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RESUMO
GABRIEL BONFIM DA SILVA MACHADO

UMA ABORDAGEM EM SILICO PARA A VALIDAGAO DA ARQUITETURA DE
CAPSIDEO DE NOVOS VIRUS ICOSAEDRICOS: GEMINIVIRIDAE COMO CASO DE
ESTUDO

Orientadora;: Tatiana Domitrovic

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovagao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Dados da metagendmica revelaram muitas novas espécies, virus conhecidos apenas por
suas sequéncias. A classificacdo taxonémica baseada apenas nas sequéncias dessas
entidades virais € um desafio, por isso sdo necessarias mais ferramentas para entender e
prever os aspectos bioldgicos delas. Varias proteinas de capsideo dos virus icosaédricos
apresentam um dominio carregado positivamente (R-arm). Sabe-se que esses dominios séo
importantes para 0 empacotamento e a estabilidade do genoma. Recentemente, nosso grupo
desenvolveu uma abordagem computacional baseada no calculo da carga liquida de
segmentos de proteinas, conseguindo assim identificar o R-arm de forma automatica e
calcular a carga liquida eletrostatica. Com essa analise, foram identificados virus de
diversas familias, com genomas de ssDNA, ssRNA, e dsDNA, em que a capacidade de
empacotamento do genoma estd relacionada com o ndmero total de subunidades do
capsideo (arquitetura do capsideo). Portanto, propomos que sabendo a sequéncia da
proteina do capsideo e o tamanho total do genoma, é possivel aplicar essa analise para
checar se um membro putativo de uma dada familia viral apresenta a morfologia de
particula esperada. Neste trabalho, testamos essa hipdtese com o0s geminivirus
(Geminiviridae), que estdo entre 0s virus que usam o0s R-arms para estabilizar seus
capsideos. Sao virus de planta de genoma ssDNA, divididos em nove géneros, sendo dois
principais, Begomovirus e Mastrevirus, e outros 7 menores. Esses virus apresentam uma
estrutura de capsideo tridimensional conhecida por capsideo geminado, formado por dois
capsideos icosaédricos T = 1 unidos por um vértice pentamérico, totalizando 110
subunidades repetidas. Aplicamos o0 nosso programa para calcular a carga liquida do R-arm
para todas as sequéncias da familia Geminiviridae incluidas no 10" relatério International
Committee on Taxonomy of Viruses,ICTV (n=442). Além de sequéncias de geminivirus
ndo classificados e altamente divergentes do GenBank do NCBI. Assim, conseguimos
observar uma correlacdo positiva entre a carga liquida linear e o tamanho do genoma para a
maioria das sequéncias do nosso banco de dados. Todos 0os géneros menores tém uma
propor¢do genoma/capsideo similar, corroborando a hipdtese de que eles compartilham a
mesma arquitetura de capsidio geminada. Também foi possivel observar que alguns virus
da familia estdo deslocados, nossa hipdtese é que essas espécies podem ter uma arquitetura
alternativa para o seu capsideo. Por fim, fomos capazes de identificar que uma familia viral
intimamente relacionada, Genomoviridae (T=1, 60 subunidades) ndo obedece a arquitetura
geminada. Os resultados apontam para o potencial que a nossa metodologia apresenta na
determinacdo da morfologia capsidica dessas sequénciais virais e por consequéncia no
auxilio da caracterizacdo de novos virus vindos da metagendmica.

Palavras-chaves: Capsideo, Dominios de arginina (R), Geminiviridae, Bioinformatica
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ABSTRACT
GABRIEL BONFIM DA SILVA MACHADO

AN IN-SILICO APPROACH TO VALIDATE THE CAPSID ARCHITECTURE OF
NEW PUTATIVE ICOSAHEDRAL VIRUSES: GEMINIVIRIDAE AS CASE
STUDY
Orientadora: Tatiana Domitrovic

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

With the advent of metagenomics approaches, a diversity of known and unknown viruses
has been identified in various types of samples. The sequence-based only taxonomic
classification of these viruses is a challenge, and more tools are needed to understand and
predict biological aspects of this viral-dark matter. Many capsid proteins from icosahedral
viruses have a positively charged domain (R-arm) that is important for genome packaging
and particle stability but that have poor sequence conservation. Recently, our group
developed a computational approach based on the net charge calculation of discrete protein
segments that can automatically identify R-arms and calculate its electrostatic net-charge.
With this analysis, we identified various virus families with ssSDNA, ssRNA, and dsDNA
genomes, for each the genome packaging capacity is highly correlated with the total
number of capsid subunits (capsid architecture). Therefore, we propose that by knowing the
capsid protein sequence and the total genome size, we could apply this analysis to check if
a putative new member of a given viral family complies with the particle morphology
expected for that group. In this work, we tested this hypothesis with geminiviruses
(Geminiviridae), that were among the viruses that use capsid R-arms to stabilize their
capsids. These ssDNA  plant viruses are divided into two main
genera, Begomovirus and Mastreovirus, which  contain  the  viruses with  known
tridimensional capsid structure: a geminated capsid, formed by two T=1 icosahedral
capsids joined by a missing pentameric vertex, totalizing 110 repeated subunits. The family
also comprises other 7 minor genera, 2 unsigned species and several new species. We
applied our program to calculate the R-arm net charge for all Geminiviridae sequences
included in the 10M ICTV report (n=442) and other putative isolates. We observed a linear
correlation between the R-arm net charge and the genome size for most of the data-set. All
minor genera had similar genome/capsid charge ratio, corroborating the assumption that
they share the same geminated capsid architecture. Importantly, our plot was able to predict
that a virus closely related Genomoviridae family (T=1, 60 subunits) did not comply with
the geminated architecture. Moreover, our analysis indicated that mulberry mosaic dwarf
associated virus that is yet unassigned to a genus in the family Geminiviridae, could have
an alternative T=1 virus architecture based on the R-arm charge and genome size.

Key-words: Bioinformatics, Capsid, Geminiviridae, R-arm
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1. INTRODUCAO

1.1 Estrutura de capsideos virais e mecanismos de automontagem

Uma das caracteristicas fundamentais dos virus € a existéncia do capsideo, um dos
principais componentes da particula viral infecciosa. O capsideo viral € uma capsula
proteica com fungdo protetora, que interage com o genoma. Sua formacao € essencial para a
replicacdo viral, protegendo o material genético de virar alvo de degradacdo (Santos,
Romanos e Wigg., 2015). O capsideo também pode estar envolvido na interacdo com 0s
receptores da célula hospedeira, levando a penetracdo na membrana celular do hospedeiro.

Além disso, a proteina de capsideo (CP) também pode auxiliar no direcionamento
do genoma para o local da replicacdo, como observado nas proteinas de capsideo dos
parvovirus (VP1) (Berns e Parrish., 2013). O capsideo também participa da liberacdo do
material genético viral. Essa liberacdo pode ser realizada, por meio da desmontagem do
capsideo no citoplasma, ou diretamente no ndcleo da célula hospedeira, como o caso do
virus da hepatite B e baculovirus (Cohen, Au e Panté, 2011).

O capsideo viral € composto por uma associacdo de moléculas proteicas, muitas
vezes idénticas, em um arranjo repetitivo. Os capsideos apresentam duas conformacdes
principais. A helicoidal, que tém por caracteristica a aparéncia filamentosa, tubular
(estrutura fina e alongada) onde as subunidades proteicas que formam o capsideo
interagem com 0 genoma e se associam com simetria helicoidal de forma a manter o
genoma protegido no interior do filamento (Perlmutter e Hagan, 2015). Essa estrutura pode
ser mais rigida ou frouxa, dependendo do arranjo que as CPs adquirem no espaco.

A outra conformagdo, a mais comum entre os virus, é a esférica, com as
subunidades interagindo de acordo com 0s principios da simetria icosaedrica. A forma
icosaédrica mais simples é composta por 60 subunidades idénticas que formam as faces
triangulares de um poligono de 20 lados (Figura 1). Essa estrutura permite a organizagao
mais eficiente das subunidades repetidas com maior aproveitamento do volume interno.
Assim, os menores capsideos sdo formados por 60 subunidades proteicas (Perlmutter e
Hagan, 2015).

