolia (clareamento internerval); C. Angico farinha seca - Albizia
hasslerii (mosaico); D. Pau sangue - Pterocarpus violaceus (pontos cloréticos); E.
Gongalo Alves - Astronium fraxinifolium (clareamento internerval) e F. Eritrina -
Erytrina mulungu (rugosidade).

2.2 Enriquecimento de particulas virais

A fim de realizar enriquecimento para particulas virais foi realizado um processo de semi-
purificacdo (SILVA, 2015) das amostras que foram maceradas em nitrogénio liquido e
organizadas em 3 pools de 10 g cada. Em seguida 100 mL de tampé&o fosfato de sédio 0,1 M,
pH 8 + EDTA 1 mM, pH 8 + B-mercaptoetanol 0,2% foi adicionado a cada pool das amostras
maceradas e filtradas em gaze, sendo entdo, transferidas para tubos falcon (50 mL) e
centrifugados a 4°C numa rotacdo de 5.000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi transferido para
tubos de ultracentrifuga e uma solugdo de sacarose a 20% foi adicionada no fundo do tubo
formando um colchdo de sacarose. Posteriormente as amostras foram ultracentrifugadas a 4°C
em 33.000 g por 2 horas. Apés a ultracentrifugacéo, o sobrenadante foi descartado restando os
péletes. Em seguida procedeu-se a extracdo de RNA de acordo com o protocolo Trizol Reagent
(Life tecnologies). Cada pélete formado foi ressuspendido em 1 mL de Trizol e transferido para
outro tubo de 1, 5 mL, onde foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio por tubo. As amostras foram
agitadas vigorosamente em vortex por 15 segundos e deixadas em temperatura ambiente por 3

minutos. Passado o tempo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g (ou rcf) por 15 minutos
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(min.) em temperatura de 4° C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e adicionou-
se 500 pL de isopropanol. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente por 10 min.
Decorrido o tempo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g (ou rcf) por 10 min. em uma
temperatura de 4° C. ApOs a centrifugacado foi descartado o sobrenadante. Em seguida
adicionou-se 1 mL de etanol 75% e centrifugou-se a 7.500 g (ou rcf) por 5 minutos. Apos a
centrifugacao o etanol foi descartado cuidadosamente para nao perder o pélete, e entdo as
amostras foram deixadas no gelo por aproximadamente 2 min. Para finalizar, o RNA foi
ressuspendido em 40 pL de H20 RNAse-free (agua tratada com DEPC - Dietil Pirocarbonato),

colocadas no gelo por 10-15 min. e armazenadas no freezer a -80°C.

As amostras foram tratadas com RNAstable (Biomatrica) seguindo as recomendactes

do fabricante, para posterior envio para sequenciamento.

2.3 Sequencimento e anélise de dados

O genoma foi sequenciado utilizando a plataforma Illumina Miseq, realizado na
Universidade Catdlica de Brasilia (UCB). Esta plataforma pode produzir até 15 Gb de até 300 pb
por corrida com alto rendimento (HELIXXA, 2014).

A partir dos reads (frangmentos sequenciados) que foram obtidos, pelo sequenciamento
de alto desempenho (lllumina MiSeq), inicialmente procedeu-se uma limpeza a fim de remover
as extremidades, resultando em sequéncias com boa qualidade utilizando-se o programa CLC
Genomics Workbench 8.0 (QIAGEN, 2015). A partir dai entdo, foi possivel montar os contigs

nesse mesmo programa.

Os contigs gerados foram importados para o programa Geneious v.7.1 (KEARSE et al.,
2012) onde criou-se um banco de dados (Viral RefSeq) com sequéncias virais de interesse, em
seguida os contigs gerados foram comparados contra esse banco de dados e também foram
submetidos a anéalise com sequéncias depositadas no GeneBank (Genetic Sequence Database)
do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), juntamente com o programa BLASTX (Basic Local Alignment
Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990).Desta forma observou-se o alinhamento com diversas

espécies virais.

A partir das sequéncias consenso geradas, baseadas nos virus detectados pelo
seguenciamento de alto desempenho, foi possivel desenhar primers especificos (no programa

VectorNTl, Invitrogen) para a deteccéo viral nas amostras individuais (Tabela 2).
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Tabela 2. Sequéncia de primers sintetizados para a detec¢ao de espécies virais obtidas a partir
de NGS (Next Generation Sequencing)

Tamanho do

Identificacdo Sequéncia Tm (°C) o
amplicon (pb)
*HDAV! F 5' CCACCCAATCGCGAGAGATTAA 3'
57 503
HDAV R 5 TTGTACAACTGCGCCTCCGAC 3
MIKA? F 5 ACAAAACGGCTGGCAACTTG 3’
60 523
MIKA R 5 TTAATGGGGTTGCAGGGCTT 3’
BBWV? F 5 CGCGCTCATAGCCAAACAAA 3’
59 558
BBWVR 5 GCTTTAGCTCGCATGATGCC 3’
EVCV*F 5 ACACGGTAAATGATAGCTACAGACT 3’ 5 S66
EVCVR 5 TTCAATCCGTCCTTAGCCAAGA 3’
CPMMV®F 5 TTCCAAAGGCTGCTGATGGT 3’
60 619
CPMMV R 5 GTATGGCAGCGGGATTCTCA 3’
CSMVeF 5 ATTGAAAACGCGACCTGCAC 3’ 5 671
CSMV R 5 GCGGGATAAGCTCACCAAGT 3
SVBV’ 5 GCAAGTTCGGATAGCAGAAGG 3’ . 616
SvBvV 5 TTCTGACCAGTGCCATTTCT 3’

