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RESUMO

Espécies do género Tospovirus tém sido relatadas como agentes causais de doencas
em diferentes culturas, no mundo, sendo transmitidos por diferentes espécies de tripes. O
Tomato spotted wilt virus (TSWV) é a espécie-tipo do género Tospovirus e possui uma ampla
gama de hospedeiros quando comparado com outros virus do género. A particula viral é
envelopada e contém trés segmentos de RNA designados S, M e L, que codificam duas
proteinas ndo-estruturais (NSm e NSs) e trés proteinas estruturais (L, N e o precursor das
glicoproteinas Gy e G¢). A proteina NSy esta envolvida no movimento do virus célula-a-
célula, enquanto que a NSs esta envolvida na supressdo de silenciamento génico em plantas,
demonstrado para 0 TSWV e para outro tospovirus, o0 Groundnut bud necrosis virus (GBN V)
e também estd relacionada com a expressdo de sintomas nos tecidos foliares. Visando
minimizar os danos causados por tospovirus, principalmente em cultivos de olericolas, genes
de resisténcia tém sido incorporados em variedades comerciais como o Tsw em pimentdo e o
Sw-5 em tomate. O entendimento dos processos de interacdo desses genes de resisténcia com
genes virais constitui estratégia importante na durabilidade e estabilidade da resisténcia a
esses patdgenos. Este trabalho teve como objetivo geral estudar a interagdo entre tospovirus e
plantas e foi dividido em trés capitulos, sendo que no primeiro capitulo, foram determinadas
as sequéncias completas de nucleotideos do gene NSs de dois tospovirus relatados no Brasil,
Groundnut ring spot virus (GRSV) e do Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV). As
sequéncias foram comparadas com outras sequéncias NSsde tospovirus, disponiveis no banco
de dados, permitindo a construcdo de arvores filogenéticas. Verificou-se que a NSs do GRSV
e do ZLCV apresentou 0 mesmo tamanho, 1.404 nucleotideos. A comparacdo das sequéncias
de aminoacidos de GRSV com ZLCV mostrou uma identidade de 69,6%. Analises
filogenéticas foram realizadas com base nas sequéncias NSs, depositadas no banco de dados,
confirmando que as espécies estudadas pertencem ao grupo americano. O segundo capitulo
foi dedicado ao estudo da interacdo entre TSWV e uma cultivar de pimenta resistente a
infeccdo. No Brasil e no mundo, o estudo e o entendimento da morte celular programada
(PCD) em células vegetais, induzida por infecgbes causada por fitopatogenos, ainda é
incipiente. Resultados preliminares de ocorréncia de PCD foram obtidos, utilizando o
patossistema TSWV em Capsicum chinense ‘Pl 159236°. Com o objetivo de estudar os
dominios da proteina do nucleocapsideo (N) de TSWV, responsavel pela inducdo de reacao

de hipersensibilidade (RH) em genotipos de pimenta, foram construidas quimeras com troca
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de fragmentos gendmicos do gene N de TSWV e Tomato chlorotic spot virus (TCSV)
(responsavel por causar infeccdo sistémica em alguns gendtipos de pimenta), usando como
ferramenta o vetor de expressdo transiente pGreenll 62-K. Agroinfiltragbes com as
construcbes e um controle negativo, que consistiu da bactéria mais o meio de indugdo, foram
realizadas em plantas de C. chinense. Sintomas de necrose foram observados nas folhas com
10 a 12 dias ap0s a infiltracdo. O sintoma de necrose ocorreu devido a incompatibilidade da
interacdo agrobactéria GV3101/C. chinense, sendo necessario, em uma proxima etapa do
trabalho, utilizar outra cepa de Agrobacterium mais adequada a este tipo de avaliagdo e que
ndo induza, precocemente, o sintoma de necrose foliar. O terceiro capitulo consistiu do
aprofundamento dos estudos da interacdo entre TSWV e um gene de resisténcia derivado do
tomateiro. Interacdes entre plantas e virus sdo complexas e envolvem varios tipos de respostas
que podem ou ndo causar doengas no hospedeiro. A RH é um mecanismo utilizado pelas
plantas para impedir a disseminacdo do patdégeno para as celulas vizinhas. Para identificar o
gene do TSWV isolado BR-01, responsavel por desencadear uma resposta do tipo RH em
plantas de Nicotiana benthamiana transgénica (expressando o gene de resisténcia derivada do
tomateiro: Sw-5b), os genes das proteinas N, NSy e NSs foram clonados, individualmente, no
vetor bindrio pGR107 (pPVX - Potato virus X ) e no vetor de expressdo transiente pEAQ-HT
Gateway, que também recebeu 0s genes Gy e Gc e o precursor da glicoproteina. Plantas de N.
benthamiana (Sw-5b) foram agroinfiltradas com as construcdes obtidas em pGR107 e pEAQ-
HT GW. Les0es necréticas do tipo RH foram observadas apenas nas plantas inoculadas com a
construcdo pGR107 + NSy, diferindo dos sintomas causados pelas construcdes pGR107 + N e
pGR107 + NSs. Entretanto, em inoculagdes realizadas com o vetor pEAQ, ndo foram
observados sintomas do tipo RH nas agroinfiltracdes realizadas com a construcdo pEAQ-HT
GW + NSwm. Verificou-se que a proteina NSy apresentou-se fragmentada em duas bandas
guando detectada por Western blot, podendo ser esta a causa do ndo aparecimento da resposta
do tipo RH com a inoculagdo dessa construgdo. Outra hipltese seria a necessidade de
translocacdo da proteina NSy para a inducdo da RH, fato que poderia ser propiciado pelo
vetor PVX, porém ndo ocorreria com o vetor de expressaio pEAQ-HT GW. Visando a

elucidacdo dessas hipdteses os trabalhos serdo continuados.
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ABSTRACT

Species of genus Tospovirus have been reported as causative agents of diseases in
many different crops, worldwide. They are transmitted by several different species of thrips.
The species type Tomato spotted wilt virus (TSWV) of the genus Tospovirus, has a broad host
range if compared with other viruses of the genus. The viral particle is enveloped and contains
three sSRNA segments denoted S, M and L, encoding two non-structural proteins (NSy e
NSs) and three structural proteins (L, N, and the glycoprotein precursor of Gy and G¢). The
NSy protein is involved in the cell-to-cell movement, whereas NSs acts as silencing
suppressor in the affected plants. This role was demonstrated for both TSWV and Groundnut
bud necrosis virus (GBNV). The NSs is also related to the symptoms expression in plants.
Strategies to minimizing the damages caused by tospoviruses, mainly in horticultural crops
have been implemented based on resistance genes as Tsw in sweet-pepper and Sw-5 in
tomato. Understanding the interactions between resistance and viral genes are essential to
generate stable and durable resistance to these pathogens. This work had the general aim to
study the interaction of tospoviruses and plants and it was divided into three chapters. In the
first chapter, the complete nucleotide sequence of NSs gene of two tospoviruses Groundnut
ring spot virus (GRSV) and Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) were determined. The
NSs sequence of GRSV and ZLCV was both 1,404 nucleotides-long. Pairwise comparison
showed that the NSs amino acid sequence of GRSV shared 69.6% identity with that of ZLCV.
The sequences were compared with other NSs sequences of tospovirus available in the
database. Phylogenetic analysis based on NSs sequences confirmed that these species cluster
in the American clade. The second chapter was devoted to study the interaction between
TSWV and a pepper cultivar resistant to the infection. The understanding of programmed cell
death (PCD) in plants, induced by pathogens, is still incipient. Previous results about the PCD
occurrence were obtained by using the pathosystem TSWV/ Capsicum chinense ‘P1159236°.
In order to study the nucleocapsid protein (N) domains of TSWV, responsible to cause a
hypersensitive response (HR) in pepper genotypes, chimeras were constructed with genomic
fragments of TSWV and Tomato chlorotic spot virus (TCSV) (responsible for causing
systemic infection in some sweet pepper genotypes) was cloned into the pGreenll 62-K, a
transient expression vector. Agroinfiltration was carried out in C. chinense plants with the
pGreenll constructs and the negative control (just the Agrobacterium in the medium).

Necrotic symptoms were observed 10 to 12 days after infiltration. The necrosis occurred due
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to the interaction incompatibility between Agrobacterium GV 3101 and C. chinense plants. It
was concluded that a different Agrobacterium strain that does not induce necrotic symptoms
in the leaf must be used to enable this study, in a next step of this work. In the third chapter
the interaction between TSWYV and the resistance gene Sw-5 from tomato was studied.
Interactions between plant and viruses are complex and involve several types of responses
that may or may not cause disease to the host. The HR is a mechanism used by plants to
prevent the spread of the pathogen to the neighboring cells. In order to identify the TSWV
isolate BR-01 gene, responsible for triggering the HR in the transgenic Nicotiana
benthamiana plants (Sw-5b), the N, NSy and NSs genes were cloned individually in frame into
the vector pGR107 (pPVX — Potato virus X) and into the transient expression vector pEAQ-
HT Gateway. The Gy, G¢c and Glycoprotein precursor were cloned to into the pEAQ-HT GW
vector. The constructs were agroinfiltrated in the transgenic N. benthamiana (Sw-5). HR-like
necrotic lesions were seenonly in leaves inoculated with the construct pGR107 + NSy, which
differed significantly with symptoms caused by pGR107 + N and pGR107 + NSs. HR-like
symptoms were not observed with pEAQ-HT GW + NSy. It was observed that the NSy
protein was not intact since two bands were detected by Western blot, suggesting that this
could be the cause of the absence of the HR symptom in the inoculated plants. Another
explanation would be the necessity of the NSy protein to move cell-to-cell to induce HR. This
movement could be provided by the PVVX vector, however does not occur when the pEAQ-HT

GW was used. To elucidate these possible hypotheses, these studies will still be continued.
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INTRODUCAO

Dentre as fitoviroses que se manifestam em hortalicas no Brasil, as tospoviroses
destacam-se como uma das mais importantes, podendo os tospovirus infectar diversas
espécies olericolas, principalmente solanaceas, causando sérios prejuizos que podem chegar
até 100% de perdas, dependendo da cultura (Colariccio et al.,, 2001). No Brasil, as
tospoviroses representam doencas de grande importancia econdmica nas culturas da pimenta,
do pimentdo e do tomate. Durante as Gltimas décadas, além do Tomato spotted wilt virus
(TSWYV), foram identificadas as espécies Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut
ringspot virus (GRSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Iris yellow spot virus
(I'YSV) e Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), responsaveis por grandes danos
econdmicos em importantes culturas no Brasil (Pozzer et al., 1999; Bezerra et al., 1999).

O Tomato spotted wilt virus € a espécie-tipo do género Tospovirus, 0 qual é o Unico
género conhecido que infecta plantas dentro da familia Bunyaviridae. Os tospovirus sdo
transmitidos de maneira circulativa/propagativa por insetos denominados tripes (Sakimura,
1963; Wijkamp et al., 1995) e sdo caracterizados por possuirem um genoma composto por
trés RNAs, denominados L, M e S. O RNA L codifica a provavel polimerase viral (RdRp) (de
Haan et al.; 1991). O RNA M codifica a proteina ndo-estrutural de movimento NSy
(Kormelink et al., 1994; Storms et al, 1995) e o precursor das glicoproteinas Gy e Gc.
(Kormelink et al., 1992). O RNA S codifica a proteina ndo estrutural NSs e a proteina do
nucleocapsideo N (de Haan et al., 1990; Snippe et al., 2007).

Segundo o Comité Internacional em Taxonomia de Virus, a classificagdo dos
tospovirus em nivel de espécie obedece aos seguintes critérios: especificidade do vetor
(espécies de tripes), circulo de hospedeiros, sorologia da proteina do nucleocapsideo (N) e
identidade de aminoacidos da proteina N. A maior parte das sequéncias de tospovirus
disponiveis nos bancos de dados corresponde ao gene N, pouco se conhece sobre a NSs de
espécies de tospovirus e, em particular sobre a NSs de tospovirus brasileiros.

Os sintomas causados por tospovirus diferem conforme a idade e o estado nutricional
das plantas e espécie de tospovirus. Em pimenta, os sintomas provocados pela infeccdo com
TSWV variamem funcdo do gendtipo da planta hospedeira, podendo causar clorose e necrose
nas folhas novas, encurvamento apical das folhas, lesBes necroticas, usualmente concéntricas
nas folhas, caules e frutos (Boiteux e de Avila, 1994). J4 em tomateiro, os sintomas podem

variar desde o arroxeamento das folhas a formacgdo de anéis clordticos e/ou necrdticos nos
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foliolos, necrose, e a planta pode apresentar nanismo e encurvamento apical (Francki e Hatta,
1981).

Os procedimentos de controle de virus sdo, basicamente, preventivos. As principais
medidas recomendadas incluem a eliminagdo das fontes de indculo, a utilizacdo de material
vegetal sadio, a escolha de areas e épocas de plantio, o controle de vetores e o uso de
cultivares resistentes ou tolerantes. Fontes de resisténcia ao TSWV em algumas espécies de
pimenta e tomate (Solanum lycopersicum) estdo sendo utilizadas em programas de
melhoramento genético no Brasil e no mundo. Na ultima década, varios genes de resisténcia e
seus correspondentes de aviruléncia ttm sido estudados. No Brasil, foram pesquisadas
populacgdes derivadas da cultivar Stevens, obtidas a partir de cruzamentos com S. peruvianum,
contendo 0 gene Sw-5, que confere resisténcia ampla em tomateiro aos tospovirus: TSWV,
GRSV e TCSV (Boiteux e Giordano, 1993; Spassova et al., 2001). Plantas que expressam o0
gene Sw-5 restringem a infeccdo sistémica do virus, e as folhas inoculadas apresentam
sintomas localizados, como lesbes locais ou reagbes de hipersensibilidade (RH)
(Brommonschenkel et al., 2000).

Assim, como em plantas de tomate, plantas de pimenta (Capsicum chinense) também
expressam um gene de resisténcia, o gene Tsw, especialmente, em Capsicum chinense “PI
159236 ¢ “PI 152225 (Boiteux et al., 1993). Diferente do gene Sw-5, 0 gene Tsw confere
resisténcia apenas ao TSWV, conferindo uma resisténcia espécie-especifica (Boiteux, 1995).

Estudos que visam compreender a interagdo entre genes de resisténcia a TSWV e seu
componente de aviruléncia tém sido realizados com estes dois genes: Sw-5 e Tsw. No caso do
gene Tsw, a expressdo do gene de aviruléncia parece estar localizada no componente S, que
contém os genes NSs e N (Hoffmann et al., 2001; Margaria et al., 2007; Lovato et al., 2008).
Lovato et al. (2008) observaram que a proteina N elicitou a resposta de RH em plantas de C.
chinense, enguanto que Margaria et al . (2007), por meio de analises de sequéncias,
propuseram que a proteina NSsseria o fator de aviruléncia.

Hoffmann et al. (2001) verificaram, por meio do uso de isolados recombinantes, que
0 gene de aviruléncia da interacdo TSWV/Sw-5 esta localizado no componente M, que
contém o gene NSy; e o precursor das glicoproteinas Gec e Gy que recobrem o envelope
lipidico e sdo responsaveis pela interacdo tospovirus/inseto vetor (Bandla et al., 1998). Lopez
et al. (2011), por meio da comparacdo de nucleotideos e sequéncias de aminoécidos, de
isolados selvagens de TSWYV e isolados capazes de superar a resisténcia, sugeriram que a

resisténcia conferida pelo gene Sw-5 esta relacionada a proteina de movimento NSy.
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Recentemente, isolados de TSWV com a habilidade para superar a resisténcia
conferida pelo gene Sw-5 foram relatados em cultivos de tomates resistentes na Espanha
(isolado GRAU) (Aramburu e Marti, 2003; Ciuffo et al., 2005; Lopez et al., 2011) e Africa do
Sul (isolado JF-1) (Thompson e Van Zijl, 1996). Para o gene Tsw em Capsicum spp., ja se
tem relatos de alguns isolados capazes de superar a resisténcia conferida pelo gene (Margaria
et al., 2007). A capacidade de multiplicacdo no inseto vetor e a composicdo de seu genoma
tripartido podem, potencialmente, conferir aos virus da familia Bunyaviridae a geracdo de
novos isolados, a partir de eventos de permuta genética (reassortment) de segmentos inteiros
de seu genoma (Hoffmann et al., 2001).

Visando aprofundar os conhecimentos sobre a interacdo dos genes de resisténcia
mencionados e 0s genes virais de tospovirus, este trabalho foi elaborado seguindo trés linhas
de pesquisas. A primeira linha objetivou determinar a sequéncia de nucleotideos do gene da
NSs de duas espécies de tospovirus com ocorréncia no Brasil. A segunda, visou elucidar os
dominios da proteina N de TCSV e TSWV potencialmente envolvidos com a resposta de
hipersensibilidade em plantas de Capsicum chinense e a terceira, procurou investigar o
possivel gene de aviruléncia do TSWV responsavel pela interacdo com o gene Sw-5 e pela
inducdo de reacdes do tipo RH em plantas resistentes.

Na primeira parte do trabalho, descrita no Capitulo 2, foram determinadas as
sequéncias completas de nucleotideos do gene NSs de GRSV e ZLCV. Em seguida as
sequéncias foram comparadas com outras sequéncias NSsde tospovirus disponiveis no banco
de dados permitindo a construcdo de arvores filogenéticas.

A segunda parte do trabalho, descrita no Capitulo 3, teve como objetivo estudar os
dominios da proteina do nucleocapsideo (N) de TSWV responsavel pela inducdo de reacdo de
hipersensibilidade em gendtipos de pimenta, para isso foram construidas quimeras com
recombinagdes entre as por¢cdes N e C terminal, utilizando os genes N de TSWV e TCSV,
empregando como ferramenta o vetor de expressao pGreenll 62-K .

Na terceira parte deste trabalho, descrita no Capitulo 4, foi identificado o possivel
gene de aviruléncia do TSWYV que interage com o gene de resisténcia Sw-5 de tomate. Plantas
de Nicotiana benthamiana que expressam o gene Sw-5b foram agroinfiltradas com os vetores
de expressdo pEAQ-HT Gateway e o vetor pGR107 (PVX — Potato virus X), contendo 0s
genes do TSWV.

O entendimento dos mecanismos de interacdo e superacdo de genes de resisténcia em

tomate e pimenta contra tospovirus poderd proporcionar o uso de estratégias mais amplas e

XXii



duradouras de controle desses patdgenos a serem desenvolvidos por Institutos de Pesquisas

Governamentais.
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CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Familia Bunyaviridae e 0 género Tospovirus

A doenca do tomateiro denominada “spotted wilt ” foi primeiramente relatada em 1915
na Australia (Brittlebank, 1919) e mais tarde, Samuel et al. (1930) diagnosticaram o agente
causal da doenga como sendo o virus Tomato spotted wilt virus (TSWV). Cerca de cinquenta
anos depois, Milne e Francki (1984) verificaram similaridade entre o0 TSWV e o0s virus da
familia Bunyaviridae, composta por virus com genoma de RNA negativo, mas que infectam
animais.