Existem maneiras de se produzir capsideos maiores seguindo os principios da
simetria icosaédrica. Muitos capsideos icosaédricos, sdo compostos por um numero de
subunidades proteicas multiplas de 60. Para isso, um leve ajuste estrutural deve acontecer

nos dominios de interacdo entre os capsomeros, permitindo a formacéo de pentameros nos
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12 vértices do icosaedro, e hexameros nas faces. Esse principio chama-se quasi-
equivaléncia (Caspar e Kilug, 1962). Assim, de acordo com a simetria icosaédrica, 0
namero de triangulagdo (T), corresponde ao nimero de proteinas na unidade assimétrica, ou
seja, 0 numero de estruturas Unicas que irdo se repetir 60 vezes para formar o capsideo
(Santos, Romanos e Wigg, 2015). Portanto, o nimero total de subunidades de um capsideo
icosaédrico serd 60 x T (Caspar e Klug, 1962), assim um capsideo com T=3, tem 180
subunidades que assumem até 3 tipos alternativos de conformacéo tridimensional (Figura
1).

xEnU

T=1 icosahedral 'I'nangularfacet
assymmetric unit

T=3 icosahedral Triangular facets
assymmetric unit

Figura 1. Modelos da estrutura do capsideo icosaédrico. O capsideo T = 1 é composto por 60 unidades
assimétricas formadas por uma proteina. As faces do icosaedro, compostas por 3 dessas unidades
assimétricas, vao se repetir 20 vezes para a formagao do poligono de 60 subunidades proteicas. O capsideo T
= 3 é composto por 60 unidades assimétricas formadas por trés proteinas, totalizando 180 subunidades
proteicas. (Adaptado da fonte: Virolzone).

A capacidade de automontagem dos virus tem sido bastante estudada. Ela se refere a
capacidade que as subunidades proteicas e as cadeias de &cidos nucleicos tém de se juntar

para a formar a particula viral. Em um trabalho com o virus icosaédrico cowpea chlorotic
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mottle virus (CCMV), foi avaliado o papel das interacBes entre proteinas de capsideo
vizinhas (CP-CP), e entre a proteina de capsideo e o acido nucleico (CP- RNA) no processo
de montagem do virus. Foi possivel monitorar o0 mecanismo de montagem in vitro do
CCMV, controlando as forcas de interacdes entre CP-CP por ajuste no pH, e as interagdes
CP-RNA, modificando a forca i6nica. Como resultado, ficou evidenciado que uma
montagem bem sucedida depende das forgas de atragdo CP-CP em relagdo a atracdo CP-
RNA. Caso essas atracdes sejam muito fracas, o capsideo ndo consegue se formar, em
contrapartida se essas atracfes forem muito fortes a estrutura é formada irregularmente
(Garmann, et al., 2014).

Sdo diversas as possiveis vias de montagem do capsideo, incluindo diferentes
detalhes. Os bacteriéfagos, por exemplo, empacotam seus genomas por meio de motores
moleculares compostos principalmente por ATPases, responsaveis por bombear o DNA
viral para dentro do capsideo (Hilbert et al., 2015). Ja os virus de DNA de fita dupla
(dsDNA), pertencentes ao género Poliomavirus, , ttm o genoma empacotado por histonas
(Hurdiss, et al., 2016).

Muitos virus icosaédricos apresentam uma alta concentracdo de aminoacidos de carga
positiva, localizados nas extremidades da proteina de capsideo (Requido R.D, et al., 2019).
Essas sequéncias tém como principal caracteristica uma alta concentracdo de arginina,
sendo denominadas, dominios poliarginina ou R-arm (braco de arginina) e ficam voltadas
para o interior do capsideo em contato com o acido nucleico (figura 2) (Perlmutter e
Hagan,, 2015). A importancia dos dominios de carga positiva localizados nas regides N/C
terminais para a estabilizacdo do capsideo foi comprovada para véarias espécies de virus
RNA fita simples positiva (Speir, J. A et al., 2006; Khayat, R et al., 2011; Hassani-
Mehraban, A. et al., 2015; Rayaprolu, V. et al., 2017). Um exemplo tipico é o virus
icosaédrico flock house virus (FHV), da familia Nodaviridae (Figura 1). FHVs mutantes,
que apresentavam delecdo na regido N terminal positivamente carregada da proteina do
capsideo, passavam a formar particulas defectivas, que diferiam no tamanho e forma
esperados para 0 FHV (Dong, et al.,, 1998). Mais tarde, outro estudo, evidenciou a
importancia que a regido N terminal da CP dos FVHs, para o empacotamento e

reconhecimento do genoma (Marshall e Schneemann, 2001).
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Figura 2- Representacdo dos dominios positivamente carregados em proteinas de capsideo viral (esquerda).
As coordenadas tridimensionais X-ray do capsideo do Flock House virus (FHV) foram usadas para gerar uma
representacdo em corte do capsideo icosaédrico T = 3. O RNA (representado pelas linhas pretas) é em sua
maioria dindmico e esta entrelagado com o dominio da proteina rica em arginina(representado pelas linhas
vermelhas). Sequéncia da proteina de capsideo do FHV (direita), em destaque dentro do retangulo em
vermelho o dominio positivo (Adaptado da fonte: Requido R.D, et al., 2019).

Estudos utilizando modelos in vitro, permitiram verificar de forma ainda mais clara a
influéncia da carga do dominio positivo na capacidade de encapsulamento do genoma.
Nesse estudo foram utilizados modelos compostos por mondémeros da proteina de capsideo
do CCMV modificadas para conter mais ou menos carga positiva no seu braco de arginina
e moléculas de ssRNA de diferentes tamanhos. A reacdo da montagem foi controlada
através do pH, utilizado para ajustar as forcas intramoleculares. Os resultados indicaram
gue o empacotamento dos RNA testados, demandam uma proporcao correspondente entre a
carga majoritariamente negativa do genoma, e a carga positiva das extremidades da
proteina de capsideo (Garmann, et al., 2015).

Em analise tedrica, com virus ssRNA+, foi realizada uma andlise de comparacao
quantitativa entre a carga do genoma, e a carga do R-arm de virus de diferentes familias. Os
resultados demonstraram que a razdo entre 0 nimero de bases do genoma e a carga do
dominio positivo das CPs apresenta um coeficiente linear de 1.61 (+ 0.03) conservado em
todos os virus ssRNA analisados (Vladimir e Muthukumar, 2006). Ficando evidente,
portanto, que a carga do dominio positivo apresenta uma correlagdo positiva com o
tamanho do genoma encapsulado. Acredita-se que esses motivos de poliarginina das CPs
podem estar envolvidos na compensacdo das forcas repulsivas eletrostaticas, resultantes da
alta concentragdo dos &cidos nucleicos de carga negativa que constituem o material

genetico, condensado dentro do capsideo (Perlmutter, et al., 2013; Garmann, et al., 2016).
1.1.1 Caracterizacdo dos dominios positivos em virus
Apesar dos R-arms estarem presentes em diversos virus, alguns fatores dificultam a

identificacdo automatica desses motivos positivamente carregados. Por consequéncia, esses

dominios nunca foram formalmente anotados em bancos de dados como o Pfam ou InterPro



(Richardson, L. J. et al 2019). Entre esses fatores, estd a baixa conservacao da sequéncia de
aminoacidos dessas sequéncias, 0 que prejudica o0 método empregado pelos bancos de
dados de proteina como o Pfam, que é baseado no alinhamento com sequéncias de
referéncia e identificacdo de padrdes repetitivos (Finn et al., 2015). Além disso, a natureza
desordenada ou flexivel dos dominios positivos, impede a sua visualizagdo em modelos
estruturais. Todas essas condi¢des reforcam o carater Unico da estrutura dos segmentos
positivamente carregados das proteinas de capsideo viral. Essa singularidade dificulta o uso
de abordagens tradicionais, baseadas apenas na comparacdo de sequéncia, para a
identificacdo dos R-arms em virus ndo relacionados, e até mesmo, em virus da mesma
familia.

Portanto, para que fosse possivel determinar a ocorréncia dos dominios de carga
positiva em CPs de diferentes virus, nosso grupo desenvolveu um programa, capaz de
calcular a carga eletrostatica liquida em trechos consecutivos de um numero pré
determinado de aminoacidos (Requido R.D, et al., 2019). Assim, € possivel localizar a
regido com maior carga (Qmax).

Baseando-se no calculo da carga liquida de segmentos da CP (Qmax30res), nosso
grupo caracterizou a distribuicdo desses dominios em proteinas de diversos organismos. Os
resultados das andlises demonstraram que as proteinas de capsideo viral estdo entre as que
possuem 0s segmentos mais positivamente carregados, apresentando trechos com pelo
menos, quatro vezes mais arginina que lisina, uma caracteristica pouco comum nas
proteinas celulares. Os virus icosaédricos, especialmente, concentram os trechos mais
positivamente carregados (Requido, et al., 2019).