IHDAV - Hovenia dulcis associated virus* (espécie selecionada para a recuperacdo do genoma completo);
2MIKA - Mikania micrantha mosaic virus; BBWV? - Broad bean wilt virus; EVCV* - Eupatorium vein clearing
virus; CPMMV? - Cowpea mild mottle virus; CSMV® - Cowpea severe mosaic virus e SVBV’ -Strawberry vein
banding virus.
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2.4 Extracdo de RNA das plantas coletadas no viveiro Il da Companhia
Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP)

A extracdo de RNA foi realizada utillizando os protocolos Hot Phenol
(VERWOERD,1989), no entanto para algumas amostras nao foi possivel extrair o acido nucléico
com qualidade seguindo esse protocolo. Desta forma utilizou-se um segundo protocolo CTAB
(GASIC, 2004).Para a extragéo pelo protocolo Hot Phenol, 3 discos foliares (aproximadamente
250 mg do material vegetal) foram macerados em nitrogénio liquido e imediatamente adicionou-
se 300 pL do tampéo de extracédo (0,1M LiCl, 100 mM Tris HCI pH=8, 10 mM EDTA, 1% SDS)
acrescido de 300 pL de fenol que foi inicialmente pré-aquecido a 80°C. Em seguida, adicionou-
se 350 pL de HEPES e as amostras foram depositadas imediatamente em gelo. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 13000 x g por 5 minutos a temperatura de 4° C. Apls a
centrifugacao retirou-se 600 pL do sobrenadante que foi transferido para novo tubo de 2, 0 mL.
Logo em seguida adicionou-se 600 pL de clorofil (cloroférmio/isoamilico 24:1) e as amostras
foram agitadas manualmente por 2 minutos, seguida de centrifugacéo de 13.000 xb g 4° C por 7
minutos. Aproximadamente 550 uL do sobrenadante foi transferido para novo tubo de 1, 5 mL e
adicionou-se 550 pL de cloreto de litio (LICL) a 4M e as amostras foram deixadas precipitando a
4° C overnight. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 20 minutos a
4°C. ApOs a centrifugacao, foi descartado todo o liquido, cuidadosamente, para ndo perder o
pélete e os tubos foram deixados em papel toalha invertidos para secagem. Apds a secagem foi
adicionado 200 pL de tampdo ProtK e 20 pL Protease K (20mg/mL) e as amostras foram
incubadas a 37° C por 30 minutos. Apés esse tempo na estufa adicionou-se 420 pL de fenol e
procedeu-se a agitagdo manual, seguida de centrifugacdo a 13.000 x g por 7 minutos a 4° C. A
seguir, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi adicionado ao sobrenadante 380
uL de cloroférmio puro. Em seguida, os tubos foram agitados manualmente por inversao e com
posterior centrifugagéo a 13.000 x g por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi passado para um
novo tubo e adicionou-se 0,1 volume de acetato de sddio (NaAc 3M pH 5,5) e 2,5 volumes de
etanol absoluto (EtOH). As amostras foram deixadas a - 20°C por 20 minutos. Decorrido esse
tempo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 15 minutos a 4° C. O liquido foi
descartado e adicionou-se 500 puL de etanol 70% (EtOH) e as amostras foram centrifugadas
novamente a 13.000 x g por 5 minutos a 4°C para lavar o pélete. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente para ndo perder o pélete e os tubos foram deixados invertidos em papel toalha
para secarem. O pélete foi ressuspendido em 30 pL de TE (Tris-EDTA, 10/0,1 somente para
RNA) e armazenados a -80°C. A extracado foi confirmada em gel de agarose a 1% RNAse free
(Figura 5A).

A extracdo de RNA seguindo o protocolo CTAB (GASIC,2004) foi realizada apenas para
as seguintes amostras: quaresmeira, pau Brasil, Gongalo Alves e faveira de bolota da seguinte
maneira: trés discos foliares foram cortados e imediatamente congelados em N: liquido.

Paralelamente 1,0 mL tampéo de extracdo (TE) (2% CTAB - Brometo cetiltrimetilamonio); 2%
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PVP; 100 mM tris/HCL, pH 8; 25 mM EDTA; 2 M NaCL; 2% mercaptoetanol) foi pré aquecido a
60°C e adicionou-se 2 % de mercaptoetanol imediatamente antes do uso. Logo apés as amostras
terem sido maceradas foi adicionado o tampéao pré-aquecido no tecido vegetal. As amostras
foram agitadas em vértex por aproximadamente 10 segundos. A seguir, as amostras foram
incubadas a 60 °C por 15 minutos sob agitacdo constante em shaker. Apds a agitacdo foi
adicionado um volume igual de clorofil (cloroférmio:alcool isoamilico 24:1), seguido de nova
agitacado por 10 minutos, e de centrifugagéo a 7.649 x g por 10 minutos. Coletou-se a fase aquosa
para um novo tubo de 1, 5mL e repetiu-se 0s passos anteriormente citados. Em seguida,
adicionou-se a fase aquosa 1/3 do volume da solucéo de cloreto de litio a 7,5 M. e os tubos foram
deixados na geladeira precipitando a 4°C overnight. No dia seguinte, as amostras foram
centrifugadas a 7.649 x g por 30 minutos e o sobrenadante foi entdo descartado. O precipitado
foi solubilizado em 180 pL de H20 milli Q (tratada com DEPC) e adicionou-se 0,2 volumes de
etanol absoluto a cada amostra, as quais foram deixadas precipitando por 2 horas a - 20°C.
Passado o tempo, as amostras foram centrifugadas a 7.649 x g por 30 minutos. Logo ap@s, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi lavado com etanol 70 % seguido de
centrifugacdo a 7.649 x g por 10 minutos. O pélete formado foi solubilizado em 20 pL de H20
Milli Q tratada com DEPC. A extracao foi confirmada em gel de agarose a 1% RNAse free (Figura
5B).