A familia Bunyaviridae compreende quatro géneros constituidos por virus que
infectam vertebrados: Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus e Phlebovirus e o género
Tospovirus, cujos membros infectam plantas (Fauquet et al., 2005). Os membros pertencentes
a essa familia sdo transmitidos por vetores artropodes, com exce¢do dos hantavirus que séo

transmitidos por roedores (Schimaljohn e Hooper, 2001).

2. Classificacdo dos tospovirus

Durante seis décadas, o TSWV foi o uUnico membro do género Tospovirus,
primeiramente denominado Tomato spotted wilt virus group (Matthews, 1979). A descoberta
de um segundo tospovirus, 0 Impatiens necrotic spot virus (INSV) (Law e Moyer, 1990; de
Haan et al, 1992), foi seguida pela descricdo de um grande nimero de tospovirus em
diferentes partes do mundo.

O conceito de espécie, proposto por van Regenmortel (1990), passou a ser aceito pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), a partir de 1991, que endossou a
seguinte defini¢do: “Uma espécie viral ¢ uma classe politética de virus que constitui uma
linhagem de replicacdo e ocupa um nicho ecoldogico particular” (van Regenmortel, 1990). O
ICTV adota uma terminologia universal de nomenclatura que estabelece que a espécie viral
receba um nome composto, preferencialmente incluindo o hospedeiro, o sintoma tipico, a
localidade onde o virus foi isolado pela primeira vez e o termo “virus”, que deve ser a tltima

palavra do nome (Fauquet et al., 2005).
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O critério de diferenciacdo de espécies do género Tospovirus, proposto por de Avila et
al. (1993), baseou-se na divergéncia da sequéncia de aminoacidos da proteina do
nucleocapsideo (N). Os autores observaram uma alta divergéncia de sequéncias entre os
isolados BR-03 e SA-05, pertencentes ao sorogrupo Il, considerando como espécies distintas
dentro do género Tospovirus, propondo os nomes Tomato chlorotic spot virus e Groundnut
ringspot virus, respectivamente.

Atualmente, o ICTV reconhece 23 espécies definitivas (Quadro 1.1) e tentativas
(Quadro 1.2) de tospovirus (Fauquet et al., 2005; de Oliveira et al., 2011; Seepiban et al.,
2011; Hassani-Mehraban et al., 2011; Zhou et al.,, 2011). O circulo de hospedeiros, as
espécies de insetos vetores e a especificidade virus/vetor sdo importantes caracteristicas
biologicas para a separacdo das espécies de tospovirus, em conjunto com as propriedades
soroldgicas e moleculares como a identidade da sequéncia de aminoacidos da proteina do
nucleocapsideo, inferior a 90% (de Avila et al., 1993; Goldbach e Kuo, 1996). A classificacéo
em nivel de género € feita com base na organizacdo do genoma, na morfologia do virion e na
especificidade da transmissdo do virus por espécies de tripes.

Alguns autores sugerem a inclusdo de alguns parametros na classificacdo taxondmica
dos tospovirus, como comparacdes entre as sequéncias de aminoacidos da NSy e NSs (Silva
et al., 2001); da regido intergénica do RNA M e do precursor das glicoproteinas (Lovato et
al., 2004); e também da polimerase (Bertran et al., 2011), sendo que todas, provavelmente,
refletem as alteracdes ocorridas e que estdo relacionadas, diretamente, com a evolucdo das
espécies de tospovirus. A partir da proposicdo por Silva et al. (2001), os tospovirus sdo
geralmente agrupados em dois grupos: Americano e Eurasiano, com base na prevaléncia

geografica e na analise filogenética das proteinas N e NSy.
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Quadro 1.1: Espécies de tospovirus reconhecidas pelo ICTV, espécies de tripes vetores e
distribuicio geografica (Adaptado de Pappu et al., 2009 e Hassani-Mehraban, 2011).

Espécie de tospovirus

Distribuicao geogréfica

Vetor

Tomato spotted wilt virus (TSWYV)

Cinco continentes

Frankliniella bispinosa

F. cephalica
F. fusca
F. intonsa
F. occidentalis
F. schultzei
Thrips setosus
T. tabaci
Groundnut ringspot virus (GRSV) | América do Sul e Africa | F. intonsa
do Sul F. occidentalis
F. schultzei
Tomato chlorotic spot  virus | América do Sul F. occidentalis
(TCSV) F. intonsa
F. schultzei
Chrysanthemum  stem necrosis | América do Sul (Brasil), | F. occidentalis
virus (CSN Asia (Japao) e Europa .
( V) (Japdo) P F. schultzei
F. gemina
Zucchini lethal chlorosis virus | América do Sul (Brasil) | F. zucchini
(ZLCV)
Impatiens necrotic spot virus | EUA, Europa, Africa e | F. occidentalis
(INSV) Austrélia F. Intonsa
F. schultzei
Groundnut bud necrosis virus | Asia T. palmi
GBN :
( V) F. schultzei

Scirtothrips dorsalis

Peanut chlorotic fan-spot virus | Asia (Taiwan) S. dorsalis
(PCFV)
Watermelon bud necrosis virus | Asia (India) T. palmi
(WBNV)
Watermelon silver mottle virus | Asia (Japdo e Indonésia) | T. palmi

(WSMoV)
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Quadro 1.2: Espécies tentativas de tospovirus, espécies de tripes vetores e distribuicéo

geogréafica (Adaptado de Pappu et al., 2009 e Hassani-Mehraban, 2011).

Espécie de tospovirus

Distribuicdo geogréfica

Vetor

Melon severe mosaic virus (MeSMV) | México Desconhecido
Alstroemeria necrotic streak virus | Coldémbia F. occidentalis
(ANSV)

Polygonum ringspot virus (PORSV) Italia Dictyothrips betae
Iris yellow spot virus (1YSV) Cinco continentes T. tabaci

Tomato yellow ring virus (TYRV) Ird T. tabaci

Melon yellow spot virus (MYSV) Asia (Taiwan) T. palmi

Tomato zonate spot virus (TZSV)

Asia (China)

Desconhecido

Calla lily chlorotic spot virus (CCSV)

Asia (Taiwan)

T. palmi

Capsicum chlorosis virus (CaCV)

Australia, Tailandia e India

Ceratothripoides claratis
T. palmi

Watermelon bud necrosis virus | Asia (India) T. palmi

(WBNV)

Peanut yellow spot virus (PYSV) Asia (India) S. dorsalis

Tomato necrotic ring virus (TNRV) Asia (Tailandia) C. claratis
T. palmi

Bean necrotic mosaic virus (BeNMV)

Brasil

Desconhecido

Soybean vein necrosis virus (SVNV)

Estados Unidos

Desconhecido
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3. Organizagéo gendmica

O género Tospovirus é formado por virus que apresentam uma particula pleomérfica
(80-120 nandmetros; Figura 1.1), envolta por uma membrana lipidica com projecdes
formadas por duas glicoproteinas e genoma contendo trés segmentos de RNA: L (Large), M
(Medium), e S (Small) (de Haan et al., 1991). Os trés segmentos gendmicos possuem uma
sequéncia nucleotidica complementar nas extremidades 5’ e 3°, sendo altamente conservados
entre virus de um mesmo género. Esta complementaridade nucleotidica permite que ocorra o
pareamento de bases das duas extremidades terminais, formando estruturas estaveis na forma
pseudo—circular, também conhecido como “cabo de panela” (Peters et al., 1991).

O segmento L apresenta senso negativo, uma Unica fase de leitura aberta (ORF) e
codifica uma proteina L (de Haan et al., 1991), que é a provavel RNA polimerase RNA
dependente (RARp), que estd presente na particula viral (van Poelwijk et al., 1996). A
proteina L apresenta atividades enzimaticas, como polimerase e endonuclease e esta
envolvida na transcricdo e replicacdo viral (Adkins et al., 1995; Chapman et al., 2003). E
possivel que a proteina L contenha dominios adicionais que exercam papéis em outros
processos, como determinantes na gama de hospedeiros, j& que a proteina apresenta tamanhos
diferenciados entre os géneros da familia Bunyaviridae (Snippe, 2006).

O segmento M, ambisenso, apresenta duas ORFs, uma no sentido viral, que codifica a
proteina de movimento ndo estrutural (NSy), e outra no sentido complementar, codificando
um precursor para as glicoproteinas Gy (G1) com localizagdo aminoterminal e G¢ (G2)
carboxi terminal, ambas associadas a membrana lipidica (Kormelink et al., 1992a). As
glicoproteinas atuam na formacdo da particula viral e na adesdo as novas células-alvo
(Schmaljohn e Nichol, 2007). A analise da sequéncia de aminoéacidos do precursor da
glicoproteina do TSWV revelou a presenca de motivo RGD (Arg-Gly- Asp), um possivel sitio
de ligacdo do virus ao receptor presente nas células do vetor, localizado na proteina Gy
(Kormelink et al., 1992a; Law et al., 1992). As glicoproteinas presentes no envelope viral sdo
0s principais determinantes na transmissdo do virus pelo inseto vetor e na especificidade
(Wijkamp, 1995), elas também interagem com o0s receptores presentes na superficie do
epitélio do intestino médio do inseto, que € o primeiro sitio de infecgdo viral (Ullman et al.,
1992b; Wijkamp et al., 1993; Nagata et al., 2002), mediando a aquisi¢do do virus pelos tripes
(Bandla et al., 1998).

A proteina NSy € expressa durante os estadios iniciais de uma infeccdo dos tecidos

vegetais por tospovirus, antes mesmo do aparecimento das particulas virais, formando
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estruturas tubulares que se estendem dos plasmodesmas a novas células infectadas. A
expressdo transiente da proteina NSy em protoplastos também conduz a formacdo de
estruturas tubulares, mesmo na auséncia de outras proteinas virais (Kormelink et al., 1994;
Storms et al., 1995). Por essas razdes, tem sido sugerido o envolvimento da proteina no
movimento a curta distdncia da ribonucleoproteina (RNP) ndo envelopada de célula-a-célula
(Storms et al., 1995, 1998). Acredita-se que a proteina NSy dos bunyavirus desempenhe um
papel na montagem da particula viral (Shi et al., 2006), pois ela é encontrada em estruturas
tubulares associadas ao Golgi, em células infectadas, onde esta ocorrendo a morfogénese do
virus (Fontana et al., 2008). Nos Phlebovirus, a NSy desempenha um papel acessorio na
regulacdo da morte celular progamada (Won et al., 2007).

O segmento S, ambisenso, codifica a proteina do nucleocapsideo (N) no sentido viral
complementar, responsavel pela prote¢do do RNA viral, e também a proteina ndo estrutural
(NSs) no sentido viral, que apresenta atividade supressora de silenciamento de RNA
demonstrada para o0 TSWV (Takeda et al., 2002; Bucher et al., 2003) e recentemente para o
GBNV (Goswami et al., 2011). A proteina NSs é encontrada dispersa no citoplasma ou na
forma de corpos de inclusdo fibrilar nas células de tripes e tecidos foliares infectados (Ullman
et al., 1993). Uma correlacdo entre a quantidade da expressdo da proteina e a viruléncia dos
isolados de tospovirus foi observada, relacionando a proteina com a severidade dos sintomas
emtecidos foliares (Kormelink et al., 1991). Lokesh et al. (2010) observaram que a NSs pode
agir como um supressor do silenciamento génico pds-transcricional (PTGS) por meio da
remog¢do do 5’ fosfato do dsRNA, que ¢ o substrato da Dicer (enzima responsavel por clivar
dsRNA em pequenos RNAs de tamanhos uniformes (siRNA)). A Dicer ndo reconhece o
dsRNA desfosforilado (Nykanen et al., 2001) e portanto a remogdo do 5° fosfato pela NSs
poderia bloquear a via do PTGS (Lokesh et al., 2010). Outra funcdo da NSs observada por
Lokesh et al. (2010) foi a atividade de ATPase, como o ATP é requerido para a via do PTGS
pode ocorrer a supressdo da mesma.

A proteina do nucleocapsideo (N), quando comparada com as outras proteinas dos
tospovirus, € a menos conservada, apresentando de 15 a 25% de identidade de sequéncia e é
usada na classificacdo taxonémica dos mesmos. Ela é uma proteina multifuncional, sendo
requerida em varios processos, como a encapsidacdo do RNA viral, transcricdo e replicacdo
do genoma viral. Multiplos dominios de ligacdo do RNA, que se encontram dentro da
proteina, tém sido caracterizados (Richmond et al., 1998). Um trabalho recente mostrou que a

proteina N interage com as proteinas Gy e Gg, facilitando a formacdo de particulas virais
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maduras e envelopadas (Ribeiro et al., 2008), mostrando o papel priméario da proteina na
encapsidacdo. Lovato et al. (2008) mostraram que a proteina N do TSWV induz a morte
celular programada em plantas de Capsicum chinense, sugerindo que a proteina N seja o fator

de aviruléncia para o gene Tsw (Lovato et al., 2008).
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Figura 1.1: Estrutura da particula viral e organizagdo genbmica. (A) llustracdo da estrutura da
particula viral. A membrana lipidica, oriunda da célula hospedeira, projetando em sua superficie as
glicoproteinas Gy e Gc. Internamente, os trés RNAs gendmicos virais associados com a proteina N
formando a ribonucleoproteina (RNP) em associacdo com a RNA polimerase RNA dependente.
(lustracdo de D. E. Ullman e Eileen J. Rendahl, Whitfield et al., 2005). (B) Organizacdo gendmica e
estratégia de expressdo do Tomato spotted wilt virus (TSWV). O genoma € composto por trés
segmentos de RNA: L, M e S. O RNA L codifica a polimerase viral; 0 RNA M codifica a proteina ndo
estrutural NSy e o precursor das glicoproteinas Gy € Gc € 0 RNA S codifica a proteina NSs e a
proteina N do nucleocapsideo. Os pequenos circulos em azul na regido 5’ de cada transcrito

representam a sequéncia cap adquirida durante o processo de cap-snatching.
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4. Transmissao e ciclo de infeccdo dos tospovirus

Os virus deste género sdo transmitidos de maneira circulativa/propagativa por varias
espécies de tripes (Wijkamp et al., 1995). No Brasil, foram encontradas as seguintes espécies
de tripes vetores de tospovirus: Frankliniella occidentalis, F. schultzei (Nagata et al., 1999b),
F. zucchini (Nakahara e Monteiro, 1999), Thrips tabaci e T. palmi (Nagata et al., 1999b).

A transmissdo do tospovirus pelo tripes so ocorre se 0 vetor adquirir o virus no estadio
de larva, especialmente, no primeiro estddio (Ullman et al., 1992a e b). Para que o virus seja
transmitido com sucesso, ele precisa passar por diversas barreiras dentro do corpo do inseto.
Os primeiros sinais de infeccdo em tripes por tospovirus foram visualizados em células
epiteliais do intestino médio, principalmente na regido anterior, posteriormente, 0 virus se
espalha pelos tecidos musculares do intestino médio. No estadio adulto, o virus foi detectado
nos tecidos musculares viscerais e no epitélio do intestino médio e, ap6s 72 horas de
aquisicdo, o virus foi detectado nas glandulas salivares e nos ligamentos que conectam o
intestino médio as glandulas salivares (Nagata et al., 1999a, 2002). Apesar da provavel
existéncia de barreiras a circulacdo do virus no corpo do tripes, presume-se que a entrada do
virus pelas células do intestino do inseto é mediada por uma interacdo entre receptores de
membrana do intestino médio e proteinas do RNA M do TSWV, semelhante ao que ocorre
com outros membros da familia Bunyaviridae (Bandla et al., 1998). As glicoproteinas sdo as
provaveis proteinas virais com funcdo de adesdo as células dos vetores, elas exercem
importante papel na infecgdo do inseto vetor e sdo, provavelmente, os primeiros componentes
virais que interagem com um receptor celular presente no intestino médio do tripes (Ullman et
al., 1992; Wijkamp et al., 1993; Nagata et al., 2002). Sin et al. (2005) demonstraram que as
glicoproteinas do TSWYV sdo necessérias para a infeccdo de F. occidentalis pelo virus e que
um Unico ponto de mutacdo na ORF da glicoproteina impede a transmissdo do virus pelo
inseto. Entretanto, essa alteracdo na ORF da glicoproteina ndo compromete a habilidade do
virus de infectar plantas. Uma proteina de 50 KDa foi identificada por Bandla et al. (1998) no
intestino médio de F. occidentalis como uma candidata a receptora para 0 TSWV; os autores
verificaram que a concentracdo do receptor celular varia de acordo com a idade do inseto,
compativel com estudos que mostram que a aquisi¢do do virus é reduzida conforme a idade
do vetor. Whitfield et al. (2008) wverificaram que ao se usar uma forma soluvel da
glicoproteina Gy (Gn-S), esta se liga ao intestino médio do tripes e reduz em até 8 vezes a

porcentagem de insetos adultos transmissores de TSWV. Esse resultado demonstrou que a
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transmissdo de TSWV por tripes pode ser reduzida com o uso de uma glicoproteina viral
exdgena, demonstrando também que esta é reconhecida por um receptor celular do inseto.

O tripes transmissor, ao se alimentar em uma planta sadia, introduz as particulas virais
na célula vegetal. O envelope viral é removido e as ribonucleoproteinas (RNPs) sdo liberadas
no citoplasma (Figura 1.2). Apo6s a liberacdo do material genético no citop lasma, o0 RNA viral
é transcrito pela polimerase viral. A transcricdo é iniciada pelo processo de cap-snatching, em
que sequéncias clivadas (12 a 20 nucleotideos) na regido 5° dos RNAs mensageiros do
hospedeiro atuam como iniciadores da sintese de RNA viral (Kormelink et al., 1992b;
Duijsings et al., 2001). Apos a extensdo da polimerase, o0 RNA viral mensageiro é traduzido.
A traducdo resulta na producédo das proteinas L, N e do precursor da glicoproteina (Kormelink
et al., 1992b). A medida que avanca o processo de infecgdo, ocorre aumento da concentracio
da proteina N e a polimerase viral passa a mediar a replicacdo do virus, produzindo vérias
copias do RNA gendmico. Uma maior producdo das proteinas NSs e NSy ocorre em uma
segunda traducdo, completando a sintese das proteinas virais (Kormelink et al., 1992;
Ribeiro, 2007).