A partir das evidéncias da correlagcdo positiva entre a carga total dos R-arms
presentes nos capsideos e a carga do genoma de um grupo de virus sSRNA icosaédrico, 0
trabalho do nosso grupo, expandiu essa hipétese para virus de diferentes genomas. Esse
estudo analisou 179 virus icosaédricos, incluindo bacteriéfagos e virus de eucariotos de 29
familias diferentes e diversos genomas, com excecdo dos sSRNA- (virus helicoidais) e
sSRNA-RT. As cargas dos dominios positivos das sequéncias de CPs analisadas foram
calculadas, por meio do programa desenvolvido no laboratorio (detalhado acima). Em
seguida, a carga total do capsideo foi calculada multiplicando a Qmaxsores achada, pelo
numero de subunidades que formam o capsideo de cada virus estudado (Total Qmaxaores). A
carga do genoma (Qgenome) foi calculada considerando que cada residuo de nucleotideo
contribui com -1 de carga. A partir desses dados, foi montado um gréfico de correlacéo
entre a carga do genoma e carga total dos dominios positivamente carregados (Figura 3).
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Nessa analise, foram identificadas 17 familias (Figura 3) que apresentam forte
correlacdo positiva entre carga do genoma e carga total dos dominios positivos , (Pearson, r
= 0.91, p-valor <0.0001) (Requido, et al., 2019). Esses resultados, indicam que a
capacidade de empacotamento desses virus esta altamente relacionada com a carga liquida
interna do capsideo. Estdo entre eles, virus +RNA, como os membros das familias
Nodaviridae e Alphatetraviridae, cujos experimentos demonstram que sdo extremamente
dependentes dos R-arms para a formacdo do capsideo (Venter, Marshall e Schneemann,
2009). Além disso, também estdo presentes dentro do ajuste linear, virus sSDNA, que estdo
entre aqueles que apresentam os segmentos de proteina com maior carga liquida, como por
exemplo, os virus que compde a familia Circoviridae (Requido, et al., 2019). Dentro do
ajuste linear, também foi possivel identificar, representantes de dsDNA-RT
(Hepadnaviridae e Caulimoviridae) e dsDNA (Papilomaviridae e Polyomaviridae). Juntos
esses virus representam 40% das familias virais de conformacdo icosaédrica (Requido, et
al., 2019). Portanto, os resultados do estudo indicam que virus, ndo relacionados, com
diferentes tipos de genoma (ssSDNA, ssRNA e dsDNA), tem em comum o R arm como o

principal mecanismo para a montagem do capsideo.

1 | Linearfic
4 | tislope = 1.4 &
< | Families with cutliars i‘
o4 | Inbers; .
Pearson r = 0.91 *
4 | pvalue < 0.0001 3
(m}
g m E’
5 g &
o OO DI:I
s ﬁﬁ m u
|
107 .& LS =
1 an o Coll
i - ®
1o o H
1 o -
1@ o s E O
| ov
a =
n" v v v e
'Gye.wne »
B Nodaviidas O Tombusuindae +  Hepadnawvirdae
B Lutsovindze B leviviides @ MNanowirdas E Caulimowinicas
O Sromovidee W Tymovindas @ Cimowindae dsDMA-RT
O Asioviidse 1 Calcivindee O Anelovindae @ Totivirdae
O Togaviridas B Diistoviides @ Gominididie @ Paniiirdss
O Alphatetraviidae l  Secovindse @ Parvovidae dsRNA
B Hepeviidae B Picomavindas O Merovindae & FPapiiomavinidas

| ——] & Polyomaviridas
(2 T
+RMA ss0NA ARTINA,

15



Figura 3 - Correlagdo entre a carga liquida interna do capsideo, calculado a partir do segmento mais
positivamente carregado da proteina de capsideo, e a capacidade de empacotamento do genoma. O valor
maximo da carga liquida em um trecho de 30 aminoéacidos foi multiplicado pelo nimero de subunidades que
formam o capsideo (Qmax30res total) em um grupo de 179 virus de 29 familias diferentes. A carga liquida do
genoma foi calculada pelo nimero de aminoacidos no genoma (Qgenoma).(B) Gréafico de correlacdo entre a
carga do genoma e a Qmax30res total. Circulos e quadrados representam virus eucarioticos e bacteriéfagos,
respectivamente. Coloridos de acordo com o numero de triangulacdo. Os virus eucariéticos e os bacteriéfagos
Leviviridae e Microviridae foram utilizados para calcular o ajuste em linha reta (n = 133). A area sombreada
indica familias com outliers. Os resultados da correlacdo de Pearson obtidos a partir dos inliers (103) séo
mostrados na inser¢do. Os pontos de dados contornados em vermelho representam virus que tém mais Lys
que Arg em seus segmentos carregados positivamente.(Adaptado da fonte: Requido R.D, et al., 2019).

Apesar do método de rastreamento das sequéncias positivas utilizando um namero
fixo de residuos de amino acidos ter se mostrado rapido e eficiente em identificar as regides
de R-arm, nosso grupo desenvolveu um novo programa capaz de aperfeicoar a analise,
permitindo a variacdo do numero de residuos de aminoacidos que formam o dominio
positivamente carregado. Para tanto, assumimos que a regido de R-arm serd a sequéncia
com maior carga liquida e com a maior concentracdo de carga da proteina (Qc = Q /
nimero de residuos). Assim, o novo programa, denominado CargaFlex funciona
inicialmente como o algoritmo anterior, salvando o trecho de carga liquida mais alta em
uma janela pré determinada (ex, 8 residuos). Em seguida, ele reinicia a pesquisa, em uma
janela maior (ex, 9 residuos) e ira substituir o trecho salvo, caso encontre outro segmento
com uma carga liquida mais alta e com uma concentracdo maior ou igual ao limite Qc
determinado. O programa continuara a procura até que sejam eliminadas as possibilidades
de extensao de janelas, limitadas pelo tamanho da sequéncia.

O CargaFlex foi testado e os resultados comparados com o programa da forma fixa.
As analises comprovaram que o uso da janela variavel introduz ajustes discretos de carga e
tamanho do R-arm sem distorcer os dados (Requido, et al., 2019). Com isso, conclui-se que
apesar da busca do R-arm através do quadro fixo de 30 residuos ser eficiente, a utilizagdo
da janela flexivel permite refinar a analise e pode ser util na analise de um conjunto de

dados com proteinas muito similares entre si.
1.2 Os desafios da taxonomia de virus
O estudo da taxonomia lida com a identificacdo, descricdo e classificacdo dos

organismos. Assim, é construida uma estrutura que permite aprimorar nosso entendimento,

inclusive sobre a relagdo evolutiva entre essas espécies. Além disso, a taxonomia pode ter o
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papel de auxiliar na comunicacdo entre os virologistas, e deles com outros setores da
sociedade (agricultores, produtores, financiadores...) (Simmonds, et al. 2017).

O International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) é o 6rgdo responsavel
pela classificacdo e nomenclatura dos virus, divulgando as informacgbes taxonémicas
atraves de uma lista mestra de espécies (MLS), atualizada a cada ano (Lefkowitz.E.J., et al.,
2018). Os virus podem ser classificados nas categorias hierarquicas de ordem, familia,
género e espécies, em que cada grupo taxonémico possui um unico nome definido e
regulamentado. De acordo com a Ultima MLS, o ICTV reconhece 55 ordens, 168 familias,
1421 géneros e 6590 especies virais (Virus Taxonomy: 2019 Release).

Em geral, a taxonomia dos virus difere da de organismos celulares, principalmente
pela falta de um gene universalmente conservado, como o gene do RNA ribossomal,
Antigamente, a classificacdo de um novo virus pelo ICTV, dependia de uma série de
informacBes como hospedeiro, ciclo de replicacdo ou a estrutura da particula viral
(Simmonds, et al. 2017), com o tempo, esse padréo teve que ser modificado. O avango nos
estudos da metagendmica, provocado por métodos de sequenciamento de alto rendimento,
se apresentou como um grande desafio para a classificacdo de novos virus. Atualmente, séo
reveladas diversas novas espécies virais ndo classificadas, conhecidas apenas por suas
sequéncias. Assim, sdo necessarias mais ferramentas para entender e prever 0s aspectos
biol6gicos e estruturais desses virus putativos.

Uma das formas mais tradicionais de se extrair mais informacdes a partir das
sequéncia genémica é buscar similaridades com sequéncias de virus ja caracterizados e
classificados. Mas essa metodologia nem sempre se mostra eficiente para responder
perguntas sobre o hospedeiro, a patogénese ou mesmo a estrutura desses novos virus. Por
exemplo, virus que apresentam proteinas capsidicas com similaridade de sequéncias e até
de estrutura tridimensional, podem formar capsideos com numero de subunidades
diferentes. Esse é 0 caso do nudaurelia capensis omega virus (NoV) que monta um
capsideo T=4 e do FHV que monta um capsideo T=3, apesar de apresentarem proteinas do

capsideo com enovelamento (Figura 4).
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Figura 4- Comparacdo entre a estrutura dos capsideos montados por virus, que apresentam proteinas
capsidicas (CP) com similaridade de sequéncias e de estrutura tridimensional. (A)Sobreposicdo das estruturas
tridimensionais similares, das sequéncias de CP do Nudaurelia capensis omega virus (NoV) (azul), e do
Flock house virus (FHV) (vermelho). (B e C) Esquema da estrutura do capsideo icosaédrico T=4 montado
pelo virus NeV e do capsideo T=3 montado virus FHV.