Figura 5 A-B. Gel da extragdo de RNA das amostras coletadas no viveiro Il da
Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP). A.
Protocolo Hot Phenol. 01. Pau santo (Kielmeyera variabilis); 2. Pau
Pereira (Platycyamus regnelli); 3. Saboneteira (Sapindus saponaria); 4.
Guatambu (Aspidosperma parvifolium); 5. Guarantd (Esenbeckia
leiocarpa); 6. Uva do Para (Hovenia dulcis). B. Protocolo CTAB. 1.
Quaresmeira (Tibouchina granulosa); 2. Gongalo Alves (Astronium
fraxinifolium); 3. Pau Brasil (Caesalpinia echinata); 4. Faveiro de bolota
(Parkia pendula). As amostras foram visualizadas em gel de agarose a
1%.
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2.5 Analise molecular da sequéncia proveniente do sequenciamento de alto

rendimento.

2.5.1 Deteccdo de Hovenia dulcis associated virus - HDAV por RT - PCR

O DNA complementar (cDNA) foi obtido a partir da sequéncia do primer reverse que foi
sintetizado de acordo com genoma da espécie aqui denominada Hovenia dulcis associated virus
(HDAV) detectado a partir do sequenciamento de alto rendimento. A reag&o foi realizada
utilizando-se a transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) de acordos com o manual do fabricante.
A reacdo de transcrigao reversa foi realizada para um volume total de 20 uL, sendo utilizada na
reagdo 10 uL de RNA total, 1 yL do primer HDAVR (10 uM) 5' TTGTACAACTGCGCCTCCGAC
3'e 1 uL de dNTP (10 mM) sendo incubada por 5 minutos a 70°C. Em seguida adicionou-se a
reagao 4 uL do tampao de enzima, 1 yL de RNase OUT (40 U/ pL, Invitrogen), 1 uL da enzima
M-MLV (200 U/uL), 1 yL DTT 100 mM e 1 yL de H20 milli-Q. As amostras foram incubadas por

60 minutos a 37°C e por 15 minutos a 70°C para inativagao da enzima.

Para as reacdes de amplificacéo a partir do cDNA das amostras coletadas, utilizou se o
par de primers especificos denominados HDAVF/HDAVR (Tabela 2) e que foram sintetizados a
partir da sequécia genémica originada do sequenciamento de alto rendimento. Estes primers
flanqueiam uma regido para a capa proteica. O produto obtido ap6s PCR ao utilizar esses primers
€ um amplicén de 803 (pb). Esse amplicdn apresenta um sitio para Bglll gerando dois fragmentos
(500 e 300 pb). As condicBes da PCR encontram-se descritas a seguir: 1. temperatura inicial:
94°C durante 2 minutos e posteriormente 34 ciclos sendo cada um deles composto por 2.
Desnaturacéo: 94°C por 30 segundos, 3. Anelamento: 60°C por 55 segundos e 4. Extenséo:
72°C por 1 minuto. As reagdes foram realizadas para um volume total de 12,5 uL. O produto da

PCR foi visualizado em gel de agarose a 1% e corado em brometo de etideo.

2.6 Clonagem do fragmento originado da RT- PCR com primers para Hovenia dulcis

associated virus - HDAV cuja sequéncia foi obtida por NGS (Next Generation Sequencing)

Os amplicons obtidos foram eluidos do gel de agarose utilizando o kit “GFX” (GE
Healthcare), seguindo as instru¢des do fabricante. Em seguida, foram ligados em pGEM-T Easy
Vector (Promega) (Figura 6) gerando o pGEM-T Easy- HDAV 803. A reacédo de ligacdo do
fragmento amplificado no vetor foi realizada de acordo com as recomendagdes do fabricante do
vetor. Para a ligacéo utilizou-se 1 uL de pGEM-T Easy Vector (50 ng/uL), 5 uL de tampéo de
ligacdo 2 X, 1 uL da enzima T4 DNA ligase (3 U/uL) e 3 pL do fragmento amplificado, em um
volume final de 10 pL. Em seguida, a reacao foi incubada a 4°C por 15h. Apés a ligagéo, o DNA
foi precipitado com N-butanol. Uma aliquota de 2 pL foi adicionada as células competentes (40
ML) de Escherichia coli DH5a para transformagao por eletroporagdo. Em seguida foi adicionado

860 pL de meio LB liquido (solugdo autoclavada de 5 g NaCl, 5 g triptona e 2,5 g extrato de
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levedura, em 500 mL de agua destilada, a pH 7,5 e incubou-se por 1 h a 37°C. As células
transformadas foram plaqueadas em meio LB sélido (LB liquido adicionado de agar
bacteriol6gico) juntamente com ampicilina (100 ug/mL), 40 yL de X GAL (20 mg/L) e 10 pL de
IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) (100 mM). As placas foram incubadas por uma
noite a 37°C. Todos o0s procedimentos seguiram as recomendacdes dos fabricantes e indicacdes
contidas em Sambrook et al. (1989). Apés esse periodo colbnias identificadas possuindo o
inserto de cada placa foram retiradas e colocadas para crescimento em tubo falcon contendo
meio liquido LB e ampicilina (1:1). Os tubos foram incubados por 12 horas a 37° C com rotagao
de 174 rpm. No dia seguinte foi realizada extracdo de DNA plasmidial. Posteriormente, as
amostras foram digeridas com endonuclease de restricdo EcoRl em um volume de 15 uL. A
digestao foi realizada com as seguintes condi¢8es: agua Milli Q: 10 pL, Buffer H (10X): 1,5 pL,
RNAse A: 10 mg/mL: 0,1 uL, ECO RI: 0,4 uL e DNA: 3 yL. As amostras foram incubadas a uma
temperatura de 37°C durante 4 horas. ApGs a digestéo o produto foi vizualiado diretamente em
gel de agarose a 1%.
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Figura 6. Esquema do vetor plasmidial pGEM-T Easy Vector.
Fonte:promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem_t-easy-
vector-systems.