O RNA viral gendbmico recém sintetizado se associa com a proteina N e com a
polimerase L, formando as RNPs, que se associam a proteina NSy, e sdo transportados para
células vizinhas através dos plasmodesmas, propagando a infeccdo. Enquanto isso, as
glicoproteinas Gy e Gc sdo glicosiladas e processadas no reticulo endoplasmatico rugoso
enquanto que os RNPs acumulam-se nas membranas do complexo de Golgi (Kikkert et al.,
1999) (Figura 1.3). Em seguida, as glicoproteinas sdéo modificadas no complexo de Golgi. Os
RNPs, que se localizam proximos ao local onde se encontram as glicoproteinas, sdo
envolvidos (wrapping) por essas glicoproteinas, originando novas particulas virais
duplamente envelopadas (DEVs) (Kikkert et al., 1999, Ribeiro et al., 2008). Em um estadio
de maturacdo tardia, as DEVs se fusionam umas com as outras, levando a formacdo de
vesiculas largas que contém particulas virais com um envelope (SEVs). As novas particulas
virais se acumulam no compartimento celular até serem mais tarde adquiridas pelo inseto

vetor.
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Figura 1.2: Ciclo de infeccdo do TSWV na célula vegetal. RNPs — ribonucleoproteinas; L —
polimerase; NSs — proteina supressora de silenciamento génico; NSy — proteina de
movimento; N — nucleoproteina; Gy e G¢ — glicoproteinas; 1- Entrada do virus TSWV na
célula hospedeira; 2- Remocdo do enwvelope viral e liberacdo dos RNPs; 3- Tradugdo
resultando na producdo das proteinas N, L, Gn/Gc, NSy e NSs; 4- Formagdo dos RNPs; 5-
RNPs; 6- RNPs envolvidos pelas glicoproteinas originando novas particulas virais; 7-
Associacdo dos RNPs com a NSy responsdvel pelo movimento viral através dos
plasmodesmas. (Adaptacdo da ilustracdo de Ribeiro, 2007)
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Figura 1.3: Representacdo esquematica do mecanismo de montagem da particula viral.
1- Glicoproteinas Gy e G¢ sendo processadas no reticulo endoplasmatico (RE); 2- Acumulo
das RNPs nas membranas do complexo de Golgi; 3- Envolvimento dos RNPs pelas
glicoproteinas presentes nas membranas do Golgi; 4- Formacdo das particulas virais
duplamente envelopadas (DEVs); 5- Formacdo de vesiculas devido a fusdo ocorrida entre as
DEVs, levando a formacado de vesiculas largas que contém particulas virais com um envelope
(SEVs). (Adaptacdo da ilustracéo de Ribeiro, 2007).
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5. Ocorréncia de Tospovirus

O Tomato spotted wilt virus € considerado a espécie-tipo do género Tospovirus e
estima-se que isolados deste virus infectem mais de 900 espécies de plantas dentro de 90
familias de monocotiled6neas e dicotileddneas, em todo o mundo, causando grandes danos e
perdas (Peters, 1998; Parrela et al., 2003), enquanto isolados de INSV infectam,
aproximadamente, 300 espécies de plantas pertencentes a 85 familias de monocotileddneas e
dicotiledéneas (Pappu et al., 2009).

Os principais sintomas observados nas plantas infectadas s&o: mosaico, bronzeamento
nas folhas, surgimento de anéis clordticos e necréticos nas folhas e nos frutos, nanismo e
necrose das hastes e das folhas (Pozzer et al., 1996). Os sintomas causados pela doenca
variam conforme a espécie, o isolado, o hospedeiro e as condi¢cdes ambientais.

Os tospovirus estdo distribuidos nos cinco continentes. O continente asiatico apresenta
a maior diversidade de tospovirus, seguido pelo continente americano. Pelo menos 14
espécies ja foram identificadas, infectando culturas de importancia econdmica no continente
asiatico. Tomate, pimentdo, cebola, alface e repolho estdo entre as principais culturas afetadas
pelo TSWV, seguido pelo Impatiens necrotic spot virus (INSV) que causa perdas em cultivos
no centro-leste e sul da Asia (Lebas e Ochoa-Corona, 2007). Além do TSWV e INSV, o
Tomato yellow ring virus (TYRYV), caracterizado em 2005, foi encontrado no Ird, em cultivos
de batata, soja, tomate e ornamentais, com possibilidades de se tornar um grande problema
econdmico no futuro (Hassani-Mehraban et al., 2005). O Groundnut bud necrosis virus
(GBNV) ¢ o virus mais importante em aspectos econdmicos na Asia, causando perdas de US
$89 milhGes em cultivos de amendoim, batata, tomate e soja nas regides produtoras da China,
india, Ird, Nepal, Siri Lanka e Tailandia (Reddy et al., 1995). Na India, relatou-se perdas na
producdo de amendoim causadas por GBNV de 70-90% (Singh e Srivatava (1995) citado por
Pappu et al., 2009). Outra espécie importante de tospovirus é o Watermelon bud necrosis
virus (WBNV), que pode chegar a causar 100% de perdas nos cultivos de cucurbitdceas na
india (Jain et al., 2007).

No continente africano, 0 TSWV causa danos nas culturas de tomate, fumo, pimentao
e batata. Além do TSWYV, outros trés tospovirus ocorrem no continente africano: GRSV,
infectando soja, Iris yellow spot virus (1YSV) em cebola e, recentemente, o Impatiens
necrotic spot virus (INSV) foi relatado no Egito (EFWahab et al., 2008 citado por Pappu et
al., 2009).
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A primeira descricdo da doenca causada pelo TSWV foi feita no continente
australiano, em 1915 (Brittlebank, 1919). Desde entdo, o TSWV continua sendo o virus que
mais causa danos em hortalicas (batata, pimentéo, alface e tomate) e ornamentais (caléndula e
dalia) no continente. Por mais de 80 anos, nenhuma outra doenga causada por tospovirus foi
relatada no continente australiano (Mc Michael et al., 2002), mas, recentemente, trés
tospovirus foram encontrados: o Calla lily chlorotic spot virus (CCSV), o 1YSV (Coutts et al.,
2004) e um tospovirus ainda ndo caracterizado, o qual foi encontrado em uma orquidea nativa
(Pterostylis sp.) no sudoeste da Australia (Gibbs et al., 2000).

Na Europa, 0 TSWV e o INSV sdo duas espécies bem estabelecidas. O TSWV foi
reportado, pela primeira vez, em 1929, infectando cereja ornamental (Smith, 1932). O INSV
foi relatado em 1991, infectando plantas ornamentais (flores de corte e plantas em vaso)
(Peters et al., 1996). Outras espécies encontradas na Europa sdo o I'YSV e CSNV (Pappu et
al., 2009).

No Brasil, Silberschmidt (1937) relatou a doenca causada por TSWV pela primeira
vez, conhecida como vira-cabega, infectando fumo.

O TSWV provoca grandes perdas econdmicas em hortalicas no pais. Em 1995, Nagata
et al. realizaram um levantamento da ocorréncia de isolados de tospovirus em varios Estados
brasileiros e relataram que nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul
predominavam as espécies Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus
(GRSV), enquanto no Distrito Federal e no Estado do Paranad predominava a espécie TSWV.
O Brasil apresenta uma grande diversidade de tospovirus, além das espécies TSWV, TCSV e
GRSV foram identificadas as espécies Iris yellow spot virus (I'YSV) em plantas de cebola, na
regido nordeste do pais, com perdas de 100% da producdo (Pozzer et al., 1999);
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) em plantas de crisantemo e tomate no Rio de
Janeiro (Brioso et al., 2004) e tomate em Vigosa - Minas Gerais (Nagata et al., 1998); e
Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) em campos experimentais de abobora em Sao Paulo
(Pozzer et al., 1996; Resende et al., 1997; Bezerra et al, 1999) e em pepino no Distrito
Federal (Nagata et al., 1998).

6. Controle dos tospovirus

O manejo de tospovirus é dificil devido ao amplo circulo de hospedeiras e devido ao
ineficiente controle quimico desses insetos. Varias préaticas culturais ttm sido recomendadas

para um controle efetivo do TSWV como o combate ao tripes vetor, mediante o uso de
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inseticidas quimicos, uso de agentes de controle bioldgico e utilizacdo de plantas hospedeiras
resistentes.

O uso de inseticidas para controlar o tripes tem se mostrado um método de baixa
eficiéncia, ndo reduzindo, de maneira significativa, a incidéncia de TSWV em diferentes
cultivos (Cho et al., 1989). O método mais eficiente tem sido o uso de cultivares resistentes
ao TSWV. Algumas espécies de Solanum possuem resisténcia natural. A maioria das fontes
de resisténcia identificadas apresenta pouco interesse para uso em programas de
melhoramento, por serem do tipo isolado especifico (Stevens et al., 1992) e de natureza
poligénica (Paterson et al., 1989). A primeira fonte de resisténcia natural foi identificada em
Solanum peruvianum, o qual apresentou elevado nivel de resisténcia a isolados de TSWV
(Stevens et al., 1992). No Brasil, foram pesquisadas popula¢des derivadas do cultivar
‘Stevens’, originadas de cruzamentos entre S. peruvianum e S. esculentum, obtidas na Africa
do Sul (van Zijl et al., 1986; Stevens et al., 1992). Essa resisténcia introduzida na cultivar
Stevens é mediada pelo gene Sw-5, que confere resisténcia ampla aos tospovirus: TSWYV,
GRSV e TCSV (Boiteux e Giordano, 1993; Spassova et al., 2001). Plantas que expressam o
gene Sw-5 restringem a infecgdo sistémica do virus e as folhas inoculadas produzem uma
reacdo do tipo hipersensibilidade (RH) (Stevens et al., 1992).

Cultivares de tomates comerciais, que expressam o gene de resisténcia Sw-5, tem sido
usadas em varios paises: Africa do Sul, Espanha, Italia, Australia e Estados Unidos (Roggero
et al., 2002; Sivpasard e Gubba, 2011). No Brasil, devido aos danos econdmicos causados por
tospovirus, em areas de tomate para processamento industrial, a Embrapa Hortalicas, em
parceria com o IPA (Instituto Pernambucano de Pesquisa Agropecuaria), desenvolveu a
cultivar de tomate para processamento industrial ¢ Viradoro’, resistente aos tospovirus TSWV,
TCSV e GRSV (Giordano et al., 2000). A cultivar ‘Viradoro’ teve origem a partir de
cruzamentos realizados entre os cultivares ‘IPA-5’ (resistente a altas temperaturas, aos fungos
verticillium, fusarium, stemphylium e ao nematdide meloidogyne) e “TSW-10’que contém o
gene Sw-5 que confere resisténcia a tospovirus, além dos genes Sm que confere resisténcia ao
stemphylium e o gene Ve ao verticillium) (Giordano et al., 2000).

O surgimento de isolados com capacidade de superar 0s genes de resisténcia tem sido
descrito na literatura. Em 1993 na Africa do Sul, foram encontradas p lantas de tomate que
apresentavam o gene Sw-5, sendo infectadas pelo TSWYV isolado JF1, capaz de quebrar a
resisténcia conferida pelo gene Sw-5. Entretanto, esta variante viral ndo se estabeleceu e

também ndo se disseminou para outras &reas de cultivo, ficando restrita ao campo de origem
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(Thompson e van Zijl, 1996). Na primavera de 2002, um novo isolado do TSWV, conhecido
como GRAU, foi encontrado, infectando plantas de tomate em um campo na Provincia de
Barcelona, na Espanha, sendo que as plantas apresentavam sintomas tipicos de TSWV, apesar
de também possuirem o gene Sw-5 (Aramburu e Marti, 2003). Em contraste ao que ocorreu na
Africa do Sul, 0 GRAU se disseminou para outras areas e foi encontrado infectando plantas
de tomate proximas a cultivos de pimenta, a 4 Km de distancia do campo de origem
(Aramburu e Marti, 2003). Em adicdo a esses paises, também ja existem relatos de quebra de
resisténcia do gene Sw-5 no Havai (Canady et al., 2001; Gordillo et al., 2008) e na Italia
(Roggero et al., 2002; Ciuffo et al., 2005; Zaccardelli et al., 2008). No Brasil, ainda ndo
existem relatos de quebra de resisténcia em cultivares de tomate por tospovirus.

O gene Sw-5 foi mapeado ao longo do cromossomo 9 (Chague et al., 1996; Stevens et
al., 1992, 1995) e a regido que contém esse gene de resisténcia foi clonada e caracterizada
(Brommonschenkel e Tanksley, 1997). Além disso, verificou-se que o gene Sw-5 encontra-se
dentro de um complexo, formado por cinco cépias do gene, nomeados Sw-5a, Sw-5b, Sw-5c,
Sw-5d e Sw-5e. A eficiéncia conferida por cada copia do gene aos tospovirus ainda ndo esta
completamente clara, mas andlises das coOpias em separado, realizadas em plantas
transgénicas, indicaram que a expressdo do Sw-5b, isoladamente, é suficiente para conferir o
fendtipo de resisténcia (Spassova et al., 2001).

Lopez et al. (2011), por meio da comparacdo de nucleotideos e sequéncias de
aminoacidos entre isolados de TSWV do tipo selvagem e do tipo que quebram resisténcia,
sugeriram que a resisténcia conferida pelo gene Sw-5 pode ser superada pela substituicdo dos
aminoacidos cisteina (C) pela tirosina (Y) na posicdo 118 (C118Y) ou pela substituicdo da
treonina (T) pela asparagina (N) na posicdo 120, na proteina de movimento NSy. Analises
filogenéticas revelaram que a substituicdo C118Y ocorreu trés vezes e de forma independente
por evolugdo convergente (em condicbes ambientais similares, estruturas diferentes em
diferentes grupos de organismos podem passar por modificaches para exercer a mesma
funcédo), podendo ser uma adaptagdo para superar a resisténcia conferida pelo gene Sw-5,
enquanto a substituicdo T120N ocorreu uma Unica vez. No entanto, essas conclusdes foram
indiretas, baseadas na comparacéo de sequéncias das proteinas virais, faltando a comprovacéo
bioldgica da interacdo entre a proteina de movimento NSy e 0 gene de resisténcia Sw-5.

O gene Sw-5, além de conferir resisténcia a espécies de tomate, também confere
resisténcia a outras espécies da familia Solanaceae, como o fumo (Nicotiana tabacum) e a
berinjela (Solanum melongena) (Lau et al., 2006).
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Em Capsicum, foi relatado outro tipo de gene dominante de resisténcia Tsw, efetivo
apenas contra isolados da espécie TSWV, especialmente, nos acessos de Capsicum chinense
“PI159236” e “PI 152225” (Black et al., 1991; Boiteux e de Avila, 1994; Boiteux, 1995). O
gene Tsw ndo é efetivo contra TCSV e GRSV (Boiteux, 1995). Plantas, contendo o gene Tsw,
produzem reagdes de hipersensibilidade (RH), isto significa que as plantas reagem contra a
infeccdo viral, resultando em lesBes necroticas no local da infeccdo (Boiteux e Avila, 1994).
Esses genes de resisténcia tém sido introduzidos em cultivares de tomates comerciais (Sw-5) e
cultivares de Capsicum spp (Tsw) e sdo empregados com sucesso em regides produtoras
dessas hortalicas no mundo, sendo que no Brasil ndo sdo utilizadas cultivares comerciais de
Capsicum spp. contendo o gene Tsw. O primeiro relato de quebra de resisténcia para 0 gene
Tsw foi observado apenas um ano apds o seu uso, em 1999, na Italia e na Espanha (Garcia-
Arenal e McDonald, 2003). Vérios fatores podem ser responsaveis pela baixa durabilidade de
resisténcia das plantas, e essa durabilidade pode estar relacionada a capacidade de evolucéo
do virus na superacdo da resisténcia, a qual esta ligada ao nimero de mutagdes requeridas
(Harrison, 2002; Ayme et al., 2006, 2007; Tentchev et al., 2011).

Lovato et al. (2008) observaram o efeito da expressao de trés genes (N, NSy e NSg) de
TSWV em C. chinense ‘PI 159236°, usando o vetor de Potato virus X (PVX). Os resultados
obtidos, baseados na sintomatologia e alteracdes celulares observadas via microscopia de
fluorescéncia, indicaram que o gene N é o provavel gene de aviruléncia do TSWV,
responsavel pela inducdo de RH em C. chinense ‘Pl 159236’ ou contribui como integrante de
um complexo de proteinas que interagem com o produto do gene Tsw para que esta reacao
ocorra. Margaria et al. (2007) compilaram sequéncias do segmento do S RN A e das proteinas
codificadas pelo mesmo, usando sequéncias depositadas em bancos de dados publicos de
isolados selvagens e de isolados que quebram resisténcia, gerada pelo gene Tsw, e
propuseram, com base nas diferengas génicas, que a proteina NSs seria o fator de aviruléncia.
Os autores também caracterizaram dois isolados que quebram resisténcia e que apresentavam
delecdes na proteina NSs Esses autores puderam observar que a NSs estd envolvida na
preservacao dos sintomas em folhas novas, causados pela infeccdo do TSWV, evitando a
recuperacéo da planta.

Jahn et al. (2000) amplificaram e mapearam o gene Tsw, que Se encontra na porcgao
distal do cromossomo 10, e também avaliaram a sua relacdo com gene Sw-5, por meio de
estudos genéticos do TSWV. A capacidade do TSWV-A (isolado de uma cultivar de tomate
que expressa 0 gene Sw-5) de superar a resisténcia gerada pelo gene Tsw em pimenta e pelo
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gene Sw-5 em tomate esta localizada em diferentes segmentos do genoma do TSWV (Qiu e
Moyer,1999). A clonagem do gene Tsw e 0 seu sequenciamento estdo sendo realizados na
Universidade de Wageningen (Richard Kormelink, comunicagéo pessoal), mas os resultados
ainda ndo estdo disponiveis.