Além disso, uma grande quantidade de sequéncias recém descobertas sdo
caracterizadas como matéria escura. Sao consideradas matéria escura, qualquer sequéncia
de nucleotideos ou proteina que ndo possui homologia com nenhuma outra sequéncia
conhecida (Krishnamurthy e Wang, 2017).

Apesar da escassez de informacdo sobre essas sequéncias, acredita-se que grande
parte dessa matéria escura seja composta por organismos virais (Tisza et al., 2020). Isso
porque, 0S Virus S0 um grupo que apresenta uma vasta diversidade de sequéncias. Além de
explorar diversas formas de organizacdo do material genético, mecanismos de replicacdo
com a alta taxa de mutacéo.

Os virus de ssDNA que contém proteinas associadas a replicacdo circular (ou
CRESS- DNA de Circular rep-encoding single-strand DNA), sdo um exemplo de grupo
viral para o qual se tem dificuldade em estabelecer classificagdo taxonémica. Isso devido a
baixa conservagao dos genes estruturais e ndo estruturais, e da dificuldade no cultivo desses
pequenos virus sSDNA (Kazlauskas, D., et al., 2019).

A replicacéo circular, se refere ao processo capaz de sintetizar rapidamente varias
copias de moléculas circulares de DNA. A proteina associada a replicacéo circular (Rep) é
responsavel por dar inicio mecanismo, ao reconhecer e clivar a origem da replicacdo. A
mesma Rep também é responsavel, ao final do processo pela ligagdo da extremidade das
novas fitas formadas, concluindo a formagdo dos novos genomas de sSDNA circular
(Martin et al., 2011).
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A maioria dos CRESS DNA tem apenas dois genes, um codifica para a proteina de
capsideo (CP) e outra para a Rep. S&o conhecidos por serem extremamente difundidos e
comuns na natureza, e por apresentarem alta diversidade (Zhao et al., 2019). Além disso,
esse grupo costuma apresentar altas taxas de mutacdo e recombinacdo. Atualmente se
encaixam nessa classificacdo virus de sete familias, Bacilladnaviridae, Circoviridae,
Geminiviridae, Genomoviridae, Nanoviridae, Smacoviridae e Redonoviridae (Abbas, et al.,
2019). Mas a maioria dos virus CRESS DNA seguem sem classifica¢do. Isso ocorre porque
sdo especimes sem hospedeiro conhecido e que ndo apresentam similaridade com nenhum
virus conhecido. Analises filogenéticas das sequéncias de aminoacidos da Rep de virus
CRESS DNA, revelaram a formacdo de varios clados correspondente a virus ndo
classificados, indicando grupos coerentes, que podem representar novas familias
(Kazlauskas,Varsani e Krupovic, 2018).

Como visto, para muitas familias de virus, a relacdo entre carga total do dominio
positivo e tamanho do genoma reflete a arquitetura do capsideo. Assim, hipotetizamos que
a determinacdo desses parametros poderia auxiliar na validagdo de novas espécies putativas
para essas familias. Além disso, a localizacdo de dominios positivamente carregados em
proteinas de matéria escura, poderia servir como indicio de funcional como proteina

capsidica, auxiliando na anotacao dessas sequéncias.

1.3 Geminiviridae como caso de estudo:

Para validar nossa hip6tese, utilizamos como modelo para esse estudo os virus da
familia Geminiviridae. A familia pertence ao grupo dos virus que dependem dos bracos R
para estabilizar seus capsideos, assim como demonstrado no plot, presente no estudo do
nosso grupo (Requido R.D, et al., 2019), e experimentalmente em outros trabalhos
(Krupovic, Ravantti e Bamford, 2009; Hesketh et al., 2018). A familia Geminiviridae é
composta por virus ndo envelopados, de DNA circular de fita simples, pequenos, variando
entre 2.5 a 3.0 kilobases (kb). Sao transmitidos por insetos da ordem Hemiptera, tendo na
maioria dos casos, uma ou algumas espécies vetoriais intimamente relacionadas com um
Gnico género da familia. Tem a capacidade de infectar plantas monocotiledéneas ou
dicotileddneas de diversas culturas. Assim, os virus da familia representam importantes
patdgenos vegetais, causando doencas que sdo consideradas uma séria ameaca a seguranca
alimentar dos paises em desenvolvimento, principalmente aqueles localizados nas regides

tropicais e subtropicais do mundo (Moffat, 1999).
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O Grupo de estudo Geminiviridae do ICTV, propGe uma série de diretrizes sobre
como novas sequéncias de geminivirus devem ser classificadas e nomeadas
taxonomicamente. No nivel de género, os geminivirus sdo classificados com base na
variedade de hospedeiros, vetor de insetos, organizacdo do material genético e identidades
de sequéncias pareadas em todo o genoma (Brown JK et al.. 2012). Projetos com base em
tecnologias de sequenciamento de alto rendimento tiveram alto impacto aos geminivirus,
sendo responsaveis por estabelecer novos géneros a familia, além de identificar uma série
de novos geminivirus de linhagens divergentes (Fontenele R.S, et al., 2020).

De acordo com a edi¢cdo mais atual do ICTV (ICTV, Julho 2019 Release), a familia
é composta por um total de 485 espécies divididos em nove géneros, sendo dois principais,
Begomovirus e Mastrevirus, dos quais ja se conhece a estrutura, formada por um capsideo
geminado, com diametro de aproximadamente 20 a 30 nm de largura (Figura 5). Essa
estrutura caracteristica dos geminivirus é composta por dois capsideos icosaédricos gémeos
incompletos de T=1. As metades sdo unidas por um vértice pentamérico,totalizando 110
subunidades repetitivas (Zhang,, et al., 2001; Xiongbiao Xu, et al., 2019).

Figura 5 - Estrutura do capsideo dos Geminiviridae. (Esquerda) Reconstrugdo microscopia crioeletrdnica do
maize streak virus (MSV) vista por um eixo de dupla simetria. A barra representa 10 nm. (Direita) Particulas
purificadas de MSV coradas com acetato de uranil, mostrando subunidades quase isométricas. A barra
representa 50 nm. (Fonte: Zhang et al., 2001)

Estudos com o African cassava mosaic virus (ACMV) sugerem a multiplicidade das
particulas do capsideo de geminivirus. Nesses estudos, o ACMV foi inoculado, em
linhagens de Nicotiana benthamiana ndo transformadas, e linhagens transgénicas, que
continham DNA interferente defeituoso (DI). As particulas virais foram purificadas,

analisadas em Southern Blot, e em seguida as fracdes foram visualizadas por microscopia



eletrbnica. Nas fracGes contendo o DI, foram encontradas pequenas particulas esféricas,
com metade do tamanho de uma particula geminada (Fig. 6B). Também foi possivel
identificar fracdes de DNA maiores associadas a particulas provavelmente constituidas por
trés icosaedros incompletos (Fig 6C). Esses resultados indicam que a estrutura de capsideo
dos geminivirus, apresenta certa plasticidade, sendo capaz de formar particulas de
diferentes formas e estruturas (Figura 6), de acordo com o tamanho do DNA empacotado
(Frischmuth, Ringel e Kocher, 2001).

Figura 6 - Representacdo em esquema das particulas virais que podem ser construidas a partir das proteinas
de capsideo dos geminivirus. (A) Particula geminada do tipo selvagem. (B) Particula icosaédrica isométrica.
(C) Particula composta por trés icosaédricos incompletos. Essa representacdo € altamente simplificada para
uma maior clareza (Fonte: Krupovic, Ravantii e Bamford, 2009)

Além dos dois géneros principais, a familia ainda contém outros sete géneros
menores (Becurtovirus, Curtovirus, Capulovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Topocuvirus,
Turncurtovirus), e varias novas espécies propostas.

O Begomovirus € o maior género da familia, composto por espécies,
capazes de infectar plantas dicotileddneas, tendo uma ampla gama de hospedeiros. Tém por
caracteristica a transmissdo mediada por moscas brancas. Os begomovirus podem
apresentar genoma monopartido ou bipartido, contendo dois componentes gendmicos,
denominados DNA-A e DNA-B (Figura 7). Nesse caso, 0s dois componentes sao essenciais
para a replicacdo viral, se diferenciando tanto no nimero quanto na fun¢do dos genomas

que codificam. O componente A é responsavel por codificar genes, envolvidos no
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empacotamento do virus, e na replicacdo viral, aléem da AC4, gene que funciona como um
determinante para o desenvolvimento dos sintomas ou como gene supressor do
silenciamento. Enquanto isso, o0 componente B é responsavel por codificar dois genes,
envolvidos no movimento célula-célula do virus na planta. Em comum os dois elementos
(DNA-A e DNA-B) apresentam uma regido intergénica (IR), também chamada de regido
comum (CR). Essa regido é essencial para a replicagdo e transcri¢do do genoma, composta
por uma estrutura em forma de grampo (“hairpin”) que inclui um motivo de
nonanuclotideo, TAATATTAC, néo variavel, encontrado em quase todos os geminivirus,
agindo como uma area de clivagem para que a Rep inicie a replicacdo viral (Zerbini, et al.,
2017).