2.7 Extrac8o de DNA das amostras arbdreas coletadas no viveiro Il da Companhia
Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP)

O DNA total foi extraido das amostras utilizadas seguindo o protocolo CTAB (Brometo

de Cetil Trimetilamdnio) (BOITEUX et al., 1999) adaptado. Discos foliares de cada amostra foram
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colocados em tubos de eppendorf (1,5 mL) e macerados em nitrogénio liquido. Depois de
maceradas foram adicionados 700 uL de tampédo CTAB e 3-mercaptoetanol (0,2%). A seguir 0s
tubos foram levados ao banho-maria por 10 minutos a uma temperetaura de 65° C e deixados
em temperatura ambiente por 3 minutos. Apés esse tempo adicionou-se aos tubos 600 pL de
clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico, 24:1). Em seguida as amostras foram colocadas sob
agitagdo vigorosa em vortex. As amostras foram entdo, submetidas a centrifugagdo de 13.200
rpm por 5 minutos. Aproximadamente 450 pL do sobrenadante foi transferido para outro tubo e
foi adicionado 300 pL de isopropanol (2/3 do volume do sobrenadante). Os tubos foram agitados
manualmente por inversao e em seguida foram centrifugados durante 13 minutos a 13.200 rpm.
O sobrenadante foi descartado e o pélete foi lavado em 500 pL de alcool 70% com posterior
centrifugacdo de 13.200 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram
colocados invertidos em papel toalha para secarem a temperatura ambiente. Os péletes
formados foram ressuspendidos em 100 pL de H,O Milli-Q. O DNA foi visualizado em gel de
agarose a 1% e corado em brometo de etidio. As amostras foram armazenadas em freezer -
20°C.

O DNA extraido das amostras também foi submetido a rea¢do de RCA (Rolling circle
amplification) (INOUE- NAGATA et al., 2004). O produto da RCA foi utilizado na reacdo de PCR
para a identificacdo de Begomovirus com o uso dos primers PALIv1978/PAR1c496 (tamanho do
amplicon de aproximadamente 1.200 pb) (ROJAS et al., 1993). Esse par de primers foi utilizado
nas amostras florestais.

2.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) das amostras provenientes da
Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP)

ApOs a extracdo de DNA das amostras e RCA, realizou-se reacdes de PCR para
deteccdo de espécies de Begomovirus, utilizando o par de primers PAL1v1978 (5%
GCATCTGCAGGCCCAACTYGTCTTTYCCNGT-3") e, PAR1c496 (5"
AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG-3") para o componente do DNA A (ROJAS et al.,,
1993). As reacBes foram realizadas para um volume total de 12,5 yL, contendo 1,25 pL de
Tampdao 10X da enzima Taqg Polimerase (100 mM Tris-HCI, pH 8,3 e 500 mM KCI, Invitrogen),
0,38 pyL de MgCl2 (50 mM, Invitrogen), 0,25 pL dNTPs (2,5 mM, Invitrogen), 0,25 uL de cada
primer PAL1v1978/PAR1c1496 (10 uyM), 0,1 yL da enzima Taq Polimerase (5U/uL, Invitrogen),
8,02 pL de agua MiliQ e 2 yL de DNA. As reagdes foram amplificadas em termociclador (Bio-
Rad) programado com as seguintes condi¢Bes: 1. temperatura inicial - 94°C durante 2 minutos
e, posteriormente, 35 ciclos sendo cada um deles, 2. Desnaturagédo: 94°C por 30 segundos, 3.
Anelamento: 55°C por 1 minuto e 4. Extensdo: 72°C por 3 minutos. O produto da PCR foi

visualizado em gel de agarose a 1% e corado em brometo de etideo.
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2.9 Andlise filogenética da sequéncia de Hovenia dulcis associated virus - HDAV

proveniente do NGS (Next Generation Sequencing)

Para a analise filogenética, as sequéncias de aminoacidos foram alinhadas utilizando-se
a ferramenta MAFFT disponivel no programa Geneious 7.1 (KEARSE et al., 2012) e, para a
construcdo da arvore foi utilizado o método de maxima verossimilhanga disponivel no programa
Geneious. Utilizou-se o algoritmo Fastree (PRICE et al., 2009) com bootstrap de 1000 repeticdes.

Para a analise filogenética foram utilizadas as sequéncias das regides conservadas dos
seguintes dominios: Protease e RNA dependente de RNA polimerase (PRO/POL) pertencentes
aos membros da ordem Picornavirales. As sequéncias que foram utilizadas estdo depositadas

GenBank e encontram-se listadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Sequéncias dos genomas de alguns representantes da ordem Picornavirales por familia/género selecionadas de acordo com o ICTV (International
Committee on Taxonomy of Viruses) para a construcao da arvore filogenética utilizando os dominios (PRO/POL - protease e RNA dependente de RNA

polimerase).