A diversidade de sequéncias de nucleotideos entre os virus de RNA é grande,
especialmente, quando comparado com a evolugdo da maioria dos seres vivos. Os virus de
RNA apresentam taxas de mutacdo extremamente altas, por ndo possuirem um mecanismo de
reparo (proofreading). Virus com genomas segmentados tém a capacidade de expandir sua
diversidade genética, seja por meio de acumulo de mutacbes pontuais, seja mediante eventos
de rearranjo genético ou permutacdo (Tsompana et al., 2005). Domingo e Holland (1994)
sugeriram que o0 mecanismo de rearranjo € o mais utilizado pelos virus de genoma
segmentado, visto que infecgdes mistas sdo muito comuns em isolados virais em condicOes de
campo. Entretanto, o rearranjo pode ser considerado um evento raro, sua existéncia pode
conferir uma vantagem seletiva, como a adaptagdo a novos hospedeiros e expansdo da gama
de hospedeiros. Estudos de rearranjo em bunyavirus mostraram ser Uteis por permitirem o
mapeamento de atributos e fungdes de segmentos especificos do RNA gendémico. Na relacdo
tospovirus/planta/inseto, a primeira evidéncia de rearranjo pode ser observada a partir da co-
infeccao de plantas com duas estirpes de TSWV, com subsequente observacdo da mistura de
caracteres fenotipicos (Best e Gallus, 1955). Hoffmann et al. (2001) utilizaram um sistema
genético viral para mapear os determinantes virais do TSWV responsaveis pela superacao da
resisténcia em plantas de tomate que expressam o gene de resisténcia Sw-5. A partir de um
grupo de gendtipos rearranjados, gerados de isolados de TSWV, os pesquisadores observaram
gue a habilidade de superar a resisténcia do gene Sw-5 estava ligada ao segmento de M RNA.
Webster et al. (2011) identificaram plantas de tomate, no sul da Flérida, infectadas com
GRSV, com base na sorologia e na sequéncia do gene N, apresentando sintomas severos
causados por tospovirus. Essa descoberta ampliou o conhecimento a respeito da distribuicao
do virus, mostrando um aumento da disseminacao desse virus, indo além da América do Sul e
Africa do Sul (de Avila et al., 1990, 1993), para a América do Norte. A partir desse isolado,
os autores puderam determinar e analisar o genoma completo do virus, demonstrando que o
isolado de GRSV, encontrado na Flérida, € na verdade um rearranjo formado pelo M RNA de
TCSV e 0 S e L RNAs sao oriundos do GRSV. O gendtipo foi estabelecido como LcM1Sg e
foi verificado que ele é transmitido pelo tripes vetor e também ndo é capaz de superar a

resisténcia em plantas de tomate que possuem o gene de resisténcia Sw-5.
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7. Mecanismo de defesa das plantas contra patogenos

Genes de resisténcia presentes em plantas estdo sempre associados a rea¢fes de defesa
do organismo que se manifestam por meio de varios tipos de mecanismos de defesa
desencadeados pela infeccdo do patdgeno. A morte celular programada (PCD — Programmed
cell death) constitui-se um desses tipos de manifestacdo de defesa contra infecgdes virais em
diferentes hospedeiros e tem sido definida como uma cascata de eventos que conduzem a uma
destruicdo controlada e organizada da célula (Lockshin e Zakeri, 2001). Estudos
ultraestruturais, originalmente conduzidos por Kerr et al. (1972), levaram a descri¢do de duas
formas distintas de morte celular: apoptose e necrose. A apoptose foi, inicialmente, descrita
em termos morfoldgicos, sendo caracterizada pela diminuicdo celular, pela condensacéo e
fragmentacdo nuclear e pela formacdo de corpos apoptdticos (Adrain e Martin, 2001). O
termo apoptose foi especificamente usado para distinguir entre forma controlada de morte
celular e necrose. Uma grande parte dos eventos biogquimicos que ocorrem na célula ja foi
esclarecida, como a destruicdo celular, que é conduzida pela ativacdo de uma familia de
proteases conhecidas como caspases (Wolf e Green, 1999). A ativacdo das caspases ocorre
por meio de receptores extrinsecos, ou, alternativamente, por vias intrinsecas, controladas em
parte pela mitocondria e pela liberacdo do citocromo c. Muitos reguladores que desempenham
papel essencial na apoptose foram identificados e mostraram que podem promover ou inibir a
perda da integridade mitocondrial (Gree e Reed, 1998; Adrain e Martin, 2001). J& a necrose
foi descrita como uma forma descontrolada de morte celular, que muitas vezes resulta em um
estresse celular, onde a célula é incapaz de ativar as vias apoptéticas (Kroemer et al., 2009).
Durante a necrose, observa-se um inchaco no lugar de uma diminuicdo da morfologia celular,
sendo que este inchaco é devido a perda celular da capacidade osmética regulatoria,
resultando na inundacdo da célula com agua e ions (Lennon et al., 1991). A morte celular em
mamiferos foi subdividida em trés categorias: apoptose (Tipo 1), morte celular autofagica
(Tipo 1) e necrose (Tipo I11) (Lockshin e Zakeri, 2001; Bras et al., 2005; van Doorn, 2011).
O termo autofagia descreve o processo de degradacdo do material citoplasmatico por meio de
lisossomos, e é caracterizado pela formacéo de vaclolos autofagicos e também pela dilatacdo
do reticulo endoplasmético e mitocondria e um ligeiro aumento do complexo de Golgi (Bras
et al., 2005).

Em plantas, a PCD ocorre como parte do seu desenvolvimento (senescéncia) ou em
resposta ao estresse ambiental (Greenberg, 1997). Tal como acontece com os mamiferos, ela

esta envolvida em resposta a um patdgeno (resposta de hipersensibilidade) e estresse (Pennel
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e Lamb, 1997; van Doorn e Woltering 2005). van Doorn (2011) prop0s a distingdo da morte
celular programada em plantas, em duas classes: autolitica e ndo-autolitica. A caracteristica da
classe autolitica é o rapido desaparecimento do citoplasma ap6s a ruptura do tonoplasto,
sendo que ainda ndo esta claro como essa ruptura acontece. O desaparecimento do citoplasma
ocorre devido a liberacdo de hidrolases presentes no vactolo, as quais o degradam (van Doorn
et al., 2011). Na maioria dos casos deste tipo de PCD, a morte é precedida pelo aparecimento
de pequenos vacuolos no citoplasma e também pela fusdo dos mesmos, originando vacuolos
de tamanho grande, fazendo com que o citoplasma seja substituido pelo volume do vactolo.
Um namero consideravel de organelas citoplasmaticas, em particular, plastideos, ribossomos,
membranas do reticulo endoplasmatico e peroxissomos desaparecem durante esse processo
(van Doorn et al., 2011). Essas mudancas sdo muito semelhantes a autofagia que ocorre em
células de animais e em células de levedura, embora ainda ndo seja totalmente claro como o
processo é regulado nas plantas e que organelas estdo envolvidas. A PCD pertencente a classe
autolitica ocorre durante a germinacdo das sementes, formacao das estruturas embrionérias e
do desenvolvimento das raizes, durante o estresse abiotico, a falta de oxigénio em raizes e a
seca, que conduz ao amarelecimento avancado e processo de senescéncia (van Doorn, 2003;
Gregersen et al., 2008). A classe ndo-autolitica € caracterizada pela ndo-ocorréncia do rapido
desaparecimento do citoplasma, entretanto, esse fator ndo esta relacionado ao aumento da
permeabilidade ou mesmo a ruptura do tonoplasto. N&o se observa o aumento do volume
vacuolar e nem a liberacdo massiva de uma grande quantidade de hidrolases que sé&o
responsaveis pela “limpeza” do citoplasma remanescente (van Doorn, 2011). A classe nao-
autolitica estd relacionada com a reacdo de hipersensibilidade (RH), com a presenca de
patégenos necrotréficos em plantas e com ocorréncia no endosperma de sementes de cereais
(Filonova et al., 2008; van Kan, 2006). A PCD relacionada a RH pode ser dividida em dois
grupos: um primeiro grupo gque apresenta a liberacdo de proteinas fisiologicamente ativas do
vacuolo e outro grupo onde essa liberacdo ndo € observada (van Doorn et al., 2011).

As plantas respondem ao ataque inicial de patdgenos por ativacdo de mecanismos de
defesa, reduzindo desta maneira os danos causados por patdgenos. A protecdo da planta esta
associada a defesa pré-formada ou a ativagdo dos seus mecanismos (Hammond-Kosack e
Jones, 1996). Segundo Heath (2000), a defesa pré-formada é o principal mecanismo no caso
de resisténcia ndo especifica, que ocorre quando as plantas sintetizam peptideos, proteinas e
metabdlitos secundarios. A ativacdo dos mecanismos de defesa promove reacdes na planta

ligadas a ativagdo de genes que resultam em resisténcia sistémica adquirida, producdo de
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lignina, enzimas hidroliticas e fitoalexinas (Dangl et al., 2000) e um bloqueio do
espalhamento do patégeno pela planta o qual ocorre por meio da rapida morte celular do
tecido da hospedeira no ponto que circunda a entrada do patdgeno. Esse processo é chamado
RH e é uma tipica reagdo de resisténcia baseada na teoria gene-a-gene (Morel e Dangl, 1997).
Flor (1971) prop6s por meio de sua teoria gene-a-gene que a resisténcia a um patdgeno
depende da presenca do gene de resisténcia (R) na planta hospedeira, interagindo com o
elicitor ou gene de aviruléncia (avr) presente no patogeno. O resultado de uma tentativa de
infeccdo é dependente tanto do genodtipo do hospedeiro quanto do patégeno. O gene R
presente em plantas confere resisténcia a diferentes patdgenos, incluindo fungos, bactérias e
virus (Morel e Dangl, 1997).

Existem diferentes respostas mediadas por esses genes de resisténcia. Cada gene R
confere resisténcia a um patdgeno especifico. A maioria das respostas de defesa mediadas
pelo gene R sdo do tipo RH, que se manifesta em discretas lesbes necréticas. O virus
normalmente fica restrito a lesdo e as células que circundam a lesdo, ndo conseguindo se
propagar para outras areas celulares adjacentes. Um segundo tipo de resisténcia, conferida
pelo gene R, consiste da resisténcia sisttémica adquirida (RSA), que ocorre tanto no sitio
primario de infeccdo como em tecidos ndo infectados da planta. Apds a formacdo da lesdo
local necrotica, tipica da RH, a RSA pode ser ativada, resultando no desenvolvimento de
resisténcia de amplo espectro e por toda a planta. A RSA é mais duradoura e € caracterizada
pelo aumento da expressao de varios genes, relacionados a reacdo contra o patdgeno, os quais
codificam componentes antimicrobianos (Soosaar et al., 2005).

Os genes de resisténcia podem ser classificados com base nos tipos de dominios
encontrados nas proteinas por eles codificadas. Um grande numero de genes R foi identificado
na planta Arabidopsis thaliana e em outras espécies (Quadro 1.3). A maioria das proteinas de
resisténcia é caracterizada pela presenca de dois dominios: LRR e NB-ARC.

O dominio Leucine Rich Repeat (LRR) atua como responsavel primario pelo elicitor
de reconhecimento, ou em um modelo alternativo, e age como protetor da maquinaria celular
contra 0 ataque de patdgenos (Dangl e Jones, 2001). O dominio NB-ARC (Nucleotide
Binding, human; APAF-1, Plant Resistance Genes and Caenorhabditis elegans CED-4, (van
der Biezen e Jones, 1998) atua nas vias da transducdo de sinal, agindo em resposta ao ataque
de patogenos, e esta envolvido na morte celular programada. A Unica fun¢do associada a esse
dominio em plantas é a de resisténcia a doencas. O dominio NB-ARC é denominado

Nucleotide Binding Site (NBS) quando se refere a plantas e atua na detec¢do de proteinas de
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viruléncia do patdgeno, desencadeando uma cascata de sinalizagdo e culminando com a
resposta de resisténcia (van der Biezen e Jones, 1998).

Os membros da classe NB-ARC/LRR séo subdivididos nos grupos | e Il, com base na
estrutura dos seus dominios conservados N terminal (Pan et al., 2000). Os genes de
resisténcia, pertencentes ao grupo I, possuem uma regido TIR terminal (Toll e receptores de
Interleucina), a qual € homdloga ao dominio receptor Toll/Interleucina (Whitham et al., 1994)
e sdo responsaveis por induzir a sinalizacdo de defesa. O segundo grupo de NB-ARC contém
0s genes R, que codificam outro motivo, chamado dominio coiled coil (CC) (Meyers et al.,
1999; Pan et al., 2000), o qual pertence o gene Sw-5 (Spassova et al., 2001). O gene Sw-5
induz uma RH e também resisténcia extrema (RE), quando ndo é possivel detectar acumulo
viral e nenhuma outra resposta € visivel no sitio de infeccdo. Os genes de resisténcia de
plantas sdo capazes de reconhecer varios virus dentro de uma mesma familia, a qual pode
apresentar diferentes graus de similaridade na estrutura priméaria de suas proteinas Avr. Um
exemplo é o gene N, originario de N. glutinosa, ele reconhece todos os tobamovirus, com
excecdo do Obuda pepper virus (ObPV) ( Padgett e Beachy, 1993; Moffet, 2009).

Em alguns casos, sintomas de necrose induzidos por infecgdo viral surgem devido a
uma resposta ineficiente mediada por proteinas NB-LRR. Os diferentes resultados associados
com as respostas de defesa antiviral sdo condicionados por um numero de fatores, incluindo a
eficiéncia do reconhecimento, sinalizagdo e movimento viral (Moffet, 2009).

Compreender como 0s patdgenos superam o0 reconhecimento é uma questdo
importante para a implantacdo da resisténcia de amplo espectro e da resisténcia duravel.
Claramente, isto é muitas vezes atingido por meio de mutagdes que resultam em uma
perda ou comprometimento funcional do determinante Avr. No entanto, varios genes anti-
virais R fornecem exemplos onde variantes funcionais Avr ndo sdo reconhecidos por uma
proteina NB-LRR, mas possuem a capacidade de serem reconhecidos por outra proteina
(Moffet, 2009).
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Quadro 1.3: Proteinas NB-LRR que conferem resisténcia a virus em plantas (Adaptado
de Moffet, 2009).

Proteina | NB- Planta Virus Awvr Referéncias
LRR
HRT ccC Arabidopsis | Turnip crinkle virus CpP Cooley et al. (2000)
RCY1 ccC Arabidopsis | Cucumber mosaic CpP Takahashi et al. (2001)
virus
Rx CcC Batata Potato virus X e CP Baures et al. (2008), Bendahmane et al.
outros potexvirus (2000)
Rx2 CccC Batata Potato virus X CpP Bendahmane et al. (2000)
Sw-5 CccC Tomate Tospovirus ND Brommonschenkel et al. (2000)
Tm-2, Tm-| CC Tomate Tobamovirus 1-30KMP | Lanfermeijer et al. (2003), Lanfermeijer et
2 al. (2005)
L, L5 L |cCC Pimentdo | Tobamovirus CP Tomita et al. (2008)
L4
Rsv1l ccC Soja Soybean mosaic virus P3 Hajimorad et al. (2005), Hayes et al. (2004)
Ctv CcC Laranja Citrus tristeza virus ND Rai (2006), Yang et al. (2003)
| TIR Feijao Bean common mosaic ND Vallejos et al. (2006)
virus
N TIR N. glutinosa Tobamovirus Helicase: Erickson et al. (1999), Whitmam et al.
subunidade | (1994)
P50
Y-1 TIR Batata Potato virus Y ND Vidal et al. (2002)

CP = proteina da capa, MP = proteina de movimento, ND = ndo determinado, CC = dominio

coiled-coil, TIR = dominio Toll e receptores de Interleucina.

8. Sistema imune de vigilancia em plantas e mamiferos

A primeira linha de defesa das plantas e dos animais é provida pelos receptores de

reconhecimento - PRRs (PRRs - pattern recognition receptors), os quais reconhecem

patdgenos - MAMPs, ou modelos moleculares associados ao perigo - DAMPs (MAMPs -

microbe-associated molecular patterns e DAMPs - danger-associated molecular patterns,

respectivamente), e desencadeiam uma sinalizacdo imune (Coll et al., 2011). A classe melhor

estudada de PRRs é a dos receptores do tipo kinase - RLKs (RLKs - receptor-like kinases), 0s
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quais possuem ectodominios de repeticdo ricos em leucina - LRRs (LRRs - leucine-rich
repeats) e um dominio kinase intracelular, envolvido na transducdo de sinais via cascatas
MAPK, resultando no desencadeamento de uma resposta de imunidade via MAMP,
denominado MTI (MTI - MAMP-triggered imunity) (Jones e Dangl, 2006). Nas plantas, uma
segunda classe intracelular de receptores de resposta inata imune é ativada pela via de
reconhecimento dos efetores do patdgeno, resultando no desencadeamento da imunidade -
ETI (ETI - effector-triggered imunity) (Coll et al., 2011). O ETI é mediado pelo dominio N B-
LRR (Nucleotide Binding - Leucine Rich Repeat), que esta ligado as proteinas de resisténcia.
O reconhecimento do efetor pode ocorrer por meio de uma ligagdo direta da proteina NB-
LRR ou de forma indireta. A hipdtese “guarda” explica o reconhecimento indireto, o qual
ocorre via uma proteina intermediaria, que ocorre a partir da modificacdo da proteina do
hospedeiro pela proteina efetora do patégeno, sendo monitorada por uma proteina especifica
NB-LRR (guarda) (Dangl e Jones, 2001; Van der Biezen e Jones, 1998).

O reconhecimento do patdgeno via NB-LRRs em plantas, conduz a inibicdo do
crescimento do patdgeno, o qual é frequentemente, mas ndo sempre, acompanhado pela
reagao de hipersensibilidade (RH).

O cloroplasto desempenha um papel central na resposta de defesa e RH em plantas.
Primeiro, porque ele constitui uma fonte muito importante na sinalizacdo de moléculas de
defesa como as espécies reativas de oxigénio (ERO), intermediarios reativos de 6xido de
nitrogénio (NOI) e nos hormdnios de defesa como o &cido salicilico (AS) e o &cido jasmdnico
(JA). Segundo, porque em muitos casos, a luz é requerida para gque ocorra o desenvolvimento
da RH. Em terceiro, varios efetores de patdgenos apresentam sinais de localizacdo no
cloroplasto e em alguns casos eles ttm mostrado a capacidade de suprimir a imunidade
(Guttman et al., 2002; Fuet al., 2007; Jelenska et al., 2007). As formas mais comuns de ERO
gue atuam como sinalizadores sdo 0 aniom superoxido e o perdxido de hidrogénio. Diversos
estudos demonstram que o AS e ERO atuam em conjunto para desencadear a ativacdo da
morte celular (Shirasu et al., 1997)

Os eventos moleculares que conduzem a RH durante o desencadeamento da
imunidade (ETI) sdo parcialmente sobrepostos com aqueles associados ao MTI, incluindo
acumulacdo de AS, ERO e NOI, ativacdo da cascata de MAPK, modificacBes nos niveis de
calcio intracelular, reprogramacdo da transcrigdo e sintese de componentes antimicrobianos
(Mur et al., 2008). A comparacdo do MTI com o ETI mostra que o ETI é uma resposta

acelerada e amplificada da RH (Jones e Dangl, 2006).
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Em mamiferos, varios tipos de morte celular t¢ém sido identificados em resposta a
infeccdo. Um andlogo a RH em plantas é a piroptose que é uma forma pré-inflamatoria de
morte celular inicialmente descrita como necrose dependente da caspase-1 em macréfagos
(Brennan e Cookson, 2000). A piroptose tem sido relatada como uma resposta a infeccéo por
bactérias e viroses (Allen et al., 2009). A ocorréncia natural da morte celular programada em
mamiferos foi primeiramente relatada no século 19 (Clarke e Clarke, 1996) e anos mais tarde,
o termo apoptose foi adotado (Kerr et al., 1972). O processo de morte celular envolve a
atuacdo das Caspases, uma familia de proteases de cisteina que clivam seus substratos apds
um residuo de acido aspartico. A primeira caspase descoberta em mamiferos foi a enzima
conversora de IL-1B (ICE), mais tarde conhecida como caspase-1, a qual ndo participa da
apoptose, mas controla a inflamacdo e morte em células piroptdticas apos a ativacdo da NLR
(Vance et al., 2009; Martinon e Tschopp, 2007).

Outra modalidade de morte celular em mamiferos é a necrose programada ou
necroptose (Degterev et al., 2005). Esta forma alternativa de morte celular programada, é na
maioria dos casos iniciada por meio da estimulacdo da via extrinseca da apoptose, quando as
caspases estdo ausentes ou inibidas. A necroptose ocorre em resposta a infec¢do causada por
alguns virus que blogueiam a apoptose nas células hospedeiras (Challa e Chan, 2010).