O segundo maior género, em nimero de espécies € o Mastrevirus, sdo constituidos
por virus de genoma monopartido, incluindo mais de 40 espécies capazes de infectar
hospedeiros monocotileddnios e dicotileddnios, tendo transmissdo realizada por diferentes
espécies de cigarrinhas. Sdo responsaveis por impactar culturas de milho e trigo, nas
regides da Africa, norte da Europa, Oriente Médio e Asia (Kvarnheden et al., 2002).

Apenas 0s genes da CP e Rep sdo conservados em todos os nove géneros de
geminivirus. Os membros dos géneros Begomovirus, Curtovirus, Topocuvirus e
Turncurtovirus, tém organizacdo genémica similares (Figura 7). Apesar de todos o0s
géneros j& estabelecidos apresentarem a proteina de movimento (mp), que nos virus
monopartidos, fica localizado “upstream” a CP, ndo h4a homologia detectavel entre as mp’s

dos diferentes géneros (Varsani, et al., 2017).
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Figura 7 - Organizacdo do genoma dos diferentes géneros da familia Geminiviridae. As ORFs(V1, V2, V3,

C1, etc.) estdo coloridas de acordo com as proteinas que codificam (rep,proteina associada a replicacéo; ren,

protein intensificadora da replicagdo; trap, proteina ativadora da transcri¢do; cp, proteina de capsideo; mp,

proteina de movimento; nsp, proteina de transporte nuclear). As regides IR incluem a estrutura em grampo

com a origem de replicacdo (Adaptado da fonte: Varsani, A et al., 2017).

1.3.1 Relagéo entre os Genomoviridae e os Geminiviridae

Para comprovar a nossa hipétese, também utilizaremos como modelo uma familia

intimamente relacionada aos geminivirus. Anteriormente, esses virus pertenciam a familia

Geminiviridae, mas em 2016 o ICTV fez uma reclassificacdo, baseando-se em andlises de

homologia de sequéncias, realocando-os na nova familia Genomoviridae (Martin Krupovic,



et al, 2016). Sdo compostos por virus ndo envelopados de simetria icosaédrica, de capsideo
T=1 e com cerca de 20nm de didmetro. O genoma pequeno, tendo por volta de 2.17 kb,
contém apenas dois genes, sendo um correspondente a CP e o outro responsavel por
codificar a Rep (Figura 8). Duas regides intergénicas separam as ORFs, e assim como
varios outros virus sSDNA com genoma circular, a regido LIR contém uma estrutura em
grampo (Figura 8), com a presenca de um motivo nonanucleotidico (TAATATTAT),
importante para a replicagdo de circulo rolante . A transcricdo ocorre de forma bidirecional
a LIR, para codificacdo dos dois promotores divergentes.

Assim como 0s geminivirus, eles apresentam a Rep intimamente relacionada com dois
dominios conservados (os dominios catalitico e central da Rep), além da presenca de
motivos conservados para replicacdo. Em contrapartida, a CP dos genomovirus exibe baixa
similaridade de sequéncia com a proteina dos geminivirus, além disso o tamanho do
genoma e 0 numero de genes que codificam diferem consideravelmente. Por fim, os
genomovirus carecem da proteina do movimento, que € essencial para que 0s geminivirus
possam estabelecer uma infeccdo sistémica nas plantas. Atualmente, a familia é composta

por nove géneros, tendo a filogenia baseada na analise da Rep.

pIAT
T 7

SsHADV-1

2,166 nt

Figura 8 - Mapa genémico do SsSHADV-1. O genoma codifica a proteina de inicio da replicacdo(rep) e da
proteina de capsideo(cp), representadas pelas setas azul e vermelha, respectivamente. A posicdo do
nonanucleotideo (TAATATTAT), também estd indicada no 4pice da estrutura em haste (Fonte: Martin
Krupovic, et al, 2016).
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Através desses modelos virais, pretendemos analisar se a carga dos dominios
positivamente carregados, pode ser utilizada para validar a conformagéo predita para um
novo virus, e dessa forma, contribuir para a anotacdo e classificacdo de novas espécies

virais.

2. JUSTIFICATIVA

O avango nos estudos da metagendmica revelaram uma série de novos virus
conhecidos apenas por suas sequéncias. Por isso, sdo necessarias mais ferramentas para
entender e prever 0s aspectos bioldgicos desses virus. Essas informagdes podem auxiliar na
classificacdo taxonémica de novas espécies virais, na deteccdo de sequéncias de virus em
trabalhos de metagenémica e, consequentemente, no diagnostico e prevencdo de doencas
virais.

Atualmente, a classificacdo de novos virus é baseada em métodos de comparacéao de
sequéncia e analise de similaridade. Mas essa metodologia apresenta limitacdes, sendo
incapaz de predizer, por exemplo, a estrutura dos virus. Nesse projeto testamos uma nova
metodologia in silico capaz de fornecer informacao sobre a arquitetura do capsideo viral e
identificacdo de novas proteinas de capsideo ainda sem relacdo de similaridade com outras

sequéncias virais ja conhecidas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Verificar se a relacdo entre carga do dominio positivo da proteina do capsideo e o tamanho
do genoma funciona como possivel indicador da morfologiade capsideos virais, permitindo
checar se um membro putativo de uma dada familia viral apresenta a morfologia de

particula esperada.

3.2 Objetivos especificos.

e Analisar a correlagdo entre a carga liquida do genoma e do dominio positivo na
familia Geminiviridae;

e Verificar se a analise de correlacdo entre carga positivas do capsideo e cargas
negativas do genoma consegue separar Virus pertencentes as familias

Genomoviridae e Geminiviridae;
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e Analisar geminivirus putativos derivados de metagendmica e avaliar sua
conformidade na relacéo entre cargas positivas do capsideo e negativas do genoma,
de acordo com o esperado para a familia Geminiviridae.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Banco de dados

A construcdo do banco de dados, incluiu, na maioria dos casos, a pesquisa de todas
as sequéncias de geminivirus (n = 442) e genomovirus (n = 73) incluidas no 10° relatério do
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2018). As sequéncias de
geminivirus ndo classificadas foram obtidas no GenBank, banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI, 2020). As sequéncias de isolados da nova
espécie OpV1 (n = 79), foram obtidas no NCBI nucleotide. O genoma do OpV1 foi
sequenciado em estudo recente, onde foram analisadas amostras de cactos na regido da
América do Norte (Fontenele R.S, et al., 2020). O conjunto de dados foi selecionado com
cuidado, para que os dados correspondessem a virus com sequéncia completa do genoma.
Portanto utilizamos sempre que disponivel para consulta do genoma o NCBI RefSeq.

Utilizamos o Uniprot.org, a fim de filtrar as sequéncias de proteina do capsideo,
correspondentes as espécies analisadas. Portanto, a partir dos identificadores das “RefSeq
nucleotide”, utilizamos as ferramentas de pesquisa disponiveis no Uniprot, para obter as
proteinas relacionadas ao organismo referente aquele cédigo. Através da opcao de buscas
avancadas, fomos capazes de filtrar a pesquisa para a obtengdo exclusiva das proteinas de

capsideo.