Familias

Géneros

Espécies

NUmero do acesso

Referéncia

(GenBank)
. . o Cricket paralysis virus (CrPV) NC_003924 Wilson et al., 2000
Dicistroviridae Cripavirus : .
3)* Triatoma virus (TrV) NC_003783 Scodeller et al., 2000
Aparavirus Taura syndrome virus (TSV) NC_003005 Mari et al., 2002
Infectious flacherie virus (IFV) NC_003781 Isawa et al.,1998
Iflaviridae ) Deformed wing virus (DWV) NC_004830.2 Lanzi et al., 2006
1)* avirus Sacbrood virus (SBV) NC_002066 Ghosh et al., 1999
Perina nuda virus (PnV) NC_003113 Wu et al., 2002
Marn(al\;irldae Marnavirus Heterosigma akashiwo RNA virus (HaRNAV) NC_005281 Lang etal,, 2004
Parechovirus Human parechovirus (HPeV) NC_001897 Johansson et al., 2002
Picornaviridae - — -
(29)* Kobuvirus Aichi virus (AIV) NC_001918 Yamashita et al., 1998
Enterovirus Human enterovirus C (HEV- C) NC_002058.3 Kafasla et al., 2010
**Comovirus Cowpea mosaic virus (CPMV) NC_003549 Lomonossoff; Shanks, 1983
**Nepovirus Arabis mosaic virus (ArMV) NC_006057 Wetzel et al., 2004
Secoviridae *Cheravirus Cherry rasp leaf virus (CRLV) NC_006271 Thompson et al., 2004
(8)* *Torradovirus Tomato torrado virus (ToTV) NC_009013 Verbeek et al., 2007
(2)** o Strawberry mottle virus (SMoV) NC_003445 Thompson et al.,2002*
*Sequivirus Parsnip yellow fleck virus (PYFV) NC 003628 Turnbull-Ross et al., 1993
*Waikavirus Rice tungro spherical virus (RTSV) NC 001632 Shen et al., 1993

*informacéo entre paréntese refere-se ao nimero de géneros classificados nas familias, entretato para andlises filogenéticas seis géneros foram considerados. **

refere-se a subfamilia Comovirinae e *** género néo definido de acordo com o ICTV (ictvonline.org/index.asp). Estes acessos foram selecionados de acordo com

KING et al. (2012).
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3. Resultados e Discusséao

3.1 Andlise das sequéncias provenientes do sequenciamento de alto desempenho.

As sequéncias foram analisadas e apos o sequenciamento obteve-se aproximadamente
5.005.013 milh&es de reads (fragmentos sequenciados) no programa CLC Genomics Workbench
v.8.0 (CLC Bio). Destes foram obtidos 2.162 contigs a partir das regiées concisas dos reads
produzidos. Observou-se o alinhamento com diversas espécies virais tais como: Cowpea mild
mottle virus -CPMMV (género Carlavirus e familia Betaflexiviridae), Eupatorium vein clearing
virus e Strawberry vein banding virus - SVBV (género Caulimovirus e familia Caulimoviridae),
Cowpea severe mosaic virus - CPSMV (género Comovirus e familia Secoviridae), Broad bean
wilt virus - BBWV e Mikania micrantha mosaic virus - MMMV (género Fabavirus familia
Secoviridae). Com base nestas sequéncias de tamanhos (595 - 1096 pb) e reads (17 - 60)
maiores que as demais, primers foram desenhados (Tabela 2) e serdo testados nas plantas

individuais futuramente.

Essas espécies e demais virus que também foram detectados pela analise
metagendmica encontram-se listados na Tabela 4.
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Tabela 4. Virus detectados pela analise metagendémica, comprimento da sequéncia em pares de bases, identidade, E- value (valor estatistico do

alinhamento) e namero total de reads por espécie virus.

Comprimento da

Género Organismo sequencia % identidade E - value Total de reads
Banana streak mysore virus 349 56.5 3.20e-31
Badnavirus Citrus yellow mosaic virus 241 48.6 3.04e-14 4
Dioscorea baciliform virus 55 54.5 3.83e-28 41
Carlavirus Cowpea mild mottle virus 1186 95.6 1.58e-152 56
Eupatorium vein clearing virus 645 40 1.51e-12 60
Figwart mosaic virus 374 46.2 1.02e-13 6
Caulimovirus Lamium leaf distortion virus 331 46.8 1.21e-22 20
Rudebeckia flower distortion virus 262 58.8 7.72e-24 4
Strawberry vein banding virus 595 33.9 3.60e-16 56
Bean pod mottle virus 346 68.9 2.08e-38 7
Comovirus Cowpea severe mosaic virus 635 65.7 8.09e-39 20
Turnip ringspot virus 354 51.9 7.51e-19 14
Fabavirus Broad bean wilt virus 1096 36.6 1.69e-27 24
Mikania micrantha mosaic virus 781 58.2 1.03e-46 17
Petuvirus Petunia vein clearing virus 442 38.4 9.29e-26 18
Tospovirus Groundnut ringspot virus 79 98.3 6.40e127 15
Totivirus Black raspberry virus 292 33.6 2.81e-16 18
Soymovirus Cestrum yellow leaf curling virus 331 64 2.55e-29 4
Hovenia dulcis associated virus 9529 23.4 4.21e-35 8724

*Destaque em azul - Espécies virais selecionadas (estudos futuros) de acordo com o comprimento da sequéncia gendmica.
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3.2. Novo membro da ordem Picornavirales: Hovenia dulcis associated virus -

HDAYV detectado pela analise metagendmica em espécies arboreas no Distrito Federal

A andlise gendmica juntamente com as tecnologias de sequenciamento de nova geracéo
tem revolucionado os estudos gendmicos em termos de tempo e eficacia. Essas metodologias
tém proporcionado o sequenciamento de genomas inteiros, além de que, essa tecnologia tem
revelado uma alta diversidade viral em diferentes ambientes (ROOSSINCK, 2012), entretanto
grande maioria dessa diversidade € representada por virus ainda desconhecidos (ROSARIO;
BREITBART, 2011). Vérios estudos tém mostrado a detecgdo viral em ambientes como fezes
humanas (FINKBEINER et al.,, 2008), solo (WILLIAMSON et al., 2003) e plantas (ADAMS;
KREUZE, 2009).