A necroptose, que ocorre independente da caspase e a piroptose, que é dependente da
caspase-1, constituem dois tipos pro-inflamatorios de morte celular. Em contraste, a apoptose,
mediada por caspases apoptéticas, € na maioria dos casos um processo imunoldgico
silencioso, uma vez que corpos celulares sdo removidos pelos fagdcitos, sendo um beneficio
para minimizar o dano ocorrido durante a resposta imune. A apoptose pode ser desencadeada
apos o ataque por patdgenos, e evidéncias indicam que ela € essencial para a eliminacdo dos
mesmos (Labbe e Saleh, 2008, Coll et al., 2011).

Patdgenos biotroficos de plantas se alimentam de células vivas, sendo assim, eles
precisam evitar sua deteccdo e morte pela planta hospedeira para que possam invadir as
células das mesmas. O envolvimento de mecanismos que suprimem a RH, utilizando efetores
especificos que séo liberados dentro da célula via diversos sistemas de secrecdo, € um dos
mecanismos de defesa desenvolvidos pelos patdgenos. Alguns efetores de Pseudomonas
syringae patovar tomate DC3000 sdo capazes de suprimir a RH em tabaco e arabidopsis
(Jamir et al., 2004; Guo et al., 2009). Os mecanismos pelos quais a RH € suprimida

permanecem desconhecidos, mas a caracterizacdo sistematica do numero de efetores
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identificados pode ajudar a compreender como eles interferem na defesa das plantas,
incluindo o controle da RH (Coll et al., 2011).

Diferente dos patdgenos biotroficos, os patdgenos necrotréficos adquirem seus
nutrientes a partir de células que estdio morrendo ou células mortas. Os patdgenos
necrotroficos desenvolveram mecanismos para induzir a morte celular dos seus hospedeiros
por meio da secrecdo de fitotoxinas e enzimas degradadoras da parede celular, resultando na
formacdo de lesbes necroticas expandidas nos tecidos foliares infectados (Alfano e Collmer,
1996; Walton, 1996). Enquanto os patdgenos biotréficos envolvem estratégias para suprimir a
RH, alguns necrotréficos utilizam a maquinaria da RH das plantas como estratégia para

promover sua viruléncia (Govrin e Levine, 2000).

9. Reguladores da morte celular em plantas

A cadeia de eventos que conduz a morte celular em plantas, apds o reconhecimento do
efetor pelo receptor via NB-LRR, ainda ndo foi completamente elucidada. Dois modulos de
sinalizacdo regulam as proteinas NB-LRR: um primeiro conhecido como resisténcia a
doencas de ragas ndo-especificas 1 (NDR1 - nonrace-specific disease resistance 1) que regula
na maioria dos casos a resposta imune mediada pelas proteinas CC-NB-LRR; e um segundo,
conhecido como aumento da susceptibilidade a doencas 1 (EDS1)/ deficiente em fitoalexina 4
(PAD4)/ gene associado a senescéncia 101 (SAG101), esse complexo € mediado pelas
proteinas de sinalizacdo TIR-NB-LRR (Aarts et al., 1998). Os dois modulos conduzem ao
acumulo de SA (Shapiro e Zhang, 2001; Wiermer et al., 2005), o qual tem um importante
papel na resposta de defesa. ERO e AS agem sinergisticamente conduzindo a RH (Shirasu et
al., 1997). Apesar da auséncia de homdlogos da caspase em plantas, varios estudos utilizando
peptideos inibidores, especificos da caspase, sugerema presenca de atividade de uma protease
do tipo caspase na inducdo de RH em plantas (Lam e del Pozo, 2000; Hatsugai et al., 2004;
Rojo et al., 2004).

A mais de uma década, duas novas familias de proteinas do tipo caspase, metacaspases
e paracaspases, foram identificadas in silico. Similar as caspases, elas contém uma diade
catalitica conservada de cisteina/histidina e uma hemoglobinase/caspase (Uren et al., 2000;
Aravind e Koonin, 2002). As paracaspases sdo encontradas em animais e micetozodrios,
enquanto as metacaspases estdo presentes em plantas, fungos, protozoarios e cianobactérias
(Uren et al., 2000). Essas proteases de cisteina diferem das caspases quanto a especificidade

pelo substrato; as caspases clivam seus alvos ap6s um residuo de aspartato, enquanto as
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paracaspases sao especificas para a arginina (Coornaert et al., 2008, Rebeaud et al., 2008) e as
metacaspases podem clivar apds uma arginina ou lisina.

As metacaspases em eucariotos tém sido classificadas em Tipo |, quando apresentam
uma extensdo no seu dominio N-terminal com um pré-dominio que consiste em Zn-finger e
prolina, caracteristico de proteinas que se ligam ao DNA ou que promovem interacdes
proteina-proteina, e Tipo Il quando apresentam uma regido com um linker entre possiveis
subunidades cataliticas p20 e p10 (Uren et al., 2000). As metacaspases do Tipo Il estdo
presentes em algas e plantas, mas ndo em protozoarios ou fungos. Diversas evidéncias
sugerem uma funcdo para as metacaspases durante a RH em plantas. A expressdo das
metacaspases em plantas de tomate e Nicotiana benthamiana € induzida por infeccoes
causadas por patdogenos (Hao et al., 2007), o mesmo pode ser observado em plantas de
Arabidopsis (Zimmermann et al., 2004). Andlises da funcdo das metacaspases, utilizando
mutantes silenciados, indicaram o papel das metacaspases na susceptibilidade a patdgenos
biotroficos e necrotréficos (Hao et al., 2007; van Baarlen et al., 2007).

Em plantas, a RH pode ocorrer simplesmente como uma consequéncia da sinalizacdo
da interacdo planta-patdgeno, e como consequéncia atinge intermediérios que conduzem a

morte celular de patdgenos e hospedeiros (Collet al., 2011).

10. Vetores de expressao de genes em planta

Vetores desenvolvidos a partir de virus de plantas tem sido uma alternativa para a
transformacdo estavel e expressdao de genes heter6logos em plantas. A possibilidade de
manipulacdo do genoma viral permite 0 uso de virus como vetores para a expressao de genes
exdgenos, aliando a isso 0 fato de que uma grande quantidade do gene pode ser obtida. Outra
vantagem é que a maioria dos virus de plantas é facilmente transmissivel e a expresséo de
genes exdgenos pode ser testada em diferentes plantas hospedeiras do virus (Scholthof et al.,
1996).

A expressdo de um gene heter6logo em uma planta pode ser de maneira transiente ou
estavel. A expressdo transiente de um gene exdgeno ocorre em poucos dias, apds o0 gene ser
introduzido dentro da célula. Em uma expressdo estavel, o gene é replicado no genoma do
hospedeiro e pode ser transmitido para a progénie. Embora a expressdo ndo ocorra de maneira
uniforme, pode ser alcancada em tecidos que na forma transiente seriam de dificil acesso
(Sharma et al., 2005; Brandizzi et al., 2002).
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Varios vetores virais tém sido desenvolvidos ao logo dos anos, ampliando a gama de
hospedeiros e de aplicacBes. O primeiro vetor de expressdo viral foi produzido a partir de um
virus de DNA fita dupla, o Cauliflower mosaic virus (CaMV), com a finalidade de expressar
0 gene dihidrofolato redutase (DHFR) (Brisso et al., 1984) e o gene da metalotioneina Il
(Lefebwvre et al., 1987). Atualmente, os virus mais comumente usados para a expressdo de
genes heter6logos tém sido o Tobacco mosaic virus (TMV) (Dawson et al., 1989; Donson et
al., 1991; Man e Epel, 2006), o Potato virus X (PVX) (Chapman et al., 1992) e o Tobaco
rattle virus (TRV) (Ratcliff et al., 2001).

O wvetor viral de plantas PVX (Figura 1.4), desenvolvido por Chapman et al. (1992),
possui 0 seu genoma formado por uma fita simples de RNA senso positivo e cinco fases de
leitura aberta (ORFs). A primeira ORF, presente na extremidade 5°, codifica uma proteina
envolvida na replicagéo viral (Huisman et al., 1988), em seguida aparecem trés ORFs que se
sobrepde parcialmente, conhecidas como triple-gene block, cuja funcdo esta relacionada com
0 movimento do virus célula-a-célula e com o transporte vascular. A dltima ORF codifica a
capa protéica. As versdes pGR106 e pGR107 (Figura 1.4) conttm o promotor 35S do
Cauliflower mosaic virus (CaMV), o qual foi clonado em um vetor binario, permitindo a sua
agroinoculacdo. Por ser um vetor viral, 0 PVX apresenta algumas vantagens como: genoma
facilmente manipulavel na forma de DNA, ampla gama de hospedeiros, translocagdo celular
por meio de sua proteina de movimento, rapida disseminacdo na planta infectada e alta taxa
de replicacdo na célula (Chapman et al., 1992). Os sintomas causados em algumas plantas
hospedeiras pelo vetor PVX podem ser considerados como limitacdo do seu uso, ja que
podem ser confundidos com os sintomas causados pelo gene heter6logo que estd sendo
expresso na planta hospedeira.

Sistemas utilizando expressdo transiente sdo rapidos e podem ser avaliados com
eficiéncia, a partir do segundo dia até o quarto dia, apés a inoculacdo do vetor na planta
hospedeira, apos esse periodo fica dificil detectar a expressao da proteina. Os vetores pGreen
Il (Helens et al., 2005) e pEAQ (Sainsbury et al., 2009) sdo exemplos de vetores de expresséo
transiente utilizados.

O vetor pGreenll 62-SK (Figura 1.5), assim como o vetor PVX, possui 0 promotor
35S do CaMV e o gene de resisténcia a canamicina (Nptll) e foi gerado a partir do vetor
pGreenll 0000. O objetivo do desenvolvimento do vetor pGreenll foi demonstrar a

flexibilidade do uso do mesmo para investigar atividades enzimaticas, regulacao
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transcricional e pds-transcricional e processos regulatdrios que ocorrem durante a expressao
transiente (Helens et al., 2005).

Recentemente, foi desenvolvido um sistema baseado em uma versdo inativada do
Cowpea mosaic virus (CPMV) RNA-2. Este sistema envolve o posicionamento de um gene
de interesse, entre a regido 3’ ¢ 5° UTR do RNA-2 do CPMV, dentro do vetor binario
pBINPLUS, fazendo com que o nivel de expressdo do gene de interesse seja aumentado
(Sainsbury e Lomonossoff, 2008). A partir dessa descoberta, uma série de vetores binarios,
nomeados pEAQ (Figura 1.6), adaptados para expresséo transiente foi criada. Para isso, foram
removidos mais de 7 Kb de sequéncias que ndo foram consideradas essenciais, pertencentes
ao pBINPLUS e aregido do T-DNA, e sitios Unicos de restricdo foram inseridos para permitir
a introducdo de varios cassetes de expressdo. Esses vetores permitem a expressdo, em altos
niveis e de forma simultdnea, de multiplos polipeptideos de um Unico plasmideo em poucos
dias. Além disso, os vetores pEAQ foram desenvolvidos para permitir a clonagem de genes
por digestdo enzimatica do vetor binario e pelo sistema Gateway de recombinacéo (Sainsbury
et al., 2009).

LB 355 RdRp 25k 8k CP NOS RB

N N [ 1 [ ]

12k

Promotor CP

Figura 1.4: Representacdo esquemdtica do vetor de clonagem pGR107 (PVX). LB =
borda esquerda de Agrobacterium tumefaciens; 35S = promotor de transcricdo do Cauliflower
mosaic virus (CaMV); RdRp = RNA polimease RNA dependente do Potato virus X (PVX);
25K, 12K e 8K = proteinas de movimento do PVX (triple-gene Box); CP promotor =
promotor do gene da capa protéica do PVX; NOS = terminador de transcricdo do gene

nopalina sintase; RB = Borda direita de Agrobacterium tumefaciens.
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pSa

SnaBl
35S promater
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Sacll
Notl
Xbal

pGreenll 62-SK

Nptl — 3342 bp e
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EcoRI
EcoRV

RE ' CaMV term

Figura 1.5: Representacdo esque matica do vetor de clonagem pGreenll 62-SK. pSA =
origem de replicacdo; LB = borda esquerda de Agrobacterium tumefaciens; 35S = promotor
de transcricdo do Cauliflower mosaic virus (CaMV); RB = Borda direita de Agrobacterium

tumefaciens; Nptl = fornece resisténcia a canamicina.

CPMV 5UTR CPMV 3UTR
CcmR ccdB
F}EAQ'HT oo oo
-DEST1
355 attR1 attR2 MNOSs

Figura 1.6: Representacdo esquematica do vetor de clonagem pEAQ-HT Gateway.
CPMV 5’UTR = Regido 5’ nao traduzida do Cowpea mosaic virus RNA-2; CPMYV 3°’UTR =
Regido 3’ do Cowpea mosaic virus RNA-2; 35S = promotor de transcricdo do Cauliflower
mosaic virus (CaMV); attR1 e attR2 = sitios de recombinacdo do Gateway; ccdB = gene
letal para E. coli; CmR = gene de resisténcia a cloranfenicol; NOS = terminador de

transcricdo do gene nopalina sintase (Sainsbury et al., 2009).
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OBJETIVOS

Objetivo geral:

Estudar a interacdo entre o Tomato spotted wilt virus (TSWV) e plantas de tomate e
pimenta, com enfoque nas reacdes entre genes de aviruléncia e genes de resisténcia. Avaliar e
comparar a proteina ndo estrutural NSs do Groundnut ring spot virus (GRSV) e do Zucchini

lethal chlorosis virus (ZLCV) com outras espécies de tospovirus.

Objetivos especificos:

Capitulo 11

- Clonar e sequenciar o gene da proteina NSs (ainda ndo caracterizada) envolvido na
patogenicidade viral da espécie GRSV.

- Comparar 0 grau de identidade da sequéncia de nucleotideos e aminoécidos e dominios
protéicos das proteinas NSs do GRSV e ZLCV e espécies de tospovirus depositadas em

bancos de dados.

Capitulo 11

- Construir o vetor de expressdao do gene N de TSWV e do Tomato chlorotic spot virus
(TCSV), usando o plasmideo pGreenll,

- Mapear o dominio da proteina do nucleocapsideo (N) de TSWV responsavel pela inducéo de
reacdo de hipersensibilidade (RH) em genotipos de pimenta e produzir quimeras com
recombinagdes da porcao N terminal e C terminal entre TSWV e TCSV.

- Agroinfiltrar plantas de Capsicum chinense com as quimeras de TSWV com Tomato

chlorotic spot virus (TCSV) e monitorar os sintomas de morte celular programada.

Capitulo IV

- Construir o vetor de expressdo dos genes N, NSy, NSs, Gc e Gy do isolado de TSWV-
BRO1, usando o plasmideo pEAQ-HT Gateway;

52



Capitulo |

- Construir o vetor de expressdo do gene NSy de TSWV- isolado GRAU (originario da
Espanha) responsavel pela quebra de resisténcia do gene Sw-5 em tomate empregando o
plasmideo pEAQ-HT GW;

- Revalidar a plataforma de Nicotiana benthamiana transgénica (transformadas com a cépia
funcional do gene Sw-5b) com a inoculagdo de genes individuais clonados em pEAQ-HT
GW do TSWYV (isolados BR0O1- originario do Brasil e gene NSy do isolado GRAU) como
sistema bioldgico para estudo de genes de aviruléncia;

- Estudar as possiveis combinagcdes génicas do TSWV isolado BR-01 em plantas de N.
benthamiana transgénica na inducdo de reacdo de hipersensibilidade mediada pelo gene Sw-
5.

- Determinar o gene de aviruléncia do TSWV capaz de induzir reagdes do tipo RH em
plantas que expressam o gene Sw-5, utilizando comparativamente os sistemas de expressao
pGR107 (pPVX) e pEAQ-HT GW.
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CAPITULO II

DETERMINACAO DA SEQUENCIA E ANALISE DO GENE NSs DE DUAS
ESPECIES DE TOSPOVIRUS

Resumo. Os tospovirus Groundnut ringspot virus (GRSV) e Zucchini lethal chlorosis virus
(ZLCV) causam grandes perdas em cultivos, especialmente em espécies de solanaceas e
cucurbitaceas. As duas espécies estudadas tiveram o gene ndo-estrutural NSs e sua regido
5’UTR clonada e sequenciada. O gene NSs do GRSV e do ZLCV apresentou 0 mesmo
tamanho, 1.404 nucleotideos. A comparacéo das sequéncias de aminoadcidos da NSsde GRSV
com ZLCV mostrou uma identidade de 69,6% e com TSWV uma identidade de 75,9%. A
identidade de ZLCV com TSWV foi de 67,9%. Analises filogenéticas, baseadas nas
sequéncias NSs confirmaram que as espécies estudadas pertencem ao grupo americano. A
elucidacdo das funcbes da proteina NSs do GRSV e do ZLCV pode contribuir para o

entendimento do papel da proteina no comportamento biol6gico de espécies de tospovirus.

Esse capitulo foi publicado em uma versdo modificada como:

Mariana Hallwass; Mikhail O. Leastro; Mirtes, F. Lima; Alice K. Inoue-Nagata; Renato O.
Resende. Sequence determination and analysis of the NSs genes of two Tospovirus species. Archives of

Virology.
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1. Introducéo

Infec¢Bes causadas por tospovirus acarretam prejuizos significativos em cultivos de
importancia econdmica no mundo. O Tomato spotted wilt virus (TSWYV) € a espécie tipo do
género Tospovirus e infecta mais de 900 espécies de plantas dentro de 90 familias boténicas
de monocotiledéneas e dicotileddneas (Peters, 1998; Parrela et al., 2003). Com base na
morfologia, tamanho e aspectos bioquimicos, o género Tospovirus é classificado dentro da
familia Bunyaviridae, sendo o Unico género na familia responsavel por infectar plantas
(Franckiet al., 1991).

No Brasil, as tospoviroses causam elevadas perdas econdmicas em cultivos de
pimenta, pimentdo, alface, tomate, cucurbiticeas e plantas ornamentais. Nas Gltimas décadas,
em adicdo ao TSWYV, cinco espécies de Tospovirus foram identificadas: Tomato chlorotic
spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV), Chrysanthemum stem necrosis virus
(CSNV), Iris yellow spot virus (I'YSV) e Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV).

O TSWV possui uma ampla gama de hospedeiros, sendo encontrado nos cinco
continentes. Assim como 0 TSWV, o 1YSV também ¢é encontrado nos cinco continentes, mas
possui uma gama menor de hospedeiros, infectando cebola, alho, e plantas ornamentais, como
a alstroemeria, lisianthus e iris (Pozzer et al., 1999; Kritzman et al., 2000; Pappu et al., 2009).
O CSNV é encontrado na Asia, Europa e América do Sul, infectando tomate e crisantemo
(Bezerra et al., 1999; Mumford et al., 2003; Matsuura et al., 2007). O GRSV é encontrado na
Africa e América do Sul, infectando amendoim, soja, alface e tomate (de Avila et al., 1993;
Pietersen e Morris, 2002); e 0 TCSV é encontrado na América do Sul, infectando diferentes
plantas (de Avila et al.,, 1993; Nagata et al., 1995). Recentemente, um isolado natural,
formado por rearranjos de TCSV com GRSV (S e L RNA pertencentes ao GRSV, e M RNA
pertencente a0 TCSV - LegM+1Sg, nimero de acesso NC_015467), foi encontrado em campos
de tomate na Florida (Webster et al., 2011). O ZLCV ¢ restrito ao Brasil, e foi relatado,
infectando algumas espécies de cucurbitdceas no Estado de Sdo Paulo, Tocantins e Distrito
Federal (de Avila et al., 1993; Nagata et al., 1998; Bezerra et al., 1999). O GRSV e 0 ZLCV
diferem biologicamente, principalmente, pela transmissdo por espécies distintas de tripes
(fator associado as proteinas Gy e Gc) e pela significativa distingdo do espectro de plantas
hospedeiras (fator associado as proteinas NSy e NSyg).