4.2 Calculo da carga liquida

O programa desenvolvido em laboratério, CargaFlex, foi utilizado para a
identificacdo e calculo dos trechos positivamente carregados (Qmax), presentes nas CPs,
das sequéncias virais. O programa realiza a identificacdo por meio da anélise da sequéncia
primaria de uma determinada proteina, calculando, a carga liquida dessa sequéncia, em
quadros consecutivos. Para determinagdo da carga liquida os residuos de arginina (R) e
lisina (K) sdo considerados tendo carga +1; &cido glutamico e aspartico, séo considerados
tendo carga -1, e os demais residuos 0. Esses parametros simplificados sdo equivalentes a
um célculo usando cargas parciais de aminoacidos em pH 7,4 de acordo com o valor pKa

usado na equacdo de Henderson-Hasselbach (Requido, et al., 2017). E utilizado como
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“input” para o algoritmo, um arquivo fasta contendo as sequéncias de aminoacidos das CPs
dos virus analisados. O algoritmo estabelece uma janela fixa, com um ndmero pré
determinado de amino&cidos para realizar a analise, como representado no esquema abaixo
pelo retangulo tracejado em azul (Figura 9). Normalmente nas analises, utilizamos uma
janela de 30 residuos, pois é considerado o tamanho médio da regido N terminal nédo
estruturada para diversos virus, logo, um bom ponto de partida para as nossas analises. A
fim de simplificar, nesse exemplo, utilizamos uma janela de 8 aminoacidos. O valor da
carga e a posicdo do aminoacido sdo temporariamente salvos na memoria (Fig. 9B). Em
seguida, 0 programa avanca para o proximo trecho (ex, n°l a n°8), realizando a mesma
andlise. Como o valor da carga desse segundo trecho é menor do que o anteriormente salvo,
0 programa ndo substitui os dados memorizados (Fig. 9C). O programa continua
avancando, calculando a carga nos trechos consecutivos de 8 aminoacidos, até atingir a
quantidade total de aminoacidos da proteina em andlise. (Fig. 9D). O processo entdo €
reiniciado, em janelas maiores de aminoacidos (ex, 9 residuos) (Fig. 9E). A expansdo no
tamanho da janela analisada permite a identificacdo da concentracdo de carga (Qc), fator
adicional na identificacdo do dominio positivamente carregado. A analise continua até que
sejam calculados trechos de todos os tamanhos possiveis. Caso encontre um valor de Qmax
mais alto, com Qc maior ou igual do que o salvo anteriormente na memdria, os valores da
carga e a posicao do aminoacido serdo substituidos ( Requido R.D, et al., 2019). Ao final, o
programa retorna a informacdo da janela com maior carga liquida na cp e com maior

concentracdo de carga.
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Figura 9 - Célculo da carga liquida. O trecho analisado é destacado como um retangulo azul tracejado. (B) A
carga liquida é entdo calculada. Para cada lisina (K) ou arginina (R), é contado +1, e para cada &cido aspartico
(D) ou écido glutdmico (E), é contado -1. O valor da carga e a posi¢do do primeiro amino4cido séo salvos
temporariamente na meméria. (C e D) Entdo, nosso algoritmo avanca para o proximo trecho, do aminoacido
n°® 1 ao aminoacido n° 8. Ele continua avancando através da proteina até atingir a quantidade total de
aminoacidos dessa proteina. Se o valor da carga de um desses outros segmentos for maior que o anteriormente
salvo na memoria, o valor e a posicdo atuais serdo substituidos. (E) Um segundo algoritmo expande as
possibilidades. Quando termina a busca pela carga mais alta em um quadro de 8 aminoacidos em uma
proteina, ele reinicia 0 mesmo processo, mas com um quadro de 9 amino4cidos. Isso é repetido até que todos
o0s tamanhos possiveis sejam calculados. (Fonte: Requido R.D, et al., 2019)

4.3 Correlacéo entre a carga do genoma e do dominio da CP

Inicialmente, o célculo da carga liquida do interior do capsideo foi feito
multiplicando o valor da carga do dominio positivo (determinada pelo programa
CargaFlex), pelo nimero de subunidades que formam o capsideo (ex, Geminiviridae = 110;
Genomoviridae = 60). J& a determinagdo da carga do genoma, foi feita pelo calculo em que
cada grupo fosfato é considerado tendo -1 de carga. As analises estatisticas, como a linha
de regresséo linear e os graficos exibidos foram gerados no Graph-pad Prism 7.0 software.
A margem de verificacdo nos graficos foi determinada de acordo com a distribuicdo dos

géneros Begomovirus e Mastrevirus, ndo sendo um dado estatistico.



5. RESULTADOS

5.1 Begomovirus e Mastrevirus apresentam uma correlagdo positiva entre a carga do
dominio positivo e a carga do genoma.

Para analisar a correlacdo entre a carga liquida do genoma e do dominio positivo na
familia Geminiviridae, no6s selecionamos cuidadosamente nosso conjunto de dados,
selecionando entradas referentes a geminivirus com sequéncia genémica completa. Esses
dados permitem a determinacdo da carga do genoma (Qgenome). AS sequéncias de proteina
do capsideo foram obtidas no banco de dados do total UniProt KB/Swiss-Prot reviewed.
Para determinar o R-arm, nods utilizamos o programa desenvolvido em laboratorio,
CargaFlex, ja& detalhado acima. Em seguida, a carga total do capsideo foi calculada
multiplicando a Qmax da sequéncia da CP pelo nimero de subunidades que formam o
capsideo (Total Qmax).

Como ponto de partida, para nossas analises, recolhemos as sequéncias de proteinas
do capsideo dos maiores géneros da familia em numero de espécies, Begomovirus e
Mastrevirus. Sendo 381 delas referentes aos Begomovirus e 37 referentes aos Mastrevirus
(n = 418). Nés conseguimos determinar uma correlacdo positiva entre a carga do genoma e
0 Total Qmax (Pearson r = 0,54) para o conjunto de dados dos dois géneros (Figura 9). Por
serem géneros dos quais ja se conhece a estrutura, o resultado da andlise dessas sequéncias
serve como referéncia de como se comporta a particula geminada em relacdo a proporcao,
carga do genoma e do dominio positivo. Portanto, em cima desses dados calculamos uma
linha de regressao linear e determinamos, por meio da distribuicdo de Begomovirus e
Mastrevirus, 0 nosso intervalo de verificacdo, indicado pelas linhas pontilhadas. (Figura 9)
Assim € possivel predizer se as sequéncias que serdo analisadas posteriormente se

comportam como esperado para o capsideo geminado da familia Geminiviridae.
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Figura 10. Begomovirus e Mastrevirus apresentam uma correlacdo positiva entre a carga do dominio
positivo e a carga do genoma. O valor da carga do dominio positivo foi calculado como descrito em
métodos. Para o célculo da Qgenome cada nucleotideo foi considerado como -1 de carga. A carga do dominio
positivo da proteina do capsideo foi multiplicada pelo nimero de subunidades que formam o capsideo (110)
da familia Geminiviridae. A linha cinza representa o ajuste linear calculado a partir do banco de dados de
Begomovirus (verde) e Mastrevirus (laranja). A linha pontilhada representa o intervalo de confianga inferido
pela distribuicdo dos dois géneros. Foram analisadas 381 sequéncias de cp do género Begomovirus e 37
sequéncias do género Mastrevirus, totalizando 418 sequéncias. Os resultados de correlagdo Pearson obtidos a
partir das 418 sequéncias estdo mostrados no grafico.

Em seguida, adicionamos a analise membros dos sete géneros menores da familia
Geminiviridae, que incluem, Becurtovirus (n=1), Capulavirus (n=1), Curtovirus (n=2),
Eragrovirus (n=2), Grablovirus (n=2), Topocurvirus (n=1) e Turnucovirus (n=3). Além
disso, adicionamos sequéncias de geminivirus altamente divergentes (OpV1, n=79)
(Fontenele R.S, et al., 2020), e néo classificados (n=12). Portanto, ao final foram analisadas
521 sequéncias de CPs da familia Geminiviridae (Figura 10).

A partir do nosso intervalo de confianga, podemos determinar, que 0s virus
pertencentes aos outros géneros menores de geminivirus apresentam uma proporgédo
esperada entre a carga liquida do capsideo e a carga do genoma. Analisamos também
sequéncias do geminivirus altamente divergentes, algumas como Opuntia virus 1 (OpV1),
Juncus maritimus associated virus (JmaV), Limeum africanum associated virus (LaaV),

Apple geminivirus (AGmV) e Tomato apical leaf curl virus (TALCV), que apresentaram o
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comportamento esperado para o capsideo geminado, ficando proximos a linha de ajuste.
Outras sequéncias de virus ndo classificados, como Citrus chlorotic dwarf associated virus
(CCDaV) e Temperate fruit dacay-associated virus (TFDaV) também permaneceram dentro
da linha de ajuste, se comportando como o esperado para um capsideo de 110 subunidades.
Esses resultados confirmam a classificacdo dessas espécies, ainda que ndo tenham um
género definido dentro da familia.

Enquanto isso, outros virus ndo classificados, se localizam fora da nossa margem de
erro, estdo entre eles o Baminivirus, Niminivirus (NimiV) e Passion fruit chlorotic mottle
virus (PCMoV). Consideramos essas sequéncias que desviaram da nossa linha de ajuste,
como outliers. Nossa hipotese € de que essas espécies de virus ndo classificados sejam

capazes de montar estruturas alternativas do capsideo.
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Figura 11. Nem todos os Geminiviridae se comportaram como o esperado para um capsideo geminado.
O valor da carga do dominio positivo foi calculado como descrito em métodos. Para o célculo da Qgenome Cada
nucleotideo foi considerado como -1 de carga. A carga do dominio positivo da proteina do capsideo foi
multiplicada pelo nimero de subunidades que formam o capsideo (110) da familia Geminiviridae. A linha
cinza representa o ajuste linear calculado a partir do banco de dados de Begomovirus e Mastrevirus (verde). A
linha pontilhada representa o intervalo de confianca inferido pela distribuicdo dos dois géneros. No total
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foram analisadas 518 sequéncias de cp dos virus da familia Geminiviridae, pertencentes aos géneros
Begomovirus (verde), Mastrevirus (laranja), Becurtovirus (rosa), Curtovirus (azul), Eragrovirus (vinho),
Capulavirus (roxo claro), Grablovirus (marrom escuro), Topocuvirus (roxo escuro), Turnucurtovirus (cinza),
além dos virus ndo classificados (azul) e o geminivirus divergente OpV1 (preto). Algumas espécies foram
consideradas outliers.