Estudos envolvendo metagendmica e plataformas de sequenciamento de nova geracao
tem ajudado a compreender os virus no ambiente, sua funcionalidade, como também realizar
sua anélise evolutiva (WILLIAMSON, 2011), entretanto a detec¢do viral em espécies arbéreas
ainda é pouco explorada no Mundo e no Brasil. No Brasil, estudos de diversidade viral ocorrendo
em sistemas naturais e em espécies arboreas usadas para arborizacdo € incipiente. De acordo
com Roossinck (2012) um dos motivos para a falta de conhecimento sobre diversidade viral

nestas espécies pode ser a falta de sintomas exibidos pelas plantas.

Neste trabalho utilizando-se NGS detectou-se véarias espécies virais classificadas
basicamente em duas familias de virus: Caulimoviridae (géneros Caulimovirus e Badnavirus) e
Secoviridae (géneros Fabavirus e Comovirus) (Tabela 4). Entretanto uma espécie
provavelmente nova para a Ciéncia foi recuperada com maior sequéncia gen6mica (9.529
nucleotideos) e nimero de reads (8.724). Inicialmente esta sequéncia foi submetida a um
BLASTX quando comparados contra um banco de dados no GenBank. Apds algumas analises
filogenéticas essa espécie foi denominada como Hovenia dulcis associated virus (HDAV) (ordem

Picornavirales).

A ordem Picornavirales engloba espécies virais que apresentam acido nucleicos do tipo
ssRNA+, particulas com diametro variando entre 25 e 30 nm e um variado conjunto de
hospedeiras que vao desde algas, vertebrados, invertebrados e plantas. Diferencas em
hospedeiras, segmentacao (mono ou bipartido) e organizagdo gendmica permitem a separacao
das cinco familias classificadas nesta ordem (Dicistroviridae, Iflaviridae, Marnaviridae,
Secoviridae e Picornaviridae) (ICTV, 2014) (KING et al., 2012; ICTV, 2014).

Caracteristicas das familias e géneros na ordem Picornavirales encontram-se listados

abaixo. As informacgdes sobre taxonomia foram extraidas de King et al. (2012) e ICTV (2014).
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Dicistroviridae (géneros Aparavirus, Cripavirus e Triatovirus): as espécies séo
caracterizadas pelo genoma monopartido, organiza¢cdo em 2 ORFs (Figura 7) e

possuem insetos como hospedeiras.

Iflaviridae (genéro Iflavirus): membros desta familia séo caracterizados por
apresentarem genoma monopartido, que codifica uma Unica poliproteina. A
regido inicial é constituida por proteinas que codificam as proteinas capsidiais, ja
a regido final é responséavel por codificar as proteinas ndo estruturais Helicase,
Protease e RNA dependente de RNA polimerase (HEL/PRO/POL) Figura 7.

Marnaviridae (género Marnavirus): género monotipico que apresenta como
espécie - tipo Heterosigma akashiwo RNA virus (LANG et al. 2004) e infecta

algas.

Secoviridae (subfamilia Comovirinae géneros - Comovirus, Fabavirus e
Nepovirus e géneros sem subfamilia Cheravirus, Sadwavirus, Sequivirus,
Torradovirus e Waikavirus). Os membros dessa familia apresentam genoma
monopartido (Sequivirus e Waikavirus) e bipartido (RNA 1 e RNA 2) Figura 7.

Todos os membros da familia séo conhecidos por infectarem plantas.

Picornaviridae (géneros Aphthovirus, Avihepatovirus, Cardiovirus, Enterovirus,
Erbovirus, Hepatovirus, Kobuvirus, Parechovirus, Sapelovirus, Senecavirus,
Teschovirus e Tremovirus) (KING et al., 2012). Recentemente novos géneros
foram adicionados dentro dessa familia sdo eles (Aquamavirus, Avisivirus,
Cosavirus, Dicipivirus, Gallivirus, Hunnivirus, Kunsagivirus, Megrivirus,
Mischivirus, Mosavirus, Oscivirus, Pasivirus, Passerivirus, Rosavirus,
Sakobuvirus, Salivirus e Sicinivirus) (ICTV, 2014. Os géneros descritos infectam
0s seguintes grupos de vertebrados: aves (13), humanos (9), suinos (4), bovinos

(2), roedores (2) e equinos (1) entre outros.
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Figura 7. Organizagdo gendmica dos membros da ordem Picornavirales. Hel - Helicase; Pro -
Protease; RdRp - RNA polimerase dependente de RNA. Na extremidade 5’ os circulos
representam a proteina VPg ligada covalentemente a essa extremidade; MP - proteina
de movimento; Os quadrados em laranja representam os dominios para a capa proteica.
Na extremidade 3’ A (n) - cauda Poli A. HaRNAV - Heterosigma akashiwo RNA virus;
CrPV - Cricket paralysis virus; IFV - Infectious flacherie virus; RTSV - Rice tungro
spherical virus; PYFV - Parsnip yellow fleck virus; SDV - Satsuma dwarf virus; CPMV -
Cowpea mosaic virus; FMDV - Foot-and-mouth disease virus; AIV - Aichi virus. (*)
espécie tipo de cada género. Fonte: GALL et al. (2008) adaptado.

Hovenia dulcis associated virus (HDAV) apresentou 23% de identidade de nucleotideos
com uma espécie viral que infecta arroz: Rice tungro spherical virus - RTSV (género Waikavirus,
e familia Secoviridae). O género Waikavirus compreende trés espécies virais que infectam
plantas da familia Poaceae (sorgo, trigo, milho, arroz e milheto) e Apiaceae (coentro e cicuta).
Todas as espécies de Waikavirus sdo monopartidas com uma Unica ORF. O espécime estudado
possui duas ORFS: ORF 1: apresenta 5.685 pb com os dominios helicase, protease e RNA
dependente de RNA Polimerase (HEL/PRO/POL) e ORF 2: com 2.541pb e apresentando o

dominio para a CP conforme representado na Figura 8.
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Figura 8. Organizacdo gendmica de Hovenia dulcis associated virus (HDAV) cuja sequéncia
foi obtida por meio do sequenciamento NGS (Next Generation Sequencing).