O genoma tripartido dos tospovirus consiste de trés segmentos de RNA, conhecidos
como L (polaridade negativa), M e S (ambisensos). O RNA L codifica a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) (de Haan et al., 1991). O RNA M codifica a proteina de
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movimento (NSwm) (Kormelink et al., 1994) e o precursor das glicoproteinas Gy e G¢
(Kormelink et al., 1992a). O RNA S codifica a proteina do nucleocapsideo (N) e a proteina
ndo-estrutural NSs, um gene com fungdo supressora de silenciamento génico, demonstrado
para 0 TSWYV, plantas e insetos (de Haan et al., 1990; Takeda et al., 2002; Oliveira et al.,
2011). A expressdo da proteina NSs do TSWV aumenta a replicagdo do baculovirus em
diferentes linhagens de células de lepidopteras, sugerindo que a proteina exerca uma funcédo
durante a infeccdo do TSWYV no inseto vetor tripes (Oliveira et al., 2011). Devido a
importante fungdo relacionada & modulagcdo do sistema de defesa das plantas, também é
esperado que a proteina desempenhe um importante papel na interacdo virus/planta e que,
portanto, diferengas nesta proteina desencadeiem comportamentos bioldgicos diferenciais
entre espécies de tospovirus.

A classificacdo das espécies de tospovirus segue os critérios do ICTV, como
especificidade do vetor, gama de hospedeiros, sorologia da proteina N e porcentagem de
identidade de amino&cidos da proteina N (de Avila et al., 1993; Fauquet et al., 2005). A
maioria das sequéncias dos tospovirus disponiveis no banco de dados
(DDBJ/EMBL/Genbank) corresponde ao gene N, enguanto que 0 gene NSs &,
significativamente, menos conhecido, em particular com relagdo aos tospovirus brasileiros.
Neste trabalho, o gene NSs de GRSV isolado SA-05 e ZLCV isolado BR-09z foram

sequenciados e comparados com outras espécies de tospovirus.

2. Materiais e Métodos

2.1 Isolado viral e plantas utilizadas

O isolado de GRSV SA-05 foi mantido e propagado por meio de inoculagdo mecanica
em Nicotiana rustica e/ou Nicotiana benthamiana. O extrato foliar, usado como fonte de
indculo, foi preparado a partir de folhas de N. benthamiana infectadas, armazenadas em
freezer a -80 °C, e maceradas em tampéo fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo 1 % de sulfito de
sodio e em seguida inoculadas mecanicamente. As plantas utilizadas foram mantidas em casa

de vegetacao.
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2.2 Extragédo do RNA total
Amostras  foliares, apresentando  infeccdo  sistémica, foram coletadas
(aproximadamente 14 dias pos-inoculacdo) e o RNA total foi extraido, utilizando-se o kit

Concert Plant RNA Reagent da Invitrogen, conforme as instrucdes do fabricante.

2.3 Sintese do cDNA viral e amplificacao

O oligonucleotideo GR-1NRe (5° CAGATACTACTTGAAGCAGC 3°), desenhado na
regido intergénica do segmento S RNA, localizado a 10 nucleotideos do codon de terminacao,
foi usado na sintese do cDNA do GRSV. Para a reagcdo de retrotranscricdo, 2 pl
(aproximadamente 1pug) do RNA total foi usado com 1,0 ul do oligonucleotideo GR-1NRe
(10 mM) e 2 pl de 4gua Milli-Q autoclavada. A reacéo foiaquecida a 70°C por 5 minutos e
resfriada a 4°C por mais 5 minutos; em seguida, foi adicionada a reacdo 4 pl de tampdo 5X
ImProm-11, 2,4 pl de MgCh (25 mM), 1 pl de dNTP (10 mM), 6,1 pl de agua Milli-Q
autoclavada, 0,5 pl de RNasin Ribonuclease Inhibitor (20 U) e 1,0 ul da enzima Transcriptase
reversa ImProm-1I (Promega). O anelamento foi feito a 25°C por 5 minutos e a extensdo a
42°C, por 60 minutos. A reagéo foi inativada a 70 °C, durante 15 minutos.

Um segundo oligonucleotideo, J13 (5° CCCGGATCCAGAGCAAT 3’°), o qual se
anela na extremidade 5° do RNA viral do GRSV, foi sintetizado para ser usado na reacdo da
polimerase em cadeia (polymerase chain reaction - PCR). O cDNA obtido foi submetido a
reacdo de PCR, em um volume de 100 pl, contendo: 10 pl do cDNA, 10 pl do tampdo da Taq
DNA polimerase 10X (Invitrogen), 8,0 pl de dNTP 10 mM, 3,0 pl de MgCl, 50 mM, 2,0 pl
do oligonucleotideo GR-1NRe 10 pM, 2,0 ul do oligonucleotideo J13 10 pM, 64 ul de dgua
Milli-Q e 1,0 pl da Tag DNA polimerase (Invitrogen). As reacdes de PCR foram realizadas
no termociclador Mastercycler (Eppendorf), sendo aquecidas a 94°C por 5 minutos, passando
a seguir por 30 ciclos, sendo cada um composto de desnaturacdo das fitas a 94°C por 1
minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e, apds o ultimo ciclo, extensbes a 72°C por 1

minuto. Concluidos os 30 ciclos, a temperatura permaneceu por 7 minutos a 72°C.

2.4 Clonagem e sequenciame nto do fragme nto amplificado

O produto amplificado pela PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose
0,8%. A banda correspondente ao fragmento de 1,6 Kb foi eluida do gel, usando o Gel Band

Purification Kit (GE Healthcare), conforme as recomendacbes do fabricante. O produto da
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eluicdo foi ligado ao plasmideo pGEM-T Easy (Promega), seguindo as recomendagfes do
fabricante. A ligacdo foi usada para transformar células competentes de Escherichia coli
DH5¢., por meio de choque térmico (Sambrook et al., 1989). As col6nias selecionadas foram
incubadas por 12 ha 37°C em meio LB, contendo 100 pg/mL de ampicilina, seguindo-se da
purificacdo do DNA (Sambrook et al., 1989). Para confirmar se o fragmento se ligou ao
plasmideo, as amostras foram digeridas com a enzima de restricio EcoR 1, seguindo as
instrucdes do fabricante (Invitrogen). Apds a selecdo dos clones, estes foram sequenciados
com os oligonucleotideos T7 (5° TAATACGACTCACTATAGGG 3°) e SP6 (5’ATTTAG
GTGACACTATAG 3’) para confirmar se a sequéncia estava correta.

2.5 Isolado ZLCV

A extracdo do RNA viral, sintese do cDNA, amplificacdo e clonagem foram
desenvolvidas durante o mestrado do estudante Mikhail Leastro (Leastro, 2010). A partir do
sequenciamento dos clones do ZLCV, foi possivel fazer as analises de sequéncias do gene
NSs e da 5° UTR.

2.6 Analise das sequéncias do GRSV e do ZLCV

As sequéncias de nucleotideos do gene NSs e da 5 UTR do GRSV e do ZLCV foram
compiladas no programa Staden Package (Staden, 1996). As sequéncias foram alinhadas com
as sequéncias de outros tospovirus disponiveis no banco de dados DDBJ/EMBL/GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) pelo método Clustal W (Thompson et al., 1994).

Os multiplos alinhamentos de nucleotideos gerados pelo método Clustal W
forneceram os dados necessarios para a realizacdo das analises filogenéticas, utilizando o
programa MEGA, versdo 5.03 (Tamura et al., 2011). As arvores filogenéticas foram
construidas, utilizando-se o método Neighbor-Joining Tree, com bootstrap de 1000
repeticoes.

As porcentagens de identidade dos nucleotideos e aminoacidos das proteinas NSs de
GRSV e ZLSV foram determinadas, usando Clustal V (Higgins et al., 1992) por meio do
programa MegAlign versdo 5.0 (DNAStar, Inc., Madison, W1, USA).

As sequéncias de nucleotideos do gene NSs de GRSV e ZLCV aqui descritas foram
depositadas no banco de dados e receberam os respectivos numeros de acesso: JN571117 e

JN572104.
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3. Resultados

3.1 Amplificagéo e clonagem do cDNA do GRSV

Os oligonucleotideos GR-1NRe e J13 foram desenhados com a finalidade de
amplificar o gene NSs do GRSV. A amplificacdo por PCR resultou na obtencdo de um
fragmento de, aproximadamente, 1,5 Kb (Figura 2.1). O fragmento obtido foi eluido do gel de

agarose, purificado, clonado no plasmideo pGEM-T Easy e sequenciado.

1500 pp ——>

Figura 2.1: Eletroforese em gel de agarose, mostrando a amplificacdo da regido 5’UTR
em conjunto com o gene NSs do GRSV. M) Marcador molecular 1 Kb plus DNA Ladder
(Promega); 1) Amplificagdo da regido 5 UTR e do gene NSs de GRSV. A seta indica o

tamanho aproximado em pares de bases do fragmento amplificado de DNA.

3.2 Sequenciame nto e analise da regido 5’UTR e NSs do GRSV e do ZLCV

As sequéncias obtidas, a partir de analises dos clones em pGEM-T Easy, foram
analisadas no programa Staden Package e comparadas no programa MegAlign, verséo 5.0,
usando o Clustal V. O gene NSs de GRSV e ZLCV apresentou 1404 nucleotideos,
codificando 467 aminodcidos. A regido 5°, ndo traduzida do GRSV e do ZLCV, apresentou
87 nucleotideos de comprimento (Tabela 2.1). Quando essas sequéncias foram comparadas, a

identidade de nucleotideos foi de 73.6% (dados ndo mostrados). A comparacdo da identidade
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de nucleotideos da regido 5° UTR dos tospovirus americanos com os do grupo Euroasiatico
foi menor que 45% (dados ndo mostrados).

A sequéncia de aminodcidos da NSs do GRSV, descrito neste trabalho, apresentou
97,6% de identidade com a sequéncia do GRSV (L12048) (Tabela 2.2), a qual foi depositada
no banco de dados, em 1993, por um grupo de pesquisadores americanos. Inicialmente, essa
sequéncia foi designada como “tospovirus”, pertencendo ao isolado TSWV B, originario do
Brasil. Quando essa sequéncia foi determinada, 0s autores suspeitaram que ela ndo pudesse
ser de um isolado de TSWV, devido a baixa identidade de aminoacidos da proteina N com
outros isolados de TSWV (Pang et al., 1993). A NSs do isolado GRSV (NC_015467),
recentemente encontrado na Florida (Webster, 2011), apresentou 99,8% de identidade de
aminoacidos com o isolado do GRSV (L12048), relatado em 1993 (Tabela 2.2). Além disso, a
sequéncia de aminoacidos da proteina N do GRSV apresentou 96,1% e 95,3% de identidade
com o GRSV (NC_015467) e com o isolado L12048, respectivamente, (dados ndo
mostrados). Um alto nivel de identidade da regido 5’UTR do GRSV também foi observada
com os isolados GRSV (L12048) e GRSV (NC_015467), 98,9% e 100%, respectivamente,
(dados ndo mostrados).

A analise de sequéncias de aminoacidos da proteina ndo estrutural NSg mostrou uma
identidade de 69,6%, entre 0 GRSV e 0 ZLCV (Tabela 2.2). Os tospovirus Impatiens necrotic
spot virus (INSV) e Melon severe mosaic virus (MeSMV), pertencentes ao grupo americano,

ainda ndo foram relatados no Brasil.
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Tabela 2.1: Caracteristicas da NSs e da regido 5° ndo traduzida de diferentes espécies de
tospovirus

Espédes NSs (nt) 5'UTR Proteina NSs

(Acronimo) (nt) (aa)
GRSV (JN571117) 1404 87 467
GRSV (L12048) 1404 87 467
GRSV (NC_01546) 1404 87 467
yANe\} 1404 87 467
TSWV 1404 88 467
CSNV 1395 79 464
INSV 1350 78 449
MeSMV 1368 80 455
IYSV 1332 70 443
GBNV 1320 66 439
PolRSV 1332 72 443
WSMoV 1320 66 439
WBNV 1320 66 439
CaCV 1320 66 439
TZSV 1380 64 459
MYSV 1410 68 469
TNRV 1356 65 451
TYRV 1332 71 443
PYSV 1443 57 480
PCFV 1419 67 472
CCscC 1383 66 460

GRSV - Groundnut ringspot virus; ZLCV - Zucchini lethal chlorosis virus; TSWV - Tomato
spotted wilt virus; CSNV - Chrysanthemum stem necrosis virus; INSV - Impatiens necrotic
spot virus; MeSMV - Melon severe mosaic virus; 1YSV - Iris yellow spot virus; GBNV-
Groundnut bud necrosis virus; POIRSV - Polygonum ringspot virus; WSMoV - Watermelon
silver mottle virus; WBNV - Watermelon bud necrosis virus; CaCV - Capsicum chlorosis
virus; TZSV - Tomato zonate spot virus; MYSV - Melon yellow spot virus; TNRV-Tomato
necrotic ring virus; TYRV - Tomato yellow ring virus; PYSV - Peanut yellow spot virus;

PCFV - Peanut chlorotic fan-spot virus; CCSV - Calla lily chlorotic spot virus.
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Tabela 2.2: Porcentagem de identidade da proteina ndo estrutural NSs entre espécies de

tospovirus

Virus GRSV 112048 NC_015467 TSWV  CSNV zLev INSV ~ MeSMV
GRSV 100,0

112048 97,6 100,0

NC_015467 97,9 99,8 100,0

TSWV 75,9 76,5 76,7 100,0

CSNV 72,8 73,3 73,5 75,4 100,0

ZLCV 69,6 70,2 70,4 67,9 67,7 100,0

INSV 51,9 52,1 52,1 48,8 50,6 51,0 100,0

MeSMV 52,3 53,4 53,4 47,9 49,0 52,3 45,2 100,0

CSNV (AB600873); GRSV (IN571117); GRSV (L12048); GRSV (NC_015467); INSV
(NC_003624); MeSMV (EU275149); TSWV (DQ915948); SVNV (HQ728387); ZLCV
(JN572104). A porcentagem de identidade entre as sequéncias de aminodcidos da proteina

NSs foi obtida, usando o programa ClustalV no programa MegAlign.

3.3. Analise filogenética dos tospovirus baseada nas proteinas NSse N

O resultado obtido com o compilamento das sequéncias, por meio do programa

MEGA 5.1, pode ser verificado nas arvores filogenéticas originadas a partir das sequéncias de
aminoécidos da proteina NSs e da proteina N, depositadas no banco de dados (Figuras 2.2 e
2.3). Em ambas as arvores, NSs (Figura 2.2) e N (Figura 2.3), os tospovirus foram divididos

em dois clados: o primeiro, formado por espécies de tospovirus americanos e o segundo, que

compreende as espécies da Europa e da Asia.
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Figura 2.2: Arvore filogenética construida a partir das sequéncias de aminoacidos da
proteina NSs. A arvore foi construida, usando-se o programa MEGA versdo 5.03. Os
nlmeros que aparecem nas ramificacdes da arvore (lado esquerdo) indicam a freqiéncia de
cada agrupamento em uma analise ‘“bootstrap” com 1000 repetigdes. No lado direito,
aparecem 0s numeros correspondentes aos acessos das sequéncias presentes no banco de
dados. As sequéncias NSssédo: CaCV - Capsicum chlorosis virus; CCSV - Calla lily chlorotic
spot virus; CSNV - Chrysanthemum stem necrosis virus; GBNV - Groundnut bud necrosis
virus; GRSV - Groundnut ringspot virus; INSV - Impatiens necrotic spot virus; IYSV - Iris
yellow spot virus; MeSMV - Melon severe mosaic virus; MYSV - Melon yellow spot virus;
PCFV - Peanut chlorotic fan-spot virus; PYSV - Peanut yellow spot virus; POIRSV -
Polygonum ringspot virus; TNRV - Tomato necrotic ring virus; TSWYV - Tomato spotted wilt
virus; TZSV - Tomato zonate spot virus; TYRV - Tomato yellow ring virus; WBNV -
Watermelon bud necrosis virus; WSMoV - Watermelon silver mottle virus; ZLCV - Zucchini

lethal chlorosis virus.
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Figura 2.3: Arvore filogenética construida a partir das sequéncias de aminoacidos da
proteina N. A arvore foi construida, usando-se o programa MEGA versdo 5.03. Os numeros
que aparecem nas ramificacbes da arvore (lado esquerdo) indicam a freqiéncia de cada
agrupamento em uma andlise “bootstrap” com 1000 repeticdes. No lado direito, aparecem os
nameros correspondentes aos acessos das seqléncias presentes no banco de dados. As
sequéncias NSssdo: ANSV - Alstroemeria necrotic streak virus; CaCV -Capsicum chlorosis
virus; CCSV - Calla lily chlorotic spot virus; CSNV- Chrysanthemum stem necrosis virus;
GBNV - Groundnut bud necrosis virus; GRSV -Groundnut ringspot virus; INSV - Impatiens
necrotic spot virus; IYSV - Iris yellow spot virus; MeSMV - Melon severe mosaic virus;
MYSV - Melon yellow spot virus; PCFV - Peanut chlorotic fan-spot virus; PYSV - Peanut
yellow spot virus; POIRSV -Polygonum ringspot virus; TNRV - Tomato necrotic ring virus;
TSWV - Tomato spotted wilt virus; TZSV - Tomato zonate spot virus; TYRV - Tomato
yellow ring virus; WBNYV - Watermelon bud necrosis virus; WSMoV - Watermelon silver

mottle virus; ZLCV - Zucchini lethal chlorosis virus.
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4. Discussao

Este trabalho relata a analise das sequéncias do gene NSs e a regido 5 ndo traduzida
(5°’UTR) do S RNA de dois tospovirus, GRSV e ZLCV.

O comprimento da regido 5 UTR revelou caracteristicas interessantes. O GRSV e o
ZLCV apresentaram 87 nt, enquanto que o TSWV apresentou 88 nt. Os dados obtidos
permitiram a divisdo dos tospovirus analisados em dois grupos bem definidos: o grupo
americano, que apresentou uma 5’ UTR que variou de 70 a 88 nt, € o grupo euroasiatico que
apresentou a mesma regido com uma variacdo de 57 a 71 nt (Tabela 2.1). A identidade de
nucleotideos da mesma regido do grupo americano, quando comparada com O grupo
euroasiatico, foi menor que 45% (dados ndo mostrados).