Para os virus que se distribuiram acima da nossa margem de erro, propomos que
elas montam um capsideo de 60 subunidades, T = 1. Enquanto, sugerimos que o PCMoV,
localizada abaixo da margem de erro, possa montar um capsideo de 150 subunidades
(Figura 11). Para testar essa hipotese, resolvemos fazer um ajuste no célculo da carga
interna do capsideo dessas espécies consideradas como outliers. Desse modo, para 0s Virus
localizados acima da margem de erro, NimiV, Banimivirus, mulberry mosaic dwaft
associated virus (MMDaV) e tomato associated geminivirus (TaGV1), multiplicamos a
carga do dominio positivo dada pelo programa por 60 subunidades. J& para PCMoV,
localizado abaixo da margem de erro, multiplicamos a carga do dominio por 150
subunidades (Figura 11A).

Ao fazer o ajuste, pode-se observar que na maioria dos casos, 0S Virus se
distribuiram melhor dentro do nosso gréfico (Figura 11B). Dos virus propostos para montar
um capsideo mais simples, de T = 1, Banimivirus, MMDaV e TaGV1, se localizaram
dentro da nossa margem de erro, apds o ajuste de cargas. Entretanto, a espécie Nimivirus
mesmo apds o ajuste, permaneceu fora da margem de erro, ainda que tenha ficado mais
préximo quando comparado com a posi¢do anterior. No caso do PcMoV, para a qual
propomos a montagem de um capsideo de 150 subunidades, apds a mudanca, ele passou a
se localizar dentro da linha de ajuste. Nossos resultados indicam que provavelmente essas

espécies adotam uma estrutura alternativa do capsideo.
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Figura 12 A. O valor da carga do dominio positivo foi calculado como descrito em métodos. Para o célculo
da Qgenome Cada nucleotideo foi considerado como -1 de carga. A carga do dominio positivo da proteina do
capsideo foi multiplicada pelo ndmero de subunidades que formam o capsideo (110) da familia
Geminiviridae. A linha cinza representa o ajuste linear calculado a partir do banco de dados de Begomovirus e
Mastrevirus (verde). A linha pontilhada representa o intervalo de confianca inferido pela distribuicéo das duas
familias. No total foram analisadas 518 sequéncias de cp dos virus da familia Geminiviridae, pertencentes aos
Begomovirus + Mastrevirus (verde), Becurtovirus (rosa), Curtovirus (azul), Eragrovirus (vinho), Capulavirus
(roxo claro), Grablovirus (marrom escuro), Topocuvirus (roxo escuro), Turnucurtovirus (laranja), além dos
virus ndo classificados (azul) e o geminivirus divergente OpV1 (preto). Nem todos os Geminiviridae se
comportaram como o esperado para um capsideo geminado, essas espécies outliers podem apresentar uma
arquitetura alternativa do capsideo como mostrado no gréafico. B. Propomos para o0s virus que se localizaram
fora da margem de erro, um ajuste no célculo da carga do capsideo para uma conformacdo alternativa.

5.2 Gemonoviridae: familia recem criada, intimamente relacionada aos Geminiviridae
A fim de validar nossa metodologia, adicionamos a nossa analise a familia
Genomoviridae (Figura 12). As espécies da nova familia eram classificadas como sendo
pertencentes a familia Genimiviridae. Recentemente esses virus foram reclassificados com
base em analises de homologia de sequéncias (Martin Krupovic, et al, 2016). Alem disso,
partir da microscopia da Unica espécie isolada da familia, Sclerotinia sclerotiorum
hypovirulence-associated DNA virus 1 (SSHADV-1), foi possivel observar que o virus ndo
monta um capsideo geminado, como o dos geminivirus, mas um de T = 1 (60 subunidades)
(Xiao Yu et al.,, 2010). Utilizamos essa relacdo entre as duas familias, fazendo dos

geminivirus um controle para nossa analise, com o objetivo de verificar se nossa
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metodologia seria capaz de identificar que a familia Genomoviridae ndo obedece a
arquitetura geminada.

Para realizar essa analise montamos um novo banco de dados com as sequéncias da
proteina de capsideo dos virus da familia Genomoviridae, totalizando ao final, 73 espécies.
As sequéncias foram obtidas por meio de consulta do UniProt KB/Swiss-Prot reviewed.
Determinamos 0 R arm das cps por meio do nosso programa desenvolvido em laboratério,
CargaFlex. Ao calcular a carga total do capsideo dos Genomoviridae, multiplicamos a Qmax
da sequéncia da CP por 110, nimero de subunidades que formam o capsideo geminado,
para que fosse possivel fazer a comparacéo entre as analises de correlacdo das duas familias
Assim emulando, o que se acreditava anteriormente, que todas essas espécies pertenciam a
uma mesma familia. Em seguida, , adicionamos a andlise, os virus , pertencentes a familia
Geminiviridae.

Comparando o comportamento das sequéncias na andlise de correlacdo das duas
familias, foi possivel observar que as espécies referentes aos Genomoviridae (marrom), se
distribuiram de forma deslocada quando comparada a posi¢do dos Geminiviridae (verde),
se localizando acima da nossa margem de erro (Figura 12). Esse resultado deixa clara a
diferenca conformacional entre as duas familias, em que os genomovirus apresentaram um
padrdo de genoma e carga do dominio diferente. Logo, podemos determinar que nossa
metodologia foi capaz de identificar corretamente que os virus da familia Genomoviridae
ndo tem um comportamento esperado para um capsideo geminado, obedecendo, portanto,

outra arquitetura.
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Figura 13. Gemonoviridae: familia recém criada, intimamente relacionada aos Geminiviridae. Foram
analisadas O valor da carga do dominio positivo foi calculado como descrito em métodos. Para o célculo da
Qgenome Cada nucleotideo foi considerado como -1 de carga. A carga do dominio positivo da proteina do
capsideo foi multiplicada pelo nimero de subunidades que formam o capsideo (110) da familia
Geminiviridae. A linha cinza representa o ajuste linear calculado a partir do banco de dados de Begomovirus e
Mastrevirus. Foram analisados, para fim de comparacéo, 466 sequéncias das CPs de Geminiviridae (verde) e
117 sequéncias de proteina do capsideo dos virus da familia Genomoviridae (marrom).
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6. DISCUSSAO

A descoberta de uma série de novos geminivirus tem sido facilitada pelos recentes
avancos nas metodologias de sequenciamento de nucleotideos, além de técnicas de
enriquecimento do genoma viral, como a amplificacdo por circulo rolante (RCA)
(Fontenele, R S., et al.,, 2018). O grande numero de novas sequéncias vindas da
metagendmica, aponta para a necessidade da caracterizacdo e classificacdo desses virus.
Essa caracterizacdo pode auxiliar inclusive na deteccdo de possiveis novos patdgenos, ja
que a familia Geminiviridae é conhecida por causar doencas severas em diversos cultivos
de importancia econébmica (Rojas, M. R., et al., 2018). Nosso trabalho apresenta uma
metodologia desenvolvida em laboratério, que propde usar a relacdo entre carga total do
dominio positivo e tamanho do genoma, que para algumas familias reflete a arquitetura do
capsideo, tendo assim, potencial para auxiliar na classificagdo de espécies putativas da
familia.