Observou-se ainda uma identidade de aminoacidos de 23% de HDAV com Cricket
paralysis virus - CrPV (género Cripavirus e familia Dicistroviridae). Esta familia foi reconhecida
por Mayo (2002) e é caracterizada por apresentar espécies com genoma monopartido contendo
duas ORFs que codificam duas poliproteinas (Figura 7). A primeira esta relacionada a replicacéo
viral contendo os seguintes dominios conservados: HEL/PRO/POL. A segunda ORF é
responsavel por codificar a proteina capsidial. Na regido 5' as espécies apresentam uma proteina

VPg e uma cauda poli A na extremidade 3'.

O genoma apresenta ainda uma estrutura composta de aproximadamente 200
nucleotideos denominada IRES localizada entre as duas ORFs, responsavel por iniciar o
processo de traducéo, independente da acdo dos fatores de transcrigcdo (JAN; SARNOW, 2002).
Nesta familia, até o presente foram descritas 15 espécies distribuidas nos géneros Aparavirus e
Cripavirus (ICTV, 2014). Todas as espécies apresentam em comum insetos (artrépodes) como

suas hospedeiras.

O género Aparavirus é constituido por seis espécies que encontram-se listadas a seguir:
Israeli acute paralysis virus - IAPV, Kashmir bee virus - KBV, Mud crab virus, Solenopsis invicta
virus 1 - SINV 1, Taura syndrome virus - TSV, sendo a espécie Acute bee paralysis virus - ABPV,

a espécie tipo desse grupo.

O género Cripavirus € representado por nove espécies virais: RhPV, Aphid lethal
paralysis virus - ALPV, Plautia stali intestine virus - PSIV, Black queen cell virus - BQCV,
Drosophila C virus - DCV, Himetobi P virus - HiPV, Homalodisca coagulata virus 1 - HoCV-1,
Triatoma virus - TrV, sendo a espécie tipo desse género o virus CrPV. Maiores detalhes podem

ser encontrados na revisdos de Booning (2009).

A organizacdo genbmica de HDAV se assemelha com a organizacdo gendmica de
membros de Dicistroviridae, entretanto conforme mencionado anteriormente, nesta familia, todas
as espécies descritas infectam insetos (GORDON, 2006; BONNING, 2009; ICTV, 2014). De
acordo com Gildow (1990) existe um Unico relato de que Ropalosiphum padi virus, uma das nove
espécies de Cripavirus, comumente relatada infectando afideos foi detectada em Ropalosiphum

padi apresentando transmissao vertical e horizontal na planta. Neste caso, analises filogenéticas
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realizadas comparando sequéncias de aminoacidos, coloca o RhPV proximo a familia
Dicistroviridae (KING et al., 1987), entretanto andlises comparando com as sequéncias de RdRp

colocam este virus proximo ao género Comovirus (familia Secoviridae) (MOON et al., 1998).

Neste caso, postulou-se, inicialmente, a hipétese de que HDAV poderia ser acomodado
na familia Dicistroviridae, proximo a Cripavirus, entretanto a identidade de aminoacidos entre

eles foi baixa.

Além disso, analises filogenéticas seguindo os critérios para a ordem Picornavirales, que
incluem comparacdes entre a PRO-POL posicionaram a espécie em estudo no mesmo segmento
de origem da familia Picornaviridae sugerindo um ancestral comum para os membros desta

familia e a espécie aqui estudada (Figura 9).

Nessa figura a maioria dos ramos ficaram bem representados com valor maior de 50%
de bootstrap, entretanto a arvore foi alinhada a fim de proporcionar melhor visualizagdo e nédo
apresentar informacg8es sobre a quantidade de mudancgas genéticas que podem ter ocorrido

entre 0s organimos.
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Figura 9. Arvore filogenética, gerada entre os membros da ordem Picornavirales e a
espécie Hovenia dulcis associated virus (HDAV) detectada por NGS (Next
Generation Sequencing). Para a construcdo da arvore foi utilizado os
dominios (PRO/POL - protease/polimerase), derivada do método de
Maxima Verossimilhangca implementado no algaritmo Fastree e valor de
bootstrap com 1000 replicatas. Os ramos em rosa representam:
Dicistroviridae, em laranja familia: Iflaviridae, em azul familia: Marnaviridae,
em amarelo a familia: Picornaviridae e em verde familia: Secoviridae. Os
acessos e acrbnimos encontram-se na Tabela 3.
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A espécie aqui relatada compartilha varias caracteristicas com os membros da ordem
Picornavirales (virus de RNA fita simples, senso positivo), incluindo a organizacdo genémica que
apresenta uma regido conservada com os seguintes dominios HEL/PRO/POL (KING et al.,
2012). Possivelmente essa espécie apresenta um sitio catalitico na regido 3C protease que mais
se aproxima a uma serina que uma cisteina. De acordo com Gall et al. (2008) diferentes familias
na ordem Picornavirales, assim como familias proximas aos picornavirus podem ser separadas
de acordo com varias caracteristicas. Dentre elas podemos citar serina (familia Marnaviridae) e
os demais representantes da ordem apresentam cisteina. A espécie aqui estudada possui serina
e nédo cisteina (CULLEY et al., 2005), ao contrario dos outros membros desta ordem que
apresentam uma cisteina na regiéo da PRO.

A arvore filogenética revelou que a espécie detectada Hovenia dulcis associated virus
apresenta caracteristicas inerentes e que ndo se agrupa com nenhum género dentro da ordem
Picornavirales e que, possivelmente, esta espécie (HDAV) esteja utilizando as plantas como
possivel hospedeira. Desta forma, fica claro que este trabalho mostra a necessidade de obter

mais informacdes sobre essa nova espécie.