A classificacdo taxondmica dos tospovirus pelo ICTV baseia-se no espectro de
hospedeiros, sintomatologia, transmissdo do virus pelo inseto vetor, testes soroldgicos e
analise da proteina N. Considera-se uma nova espécie de tospovirus, aquela que apresenta
uma identidade de aminoacidos da proteina N menor que 90% em relacio as demais (de Avila
et al., 1993; Fauquet et al., 2005). As demais proteinas dos tospovirus, NSs, NSy, polimerase
e glicoproteinas ndo séo utilizadas na demarcacdo de novas espécies. No entanto, é importante
investigar a divergéncia de sequéncias das mesmas, a fim de auxiliar no estudo de suas
funcBes. A analise da sequéncia de identidade da proteina N do GRSV com o ZLCV
apresentou 81,5% de identidade (dados ndo mostrados). A arvore filogenética originada, a
partir da proteina NS é similar a arvore obtida a partir da proteina N.

Ambas as arvores filogenéticas, originadas a partir das proteinas NSse N, dividiram
os tospovirus em dois clados: o primeiro, formado por espécies de tospovirus do grupo
americano e o segundo, formado por espécies de tospovirus da Europa e da Asia. Como
esperado, as sequéncias de aminoacidos das proteinas N e NSsde GRSV e ZLCV agruparam-
se com os tospovirus originarios do Continente Americano (Figuras 2.2 e 2.3). O GRSV
isolado SA-05 agrupou-se com o isolado GRSV (L12048) e, também, com o isolado GRSV
(NC_015467) (Webster et al., 2011). A sequéncia NSs do ZLCV, também pertencente ao
clado americano, ficou mais distante no grupamento formado pelos tospovirus brasileiros
(Figura 2.2). De forma similar, Silva et al. (2001) obtiveram as mesmas conclusdes e
propuseram o agrupamento dos tospovirus em dois grupos: Grupo Euroasiatico e Grupo
Americano, com base na analise filogenética comparativa das proteinas N e NSy e, também,

devido a distribuicdo geografica. O alto valor bootstrap obtido na comparacdo da proteina
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NSs (Figura 2.2), originando 0s clados “Americano” ¢ “Euroasiatico”, reflete a evolugdo das
espécies de tospovirus em duas ramificacdes distintas.

Takeda et al.(2002) observaram, por meio de ensaios de expressdo transiente,
utilizando uma proteina de fluorescéncia verde (gfp), que a proteina NSs do TSWV age como
um supressor de silenciamento génico pés-transcricional (PTGS) em plantas de Nicotiana
benthamiana. Os autores sugeriram que a acao de supressé@o de silenciamento de RN A pode
ocorrer pela enzima Dicer, durante a etapa de geracdo de dsRNA, ou na etapa Risc, por meio
da ligacdo aos siRNAs. Lokesh et al. (2010) observaram que a NSs pode agir como um
supressor do silenciamento génico pos-transcricional (PTGS) por meio da remogdo do 5’
fosfato do dsRNA, que € o substrato da Dicer (enzima responsavel por clivar dSRNA em
pequenos RNAs de tamanhos uniformes (SiRN A)).

Uma correlacdo entre a quantidade da expressdo da proteina e a viruléncia dos
isolados de tospovirus foi observada, relacionando a proteina com a severidade dos sintomas
em tecidos foliares (Kormelink et al., 1991). Também foi demonstrado que a NSs do
Groundnut bud necrosis virus (GBNV) age como supressora de silenciamento génico e tem
influéncia na patogénese viral (Goswami et al., 2011). O papel da NSs no desenvolvimento
de sintomas foi estudado em plantas de tomate transgénico que expressam o gene NSs do
GBNV. Os sintomas observados nas plantas transgénicas imitavam os sintomas induzidos
pela infeccdo do virus nas mesmas plantas, observando-se senescéncia e necrose (Goswami et
al., 2011). A proteina NSs da familia Bunyaviridae possui sequéncia similar a proteina
Reaper, uma proteina pro-apoptotica de drosophila, responsavel por controlar a morte celular
programada (Thomenius e Kornbluth, 2006).

Devido a funcdo da NSs do TSWV estar ligada a supressdo do silenciamento génico
em plantas, especula-se que esta proteina esteja, diretamente, relacionada a patogenicidade
viral e/ou interacdo virus/hospedeiro (Kormelink et al., 1991; Takeda et al., 2002; Bucher et
al. 2003). Diferente do GRSV, o ZLCV apresenta uma restrita gama de hospedeiros, a qual
inclui algumas plantas cucurbiticeas como abobrinha, meldo e plantas de N. benthamiana em
condicBes experimentais. A diferenca nas sequéncias de aminoacidos pode ser observada
entre os isolados de GRSV e ZLCV, que apresentam 69,6% de identidade de aminoacidos
(Tabela 2.2). Essas duas espécies diferem biologicamente, principalmente, pela transmisséo
por espécies distintas de tripes (fator associado as proteinas Gy e Gc) e pela significativa
distincdo do espectro de plantas hospedeiras. Os fatores determinantes para a especificidade

pelo hospedeiro ainda ndo foram elucidados, mas é possivel que a NSs exergca um papel
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importante na interacdo do virus com o hospedeiro, interferindo inclusive na gama de

hospedeiros.
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CAPITULO Il

ESTUDO DA INTERACAO DA NUCLEOPROTEINA (N) DE TOMATO SPOTTED
WILT VIRUS ELICITORA DA REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE E MORTE
CELULAR PROGRAMADA EM PLANTAS DE CAPSICUM CHINENSE

Resumo. Linhagens de pimenta Capsicum chinense que possuem o gene dominante Tsw
exibem uma resposta de resisténcia do tipo reacdo de hipersensibilidade (RH) quando
inoculadas com o Tomato spotted wilt virus (TSWYV), enquanto se infectam, sistemicamente,
apos inoculacdo com o também tospovirus Tomato chlorotic spot virus (TCSV). Estudos
realizados com a linhagem ‘PI 159236’ mostraram que a proteina N é o possivel fator de
aviruléncia do gene Tsw. Quimeras, contendo partes dos genes N de TSWV e TCSV, foram
construidas e clonadas no vetor binério pGreenll 62-SK com o objetivo de investigar qual
regido do gene N de TSWV é responsavel pela resposta do tipo RH em plantas de C.
chinense. Devido a interacdo agrobactéria/Capsicum provocar sintomas de necrose nas folhas
das plantas agroinfiltradas com as construces quiméricas, ndo foi possivel avaliar as regides
gendmicas do gene N das espécies de tospovirus testadas. O sistema necessita ser otimizado,
utilizando novas cepas de Agrobacterium mais adequadas a este tipo de avaliacdo e que nao

induzam, precocemente, o sintoma de necrose foliar.
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1. Introducéo

Doengas causadas por tospovirus levam a grandes perdas na producdo de diferentes
culturas no mundo (Pappu et al., 2009) e a estratégia de controle mais efetiva baseia-se no uso
de cultivares resistentes. Diferentes tipos de respostas de defesa sdo desencadeados por
plantas resistentes, que contém o gene R, mediadas pela percepcdo do gene elicitor do
patbgeno (também chamado gene de aviruléncia - Avr) (Keen 1990, Soosar et al., 2005).
InfeccBes sucessivas e inibicdo da dispersdo do patdgeno ocorrem por meio da morte celular
do tecido da planta hospedeira ao redor do ponto de entrada do patégeno, sendo esse
mecanismo conhecido como reacdo de hipersensibilidade (RH), uma tipica reacdo de
resisténcia baseada na teoria gene-a-gene (Flor, 1971; Morel e Dangl, 1997). Os sintomas
causados pela RH aparecem na forma de lesdes necrdticas locais nas folhas inoculadas,
seguido por abscisdo foliar, ndo ocorrendo infeccdo sistémica. A RH pertence a uma das
classes do mecanismo de morte celular programada (Programmed cell death — PCD) (van
Doorn, 2011) que € um processo desencadeado como resposta a invasdo de um patégeno ou
sinais de estresse (Chichkova et al., 2004). Em plantas, o processo de PCD também ocorre
como parte do desenvolvimento natural da planta (senescéncia), em resposta a invasdo de
patdgenos e estresse natural (Greenberg, 1997).

Virus vegetais, frequentemente, induzem sintomas de necrose em tecidos inoculados e
varias dessas reacOes podem ser caracterizadas como reacdes de hipersensibilidade, mediadas
pelos sistemas de defesa das plantas infectadas (Keen 1990, Soosar et al., 2005). O género
Tospovirus, pertence a familia Bunyaviridae, compreende pelo menos 23 espécies
reconhecidas e tentativas, sendo o Tomato spotted wilt virus (TSWV) a espécie tipo e o
membro mais estudado do género. Uma caracteristica comum entre 0s virus que pertencem a
essa familia é o genoma formado por trés segmentos de RNA, sendo eles o segmento L que
codifica a polimerase viral, o segmento M que codifica a proteina de movimento NSy e 0
precursor das glicoproteinas Gy e Gc, envolvidas na transmissdo do TSWYV pelo inseto vetor
tripes; e o segmento S que codifica a proteina ndo estrutural NSs com fungdo supressora de
silenciamento génico e a proteina do nucleocapsideo N.

Em pimentas da espécie Capsicum chinense, algumas linhagens como ‘P 152225°, ‘Pl
159236 (Black et al., 1991; Boiteux e de Avila, 1994) e ‘CNPH 275’ (Boiteux et al., 1993),
desenvolvem lesBes necroticas locais nas folhas quando inoculadas com TSWYV, do tipo RH,
seguida por abscisdo foliar prematura, ndo se tornando sistemicamente infectadas. Entretanto,

qguando inoculadas com isolados de Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut
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ringspot virus (GRSV), espécies bastante disseminadas no Brasil, ndo ha formacdo de RH,
apresentando infeccdo sistémica (Boiteux e de Avila, 1994). Estudos de heranca, realizados
com essas linhagens resistentes, mostraram que todas possuiam um Unico gene dominante de
resisténcia, denominado Tsw (Boiteux, 1995; Black et al., 1996; Jahn et al., 2000). Na
Europa, variedades resistentes de C. annuum, contendo o gene Tsw, sdo amplamente
utilizadas, no entanto, ja existem varios relatos de quebra de resisténcia, causados por isolados
de TSWV. Na lItalia, Roggero et al. (2002) isolaram TSWYV de plantas hibridas resistentes,
originadas do cruzamento de ‘P1152225° X C. annuum, que apresentaram sintomas tipicos de
TSWV no apice foliar e em frutos. Novos isolados, responsaveis pela quebra de resisténcia,
também foram relatados na Espanha (Margaria et al., 2004) e na Australia (Thomas-Carrol et
al., 2003).

Andlises de rearranjos gerados ap0s a co-inoculagdo de dois isolados virais, um capaz
de superar a resisténcia de cultivares contendo o gene Tsw e outro, que ndo foi capaz,
revelaram que o RNA S carrega o determinante responsavel pela quebra de resisténcia do
gene Tsw (Jahn et al., 2000). Comparacdo de sequéncias do segmento S de isolados virais
responsdveis por superar a resisténcia e isolados incapazes de infectar plantas de pimentas,
contendo o gene Tsw, ndo apresentaram nenhuma diferenca entre as proteinas N analisadas,
enquanto que analises das sequéncias das proteinas NSs mostraram diferencas consistentes
(conservadas em uma regido especifica do gene NSs) para cada isolado, sugerindo que esta
seja o fator de aviruléncia do gene Tsw (Margaria et al., 2007), corroborando com as analises
realizadas por Tentchev et al. (2011). Lovato et al. (2008), utilizaram o vetor Potato virus X
(PVX) para expressdo de trés proteinas (N, NSs e NSy) do TSWV em plantas de C. chinense
‘P1159236°. Os autores obtiveram um resultado diferente, sugerindo que a proteina N seja o
fator de aviruléncia do gene Tsw em C. chinense.

Partindo dos resultados de Lovato et al. (2008), neste trabalho foram estudadas as
regides dos genes N de TSWV e TCSV, visando determinar qual regido do gene N de TSWV
é capaz de induzir as reacOes de RH e PCD. A analise da sequéncias de aminoacidos da
proteina N de TSWV e TCSV apresentou uma identidade de 76, 7%. A estratégia utilizada
consistiu na construgdo de quimeras, contendo o gene N de TSWV em combinagdo com o
gene N de TCSV, seguida da agroinfiltracdo dessas construcdes em plantas testes. Foram
avaliadas a expressdo e os efeitos fenotipicos provocados pela infiltracdo das quimeras em
plantas de C. chinense ‘P1159236°, usando o vetor de expressao pGreenll 62-SK (Hellens et
al., 2005).
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2. Materiais e Métodos

2.1 Sintese de oligonucletideos

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar as sequéncias dos genes N de TSWV
isolado BR-01 e TCSV (Tabela 3.1) foram desenhados a partir das sequéncias depositadas no

banco de dados (www.nchi.nlm.nih.gov/Genbank). Para amplificacdo parcial dos genes, 0s

oligonucleotideos foram sintetizados a partir de uma regido comum para os dois genes N.

Tabela 3.1: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos genes

quiméricos da proteina do nucleocapsideo (N) de TSWV isolado BR-01 com TCSV.

Oligonucleotideo Orientacgdo Sequéncia®

TSW V1IN-Not Senso S’AAGGAA AAA ACC CGC GGC CGC ATGTCT
AAGGTT AAGCTC3

TSWV2N-Xba Anti-senso 5’CCCICT AGATTCAAG CAA GITCTGCGA 3
TCSV2N-Xba Anti-senso 5’CCCICT AGATCATGC AACACCTGA AAT 3’
TS414N-Fo Senso S’GTCTGT GAGACT TGC CAT AAT GC 3
TS436N-Re Anti-senso 5’GCA TTA TGG CAA GTCTCA CAGAC3’

10s sitios das enzimas de restricdo (Notl - GC GGC CGC, Xbal - TCT AGA) estdo sublinhados.

2.2 Isolado viral de TCSV e purificacdo do RNA viral

Extratos foliares de plantas infectadas com TCSV (de Avila et al., 1990), armazenados
a - 80°C, foram inoculados, mecanicamente, em Nicotiana benthamiana. A inoculacdo foi
feita, utilizando-se tampdo fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo 1 % de sulfito de sddio. As
plantas utilizadas foram mantidas em casa de vegetacéao.

Amostras  foliares, apresentando  infeccdo  sistémica, foram  coletadas
(aproximadamente 14 dias pos-inoculacdo) e o RNA total foi extraido, utilizando-se o kit

Concert Plant RNA Reagent da Invitrogen, conforme as instrugdes do fabricante.
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2.3 Sintese do cDNA (Gene N do TCSV) e PCR

A sintese do cDNA do gene N do TCSV foi realizada a partir do RNA purificado,
usando o oligonucleotideo TSWV1N-Not (Tabela 3.1) para amplificar o gene N completo, e
0 oligonucleotideo TS414N-Fo (Tabela 3.1), para obter parte do gene N. Para a reacdo de
transcricdo reversa, foi usado 1 pg do RNA total purificado e a enzima SuperScript Il
(Invitrogen), conforme as recomendacdes do fabricante. Em seguida, a reacgéo foi tratada com

Ribonuclease H (Invitrogen) e incubada a 37°C, por 20 minutos.

2.4 Reacdo da Polimerase em Cadeia - PCR

As reacOes de PCR descritas neste trabalho foram feitas, utilizando-se os seguintes
reagentes (Invitrogen) e concentraces para um volume final de 100 pl: 8,0 pl de dNTP (10
mM); 10 ul do tampdo 10X; 3,0 pl de MgSO4 (50 mM); 1 ul de Tag Polimerase Platinum
High Fidelity (0.25 U); 2,0 ul do oligonucleotideo anterior (10 pM) e 2,0 ul do
oligonucleotideo posterior, cONA ou DNA e dgua Milli-Q para completar o volume final.

Os seguintes programas foram utilizados:

Quadro 3.2: Programas utilizados para amplificar o gene N

Programa 1 Programa 2 - OVERLAP

94°C — 5 minutos

95°C — 2 minutos

30 ciclos

30 ciclos

94°C — 1 minuto

94°C — 1 minuto

55°C — 1 minuto

55°C — 1 minuto

68°C — 1 minuto

72°C — 2 minutos

Término dos ciclos

Término dos ciclos

72°C — 7 minutos

72°C — 7 minutos
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2.5 Amplificagdo do gene N do TSWV isolado BR-01

O gene N presente na construcdo pGR107+N (Lovato et al., 2008) foi amplificado por
PCR (Tabela 3.2- Programa 1), utilizando-se os oligonucleotideos TSWVI1N-Not e
TSWV2N-Xba (Tabela 3.1).

Os oligonucleotideos TSWV1N-Not com TS436N-Re (Tabela 3.1) foram usados para
amplificar parte do gene N de TSWV a partir da regido 5 até o meio do gene (Figura 3.1A); e
os oligonucleotideos TSWV2N-Xba (Tabela 3.1) com TS414N-Fo foram usados para
amplificar a outra metade do gene N de TSWV, da regido 3’ até a metade do gene (Figura
3.1A). Os pares de oligonucleotideos localizados na regido interna do gene N (TS414N-Fo e
TS436N-Re) foram desenhados a partir da observacéo das regies conservadas do gene.

Os produtos amplificados pela PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
0,8%, eluidos e purificados do gel, utilizando-se o kit Gel Band Purification (GE Healthcare)

conforme as recomendacGes do fabricante.

2.6 Amplificacdo do gene N do TCSV

O cDNA obtido foi submetido a uma reacdo de PCR (Tabela 3.2- Programa 1), para
amplificar o gene N completo, em um wvolume de 100 pl (Item 2.4), contendo os
oligonucleotideo TSWV1N-Not e TSWV2N-Xba (Tabela 3.1).

Os oligonucleotideos TSWV1N-Not com TS436N-Re foram usados para amplificar parte
do gene N de TCSV, a partir da regido 5’ até o meio do gene (Figura 3.2A); e 0s
oligonucleotideos TCSV2N-Xba com TS414N-Fo foram usados para amplificar a outra
metade do gene N de TCSV (Figura 3.2A), da regido 3’ até a metade do gene. O Programa 1
(Quadro 3.2) foi utilizado para amplificar partes do gene N de TCSV. Os pares de
oligonucleotideos localizados na regido interna do gene N (TS414N-Fo e TS436N-Re) foram
desenhados a partir da observacédo das regifes conservadas do gene.

Os produtos amplificados pela PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
0,8%, eluidos e purificados do gel utilizando-se o kit Gel Band Purification (GE Healthcare)
conforme as recomendaces do fabricante.