No cenério atual sdo indicados para classificacdo de novas espécies de geminivirus,
uma andlise padronizada que inclui, consultas ao BLASTN, a fim de identificar os membros
que tenham mais semelhanga com a nova espécie. Outra etapa € a utilizacdo de algoritmos
de alinhamento, com exclusdo de gaps, para calcular a identidade entre cada par de
sequéncia do conjunto de dados (Brown, J. K., et al., 2015). Sao considerados diferentes
“cut- off’s” (limiares de identidade) para cada género da familia. Estdo entre algumas
criticas feitas quanto a taxonomia dos Geminiviridae, o grande ndmero de espécies dentro
do género begomovirus e 0 reconhecimento de novas espécies baseadas somente na
comparacdo de sequéncias (Van Regenmortel MH, et al., 2013). Isso dificulta, por
exemplo, a caracterizacdo de espécies com alta taxa de recombinagéo, ou muito divergentes
(Brown, J. K., et al., 2015). A nossa metodologia se apresenta como um auxilio na
classificacdo desses virus permitindo a adi¢do da consideracdo de propriedades bioldgicas

dessas espécies no momento da classificagéo.
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Nossas analises identificaram uma correlacdo positiva entre a carga do dominio
positivo e a carga do genoma dos virus da familia Geminiviridae. A partir desses
resultados, somos capazes de confirmar que os geminivirus utilizam o dominio
positivamente carregado localizado nas extremidades da proteina de capsideo para
estabilizar o capsideo viral, corroborando com resultados mostrados anteriormente pelo
trabalho do nosso grupo (Requido R.D, et al., 2019) e experimentalmente ((Krupovic,
Ravantti e Bamford, 2009; Hesketh et al., 2018)

Para que fosse possivel avaliar a conformacdo do capsideo do nosso modelo viral,
utilizamos os géneros Begomvirus e Mastrevirus dos quais a estrutura ja é conhecida
(Zhang, et al., 2001; Xiongbiao Xu, et al., 2019), como base para 0 nosso célculo de ajuste
linear. Utilizamos esses dados para analisar se outras espécies da familia e geminivirus
putativos da metagenémica, tém a conformacdo predita para a familia. Na nossa analise
todos os sete géneros menores (Becurtovirus, Capulavirus, Curtovirus, Eragrovirus,
Grablovirus, Topocuvirus, Turncurtovirus) ja estabelecidos da familia Geminiviridae,
apresentaram a proporcdo de carga do genoma e do dominio similares, corroborando a
hipbtese de que eles compartilham a mesma arquitetura de capsideo geminado (Varsani A.,
etal., 2017).

Adicionamos a andlise sequéncias de geminivirus divergentes, revelados pela
metagendmica como os OpV1, nesse caso, também foi possivel determinar que o virus
apresenta a confirmacdo esperada para um capsideo geminado, esses dados reforcam a
caracterizacdo dessa nova espécie como pertencentes a familia Geminiviridae (Fontenele
R.S et al., 2020). Da mesma forma na analise virus ndo classificados como, AGmV,
CCDaV, JmaV, LaaV, TALCV e TDaFV, nossos resultados auxiliam na caracterizacéo
dessas sequéncias como geminivirus (Loconsole, G. et al., 2012; Liang, P. et al., 2015;
Vaghi Medina, C.G. et al., 2017; Claverie, S. et al., 2018.). Contribuem para a descoberta
de novas espécies divergentes, a grande frequéncia de recombinacéo entre as espécies dos
geminivirus, além de taxas de substituicdo tdo altas quanto a de virus ssRNA (Duffy and
Holmes, 2008; Monjane et al., 2011).

A descoberta de novos geminivirus divergentes podem revelar mais sobre a
ecologia e evolugdo dos Geminiviridae (Claverie, S., et al., 2018). Algumas das espécies
recém-descobertas, caracterizadas pela nossa metodologia, como JmaV e LaaV, foram
inicialmente isolados em hospedeiros nédo cultivados, onde ndo causavam sintomas 6bvios.

Acredita-se que essas espécies de plantas ndo cultivadas tenham um papel no surgimento de
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novas doengas, com a introducdo de uma planta exdtica em seu ecossistema (Susi et al.,
2017; Claverie, S., et al., 2018).

Também fomos capazes de identificar algumas espécies ndo classificadas que
ficaram deslocadas na nossa analise. Estudos ja publicados demonstraram que 0s
geminivirus sdo capazes de formar estruturas do capsideo de diferentes formas e estruturas,
apresentando capsideos de triangulacGes diferentes da geminada (Frischmuth, Ringel e
Kocher, 2001). Com base nesses dados, nossa hipotese € de que algumas espécies indicadas
como outliers na nossa analise, podem ter uma arquitetura alternativa de virus. Os
resultados seguintes obtidos pela nossa anélise, com a correcdo do calculo da carga liquida
interna do capsideo das espécies que desviam do padréo, corrobora com esses estudos. Por
exemplo, os Banimivirus, que antes apareciam acima da nossa margem de erro, ao
considerar para eles a montagem de um capsideo mais simples, de 60 subunidades, a
sequéncia passou a se localizar dentro da linha de ajuste linear. Do mesmo modo, 0 virus
PCMoV, que se localizava abaixo da margem de erro, ao se sugerir a montagem de um
capsideo de 150 subunidades, pode-se observar uma melhora na distribuicdo do virus,
ficando mais proximo da linha de ajuste linear.

Alguns desafios podem diminuir a precisdo da analise na avaliacdo de algumas
sequéncias, principalmente aquelas consideradas como altamente divergentes ou matéria
escura, para as quais existe uma escassez de informagdes mais exatas. Nossa metodologia
foi capaz de identificar trés das espécies de begomovirus que se localizaram no limite da
nossa margem de erro, apresentando os valores de carga do dominio mais baixo da familia,
séo eles, Duranta leaft curl virus, Whitefly-associated begomovirus 3 e Cabbage leaf curl
virus (Qmax = 660). Ao comparar esses virus com outros begomovirus, podemos perceber
que os trés apresentam sequéncias de proteina do capsideo mais curtas. Isso pode indicar
uma falha na anotacéo dessas sequéncias, com possiveis lacunas, o que leva a identificacdo
pouco precisa dos dominios. Da mesma forma, sequencias com falta de exatiddo no
tamanho do genoma também podem levar a uma correlagdo imprecisa, ja que o calculo da
carga do genoma, nesse caso, é afetado. Para transpor essas dificuldades, outros critérios de
caracterizacdo devem ser considerados em conjunto a analise de correlagdo. Esses fatores
também reforcam a necessidade de se continuar investindo em melhorias para aumentar a
confiabilidade da analise.

Anteriormente, as espécies de genomovirus eram considerados pertencentes a
familia Geminiviridae. Somente em 2016, por meio de uma reclassificacdo do ICTV,
baseados em analises mais detalhadas de homologias das sequéncias da Rep e da proteina
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do capsideo, os virus foram reclassificados a familia Genomoviridae (Martin Krupovic, et
al, 2016). Considerando essa relacdo entre as duas familias resolvemos utilizar as
sequéncias de genomovirus como um controle para validar as nossas analises. Portanto, ao
analisar as sequéncias das duas familias, para efeito de comparacéo, no calculo da carga
liquida interna do genoma, consideramos a montagem de capsideos de 110 subunidades
tanto para as sequéncias de geminivirus como a de genomovirus. Nossa anélise foi capaz de
identificar corretamente, que os Genomoviridae (T=1, 60 subunidades) ndo obedecem a
arquitetura geminada. Como excecdo trés sequéncias de genomovirus, parecem se
comportar de acordo com a particula geminada, segundo a nossa analise. Quando
comparada com as outras sequéncias da familia, se destacam por ter a carga do dominio
mais baixa. Isso pode estar relacionado a montagem de um capsideo com triangulagdo
maior, diminuindo a necessidade de uma carga mais elevada. Apesar disso, analises
filogenéticas dos genes Reps e Cps dessas sequéncias, demonstram uma maior aproximacao
com os genomivirus (Krupovic, et al., 2016). Outra hipétese é a identificagdo de um
dominio truncado, que como dito anteriormente pode estar relacionado com uma ma
anotacdo da sequéncia. Essas desconfiancas levam a um olhar mais detalhado para
caracterizacdo desses virus.

De forma geral esse resultado confirma a confiabilidade da nossa metodologia, além
de reforcar o potencial da analise em caracterizar e classificar novos virus vindos de analise

da metagendmica.

7. CONCLUSAO

A correlagdo positiva entre a carga do R arm e a carga do genoma achada nos
Geminiviridae, indica que os virus da familia utilizam o dominio positivamente carregado
para estabilizar seus capsideos.

Nossas anélises conseguiram corroborar com a caracteriza¢do de novas espécies de
geminivirus recentemente descobertos em projetos de sequenciamento em larga escala. Mas
nem todos o0s virus que sao atualmente atribuidos a familia Geminiviridae apresentam um
padrdo de correlacdo da carga do dominio e do genoma compativel com a de uma particula
geminada. Essas observacfes indicam que essas espécies que desviam do padrdo podem

apresentar uma estrutura de capsideo diferente.
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A arquitetura de capsideo inferida pela nossa analise de correlacdo entre 0 genoma e
a carga do dominio positivo, identificou corretamente que os virus da familia
Genomoviridae ndo apresentam uma particula geminada. Essa andlise demonstra que nossa
metodologia é capaz de diferenciar padrées de montagem da particula capsidica.

Os resultados demonstram o potencial da analise no auxilio das caracterizagdes de
novas sequéncias identificadas, sendo necessario que se continue investindo no refinamento

da ferramenta, a fim de torna-la ainda mais confiavel.
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