3.3 Deteccdo de Hovenia dulcis associated virus (HDAV) nas espécies arbdreas

coletadas no viveiro Il Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP)

O acido nucleico (RNA total) foi extraido individualmente de todas as amostras. Primers
especificos (HDAVF e HDAVR) foram sintetizados e realizou-se RT-PCR para cada uma das 60
amostras, para trés amostras de trés espécies botanicas distintas (bolsa de pastor - Zeyheria
tuberculosa, pau santo - Kielmeyera variabilis e uva do Para - Hovenia dulcis houve amplificacéo
de fragmento de 803 pb (Figura 10A), entretanto apds clivagem com Bglll, apenas a amostra

uva do Para mostrou os fragmentos de 500 e 300 pb como resultado da digestao (Figura 10B).
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800bp
500bp

500bp

300bp

Figura 10 A-B. Resultado da RT- PCR para HDAV. Amostra positiva para Hovenia dulcis
associated virus (HDAV). A - Gel de agarose a 1% apds RT-PCR usando
os primers HDAVF e HDAVR. (amplicon de 803 pares de base - pb) e
B. Gel de agarose a 1% para verificar a digestdo do amplicén de 803 pb
com a enzima Bglll. Amostra 1. Uva do Para (Hovenia dulcis), 2. Bolsa
de Pastor - Zeyheria tuberculosa e 3. Pau Santo - Kielmeyera variabilis;
4. Controle negativo. M: marcador 1 kb Ladder (Thermo Scientific).

3.4 Confirmacgao da clonagem do amplicén proveniente da RT- PCR de Hovenia
dulcis associated virus em pGEM-T Easy

A clonagem do pGEM-T Easy- HDAV 803 foi confirmada em gel de agarose a 1%
(Figura 11A) mediante digestdo com Eco RI. Uma digestdo com Bglll também foi realizada
apos PCR com primers para HDAV visando confirmar o clone Figura 11B.

800 pb

800 pb
500 pb

500 pb

Figura 11A-B. Confirmacédo do clone pGeM-T Easy- HDAV 803. A.
Gel de agarose a 1% com digestdo com EcoRI para
confirmar a clonagem do amplicon de 803 pb em
vetor pGEM-T Easy. B. Fragmento obtidos apos PCR
usando primers para Hovenia dulcis associated virus
- HDAV (M: marcador 1 kb Ladder (Thermo
Scientific). Amostras: 1 e 2 Uva do Para (Hovenia
dulcis).
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ApOs o sequenciamento Sanger das amostras que foram clonadas, observou-se que
os fragmentos foram alinhados com a sequéncia da ORF 2 do HDAV (Figura 12). Esse
resultado confirma a presenca do HDAV em uva do Para, visto que, a regido utilizada para a
clonagem apresentava um fragmento da sequéncia gerada por NGS. Esforcos serdo

concentrados para a produgdo de clone infeccioso desta espécie viral visando determinar suas

hospedeiras.

1 0 am Ao 800 1,000 1200 1,400 1400 1800 2000 2200 248 2800 2713
3 L2 b 82 &2 1422 1222 1422 1822 1822 202 24 2422 2404

1. Consensus - - i
18 75 A 51 EE
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-—

4. HDAV

Figura 12. Alinhamento dos fragmentos oriundos do sequenciamento Sanger com a sequéncia
do HDAV proveniente do NGS (Next Generation Sequencing).

3.5 RCA (Rolling Circle Amplification) e PCR (Polymerase Chain Reaction) para

testes de deteccéo de espécies virais de DNA.

A RCA realizada em todas as amostras coletadas que foram utilizadas nesse estudo
mostrou a presenca de DNA circular, como mostra a Figura 13, que esta representada apenas
por seis das sessenta amostras. Com essa técnica é possivel aumentar a concentragéo de DNA
circular presente nestas amostras, tornando a PCR mais sensivel para a deteccao de espécies
virais que apresentam genoma circular, como espécies de Begomovirus (Familia Geminiviridae),
Babuvirus (MANSOOR, et al., 2005) e Nanovirus (familia Nanoviridae) (GRIGORAS et al., 2010).

Nesse estudo ndo houve reagéo positiva na PCR quando utilizou-se primers para a
deteccdo de Begomovirus realizada nas amostras coletadas. No entanto o produto de cada
reacdo de RCA foi submetido a acdo da enzima de digestdo MSPI para verificacdo de padrao de
fragmentos. Cinco tipos de padrées foram observados com tamanhos variando entre 1,7 kb e 2,6

kb o que pode corresponder a genomas de membros da familia Geminiviridae.

Os resultados até aqui obtidos mostram a necessidade de mais estudos para detectar
outras espécies virais com genoma de DNA circular, por isso, amostras de RCA foram unificadas

formando um Unico pool e serdo enviadas para sequenciamento Illumina Hiseq futuramente.
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Conclusdes Gerais

e Em uva do Para (Hovenia dulcis) foi detectada uma possivel espécie nova
denominada inicialmente Hovenia dulcis associated virus - HDAV, para a qual se

propde uma nova familia dentro da ordem Picornavirales.

e As espécies Cowpea mild mottle virus - CPMMV (género Carlavirus e familia
Betaflexiviridae), Eupatorium vein clearing virus e Strawberry vein banding virus -
SVBYV (género Caulimovirus e familia Caulimoviridae), Cowpea severe mosaic virus
- CPSMV (género Comovirus e familia Secoviridae), Broad bean wilt virus - BBWV e
Mikania micrantha mosaic virus - MMMV (género Fabavirus e familia Secoviridae)

também foram detectadas.
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