73



Capitulo I

2.7 Amplificagdo das quimeras do gene N do TSWV com TCSV

Os fragmentos de DNA eluidos do gel foram unidos por meio de uma nova PCR,
usando os pares de oligonucleotideos TSWVIN-Not e TCSV2N-Xba para amplificar a
quimera do gene N de TSWV (regido 5°) com TCSV (regido 3’), como visualizado na Figura
3.3A; e os pares de oligonucleotideos TSWV1IN-Not e TSWV2N-Xba foram usados para
amplificar a outra quimera, formada pelo gene N de TCSV (regido 5°) com TSWYV (regido
3”), como visualizado na Figura 3.3B. O programa 2 do Quadro 3.2 foi usado nas reacoes

descritas acima.

2.8 Digestao e construcdo dos vetores recombinantes

Os produtos obtidos pela PCR dos genes N de TSWV, TCSV e suas quimeras foram
precipitados e digeridos, inicialmente, com a enzima de restricdo Xbal (Invitrogen) e, em
seguida, com a enzima de restricdo Notl (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do
fabricante. As amostras digeridas foram separadas em gel de agarose 0,8% e purificadas,
usando o Kit Gel Band Purification (GE Healthcare), conforme as recomendacdes do
fabricante. Os produtos da eluicdo foram ligados ao vetor pGreenll 62-SK, (gentilmente
cedido pelo Dr. Roger P. Hellens, Fruit Genomics HortResearch, Nova Zelandia), o qual teve
0 seu DNA amplificado por circulo rolante (RCA), usando o kit TempliPhi (GE Healthcare).
Em seguida, o DNA amplificado foi previamente digerido com as enzimas de restricdo Xbal e
Notl (Invitrogen), conforme as instrugcbes do fabricante, e defosforilado, de acordo com
Sambrook et al. (1989). A ligagédo foi entdo usada para transformar células competentes de E.
coli (DH5q,).

Os insertos foram sequenciados (Macrogen-Coréia) e, apds a confirmacdo de que as
sequéncias estavam corretas, os plasmideos recombinantes foram mantidos em Escherichia
coli e cultivados em meio de cultura LB suplementado com antibidtico canamicina (50
pg/ml). O DNA plasmidial foi purificado por meio de lise alcalina (Sambrook et al., 1989) e
usado na transformacéo por choque térmico de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101. As
colénias bacterianas foram crescidas a 28°C durante 48 horas em placas contendo meio LB e
agar contendo 100 pg/ml de canamicina e 20 pg/ml de rifampicina. A selecdo dos clones
recombinantes foi feita por meio de PCR de colbnias e utilizou-se oligonucleotideos

especificos para amplificacdo dos genes N de TCSV e TSWV (Tabela 3.1).
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2.9 Inoculagéo dos clones de A. tumefaciens em Capsicum chinense

As células de A. tumefaciens transformadas com as construgdes pGreenll + N (TSWV,
TCSV e quimeras) foram crescidas a 28°C durante 48 horas. Seiscentos microlitros da cultura
crescida foram retirados e inoculados em 3 ml de meio de indugéo (para um litro: 10,5 g de
K>HPOg; 4,5 g de KH2POy; 1 g de (NH4)2SO4; 0,5 g de CgHsNazO7.H,0; 0,246 g de MgSO4
(1 mM); 2 g de glicose e 5 ml de glicerol), suplementado com 50 uM de acetosiringona e 10
mM de MES pH 5,6. As culturas foram mantidas a 28°C durante 12 horas. Apds 12 horas, as
culturas foram centrifugadas por 3300 rpm (rotor F-34-C-38) durante 10 minutos (centrifuga
Eppendorf 5804 R). O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 ml de meio
MS (preparado no momento da utilizagdo): 10 mM de sacarose, 4 g de MS, 150 pM de
acetosiringona e 10 mM de MES). Ao final, a densidade 6tica (OD) foi medida a 600 nm. Os
valores de OD, usados para agroinfiltragdo, foram de 0.5 e 1.0. Meia hora antes da realizagao
da infiltracdo, as plantas foram regadas para permitir a abertura dos estbmatos e facilitar o

[processo.

3. Resultados

3.1 Amplificacdo do gene N do TSWV isolado BR0O1

A reacdo de amplificacgio do gene N foi feita a partir da combinacdo dos
oligonucleotideos TSWV1N-Not e TSWV2N-Xba. Para a amplificacdo de partes do gene N
do TSWV foram utilizados os pares de oligonucleotideos TSWV1IN-Not com TS436N-Re
(porcdo amino terminal) e TSWV2N-Xba com TS414N-Fo (porcdo carboxi terminal)

resultaram em dois fragmentos, de 436 e 341 pb, respectivamente, (Figura 3.1B).
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(A) B)

1M 2
TSWVIN-Not

)
atgtctaaggttaagctcactaaggaaagcattgttgctttgttgacacaaggcaa

agaccttgagtttgaggaagatcagaatctggtagcattcaacttcaagacttttt
gtctggaaaacatcgaccagatcaagaagatgagcgttatttcatgtctgacattc
ctaaagaatcgtcagagcataatgaaggttattaagcaaagcgattttacttttgg
taaaattaccataaagaaaacttcagacaggattggaggcactgacatgaccttca
gaaggcttgatagcttgatcagggtcaggcttgttgaagaaactgggaattctgag
aatctcaatactatcaaatctaagattgcttcccatcctttgattcaagectatgg
attacctctc

TS414N-Fo
gatgatgcaaagtctgtgagacttgccataatgctgggaggtagcttacctcttat

¢==m TS436N-Re

tgcttcagttgatagctttgagatgatcagtgttgtcttggctatatatcaggatg
caaaatacaaggacctcgggatcgacccaaagaagtatgacaccaaggaagcctta
ggaaaagtttgcactgtgctgaaaagcaaagcatttgaaatgaatgaagatcaggt 436pb
gaagaaggggaaagagtatgctgctatacttagctccagcaatcctaatgctaaag
ggagtgttgctatggaacattacagtgaaactcttaacaagttctatgaaatgttc
ggggttaaaaagcaggcaaaactcgcagaacttgcttga

L
TSWV2N-Xba

Figura 3.1: Sequéncia do gene N do TSWV e produtos amplificados do gene N do
TSWV. (A) Sequéncia do gene N de TSWV. As setas indicam a orientagdo dos
oligonucleotideos utilizados para amplificar o gene N completo com os pares de
oligonucleotideos TSWV1N-Not e TSWV2N-Xba e parte do mesmo, utilizando os pares de
oligonucleotideos TSWV1N-Not e TS436N-Re para amplificar a regido 5’ ¢ TSWV2N-Xba e
TS414N-Fo para amplificar a regido 3’. (B) Eletroforese em gel de agarose, mostrando 0s
produtos amplificados do gene N de TSWV com os oligonucleotideos especificados em (A).
(M) Marcador molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen); 1) Amplificacdo parcial do
gene N correspondente a regido 5°com os pares de oligonucleotideos TSWVIN-Not e
TS436N-Re; 2) Amplificacdo parcial do gene N correspondente a regido 3’com os pares de
oligonucleotideos TSWV2N-Xba e TS414N-Fo. As setas indicam os tamanhos em pares de

bases dos fragmentos amplificados de DNA.

3.2 Amplificacdo do gene N do TCSV

A reacdo de amplificacio do gene N foi feita a partir da combinacdo dos
oligonucleotideos TSWV1N-Not e TCSV2N-Xba. Para a amplificacdo de partes do gene N do
TCSV foram utilizados os pares de oligonucleotideos TSWV1N-Not com TS436N-Re
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(por¢do amino terminal) e TCSV2N-Xba com TS414N-Fo (porcdo carboxi terminal), que

resultaram em dois fragmentos de 436 e 341 pb, respectivamente, (Figura 3.2B).

(A) (B)

TSWV1N-Not 1 M2
—)

atgtctaaggtcaagctcaccagagagaacattatctctcttctaactcaggctgg
agaaatcgagtttgaagaagatcaaatcaaggctacattcaacttcgaagactttt
gcggagaaaatcttgattcaatcaagaaaatgagcattacctcatgtttgactttc
ctgaaaaatcgccagagcatcatgaaagttgtgaacctttgtgattttacctttgg
gaaaatcacaatcaaaaagaattctggaagggttggagctaatgatatgactttca
gaaggcttgatagcatgataagagttaagctgattgaagaaactggaaaagcagaa
aaccttgctattatcaagtctaagattgcctctcatcctcttgttcaagecttatgg

tctg

TS414N-Fo
cctctgacagatgcaaagtctgtaaggcttgccataatgctaggaggtagtatccce
¢ TS436N-Re

tctgattgcttctgtggacagctttgaaatgatcagcatcatccttgecatatace
aagatgctaaatataaagatcttggaattgaaccttcgaagtataacactaaaga —
436 pb
gctttaggaaaagtctgcactgtgctgaaaagcaaaggatttacaatggatgaag
gcaagtgcagaaagggaaagaatatgctacaatactcagctcttgcaatcctaatg 341pb
ctaaaggaagcattgctatggaacattacagtgagcatcttgacaaattctatgca
atgttcggagtaaggaaagaagccaaaatttcaggtgttgcatga

TCSV2N-Xba

Figura 3.2: Sequéncia do gene N do TCSV e produtos amplificados do gene N do TCSV.
(A) Sequéncia do gene N de TCSV. As setas indicam a orientacdo dos oligonucleotideos
utilizados para amplificar o gene N completo com os pares de oligonucleotideos TSWV1N-
Not e TCSV2N-Xba e parte do mesmo, utilizando os pares de oligonucleotideos TSWV1N-
Not e TS436N-Re para amplificar a regido 5’ ¢ TCSV2N-Xba e TS414N-Fo para amplificar a
regido 3’. (B) Eletroforese em gel de agarose, mostrando os produtos amplificados do gene N
de TCSV comos oligonucleotideos especificados em (A). (M) Marcador molecular 1 Kb plus
DNA Ladder (Invitrogen); 1) Amplificacdo parcial do gene N correspondente a regido 5’com
os pares de oligonucleotideos TSWV1N-Not e TS436N-Re; 2) Amplificacdo parcial do gene
N correspondente a regido 3’com os pares de oligonucleotideos TCSV2N-Xba e TS414N-Fo.

As setas indicam os tamanhos em pares de bases dos fragmentos amplificados de DNA.
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3.3 Amplificacdo das quimeras do gene N do TSWV com TCSV

As sequéncias amplificadas de partes dos genes N de TSWV e TCSV foram

submetidas a uma nova reacdo de PCR. As quimeras foram formadas a partir das
combinagbes do gene N de TSWV (regido 5°) com TCSV (regido 3’) (Figura 3.3A) e

gene N de TCSV (regido 5°) com TSWV (regidao 3’) (Figura 3.3B), originando
fragmentos de 777 pb (Figura 3.3C).

(A)

5'

TSWV1N-Not

=)
atgtctaaggttaagctcactaaggaaagcattgttgctttgttgaca

caaggcaaagaccttgagtttgaggaagatcagaatctggtagcattc
aacttcaagactttttgtctggaaaacatcgaccagatcaagaagatg
agcgttatttcatgtctgacattcctaaagaatcgtcagagcataatg
aaggttattaagcaaagcgattttacttttggtaaaattaccataaag
aaaacttcagacaggattggaggcactgacatgaccttcagaaggctt
gatagcttgatcagggtcaggcttgttgaagaaactgggaattctgag
aatctcaatactatcaaatctaagattgcttcccatcctttgattcaa
gcctatggattacctctcgatgatgcaaagtctgtgagacttgccata
atgctaggaggtagtatccctctgattgecttctgtggacagectttgaa
atgatcagcatcatccttgccatataccaagatgctaaatataaagat
cttggaattgaaccttcgaagtataacactaaagaagctttaggaaaa
gtctgcactgtgctgaaaagcaaaggatttacaatggatgaagagcaa
gtgcagaaagggaaagaatatgctacaatactcagctcttgcaatcct
aatgctaaaggaagcattgctatggaacattacagtgagcatcttgac
aaattctatgcaatgttcggagtaaggaaagaagccaaaatttcaggt
gttgcatga 3’

TCSV2N-Xba
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(B)

TSWV1N-Not

5 ;:;!ctaaggtcaagctcaccagagagaacattatctctcttctaact
caggctggagaaatcgagtttgaagaagatcaaatcaaggctacattc
aacttcgaagacttttgcggagaaaatcttgattcaatcaagaaaatg
agcattacctcatgtttgactttcctgaaaaatcgccagagcatcatg
aaagttgtgaacctttgtgattttacctttgggaaaatcacaatcaaa
aagaattctggaagggttggagctaatgatatgactttcagaaggctt
gatagcatgataagagttaagctgattgaagaaactggaaaagcagaa
aaccttgctattatcaagtctaagattgcctctcatcctcttgttcaa
gcttatggtctgcctctgacagatgcaaagtctgtaaggcttgeccata
atgctgggaggtagcttacctcttattgcttcagttgatagctttgag
atgatcagtgttgtcttggctatatatcaggatgcaaaatacaaggac
ctcgggatcgacccaaagaagtatgacaccaaggaagccttaggaaaa
gtttgcactgtgctgaaaagcaaagcatttgaaatgaatgaagatcag
gtgaagaaggggaaagagtatgctgctatacttagctccagcaatcct
aatgctaaagggagtgttgctatggaacattacagtgaaactcttaac
aagttctatgaaatgttcggggttaaaaagcaggcaaaactcgcagaa
cttgcttga 3

<
TSWV2N-Xba

©)

Figura 3.3: Quimeras originadas a partir do gene N do TSWV com TCSV. (A) Quimera
do gene N de TSWV (regido 5°) em preto, com TCSV (regido 3’) em azul. (B) Quimera do
gene N de TCSV (regido 5°) em azul, com TSWV (regido 3’) em preto. (C) Eletroforese em
gel de agarose, mostrando os produtos amplificados das quimeras dos genes N de TSWV e
TCSV. M) Marcador molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen); 1) Quimera do gene N
de TSWYV (regido 5’) com TCSV (regiao 3”); 2) Quimera do gene N de TCSV (regido 5’) com
TSWV (regido 3’). A seta indica o tamanho em pares de bases dos fragmentos amplificados

de DNA.
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3.4. Construcao dos vetores de expressao e agroinfiltracdo em plantas de C. chinense

O gene N de TSWV e TCSV e as quimeras formadas pela amplificacdo de ambos
foram clonadas no vetor de expressdo pGreenll, originando as construcdes pGreenll + N de
TCSV, pGreenll + N de TSWV e as duas construgdes quiméricas 5° — 3° de N de TSWV com
TCSV (Figura 3.4). As construcdes foram transformadas em A. tumefaciens cepa GV3101 e
os clones foram agroinoculados em plantas de C. chinense ‘P1159236°, usando como controle
0 vetor de expressdo pGreenll sem o inserto e apenas agroinfiltracdo com a agrobactéria
GV3101. Nove dias apos a agroinfiltracdo ser realizada, sintomas de “necrose” foram visiveis
nas folhas agroinfiltradas, sendo que sintomas similares foram observados nos controles
(dados ndo mostrados). A similaridade dos sintomas induzidos, tanto pelas construcfes
testadas quanto pelo vetor controle, indicaram que sintomas de necrose observados nas folhas
inoculadas foram causados pela agrobactéria cepa GV3101 (Figura 3.5). Concentragdes
alternativas da cepa GV3101 (diferentes intervalos de ODgog) foram testadas, visando
minimizar a inducdo de necrose pela bactéria, porém sem sucesso. Portanto, com o sistema
utilizado (combinacdo agrobactéria GVV3101/ Capsicum chinense) ndo foi possivel avaliar a
inducdo de RH por diferentes por¢es do gene N nas construgdes quiméricas (TSVW / TCSV)

utilizadas.
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(A) LB 35S RB
—_ 1 B ~ sw §T
(B) LB 35S RB
] MW f [
(© LB 35S RB
—{ 1 B~ n BT
TSWV  TCSV
(D)
LB 35S RB
—{ 1 Il ~ n [
TCSV  TSWV

Figura 3.4: Representacdo esque matica das construcdes em pGreenll com os genes N do

Tomato spotted wilt virus e Tomato chlorotic spot virus e suas quimeras. LB = Borda

esquerda de Agrobacterium tumefaciens; 35S = promotor de transcricdo do Cauliflower

mosaic virus (CaMV); RB = borda direita de A. tumefaciens. (A) Constru¢cdo em pGreenll

contendo o gene N do Tomato spotted wilt virus. (B) Construgdo em pGreenll contendo o

gene N do Tomato chlorotic spot virus. (C) Construcdo em pGreenll contendo a quimera do

gene N de TSWYV (regido 5°) com TCSV (regiao 3”) (D) Construcdo em pGreenll contendo a
quimera do gene N de TCSV (regido 5°) com TSWV (regido 3°).
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(B)

Figura 3.5: Agroinfiltracdo em folhas de Capsicum chinense. (A) Controle negativo -
Folha de C. chinense ‘P1159236” agroinfiltrada apenas com a bactéria GV3101, exibindo
sintomas de necrose nas regides agroinfiltradas (seta preta), 12 dias apés a infiltracdo. (B)
Folha de C. chinense ‘P1159236’ agroinfiltrada com a construgdo pGreenll + N do TSWV
BR-01, exibindo sintomas de necrose nas regides agroinfiltradas (seta preta), 12 dias apos a

infiltracdo.

4. Discussao

Black et al. (1991) relataram a reacdo de hipersensibilidade (RH) ao TSWV em
Capsicum chinense. O gene de resisténcia responsavel por esta interacdo na planta foi
identificado como Tsw e vem sendo utilizado em programas de melhoramento genético na
Europa e Estados Unidos. Alguns estudos sugerem gque uma ou algumas mutacdes no S RNA
do TSWV podem estar associadas a quebra de resisténcia do gene Tsw em plantas de
Capsicum (Jahn et al., 2000). Experimentos de agroinoculagdo, em plantas de C. chinense
genotipo ‘P1159236°, contendo os genes N, NSy e NSs do TSWV clonados no vetor de
expressdo viral Potato virus X (PVX) foram realizados por Lovato et al. (2008), com o
objetivo de identificar o possivel gene de aviruléncia do Tsw. Sintomas tipicos de RH como
clorose e lesdes necroticas locais (marrom-escuras e com bordas delimitadas), seguidos por
abscisdo foliar foram observadas nas plantas inoculadas com a construcdo PVX+N. Anélises
citopatologicas das folhas inoculadas coma construgdo PVX+N, utilizando o sistema TUNEL
(que detecta fluorescéncia no nlcleo quando ocorre a morte celular por meio da marcacéo da
regido 3’ do DNA fragmentado) identificaram fragmentacdo do DNA gendmico, indicando a

ocorréncia da morte celular programada no nucleo das células do meséfilo, no local e regiGes
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adjacentes onde foram observadas as lesdes necrdticas. As outras construcBes induziram,
apenas, sintomas tipicos do PVX e ndo apresentaram sintomas tipicos do tipo RH e sinais
citopatologicos de morte celular também ndo foram observados. Para o gene N de TCSV, 0s
sintomas de necrose ndo foram observados, indicando que ele ndo é um elicitor da RH e ndo
causa a morte celular nas células infectadas.

A proteina N do TSWV foi, claramente, associada a inducdo de lesdes necroticas,
tipicas de RH nas plantas de C. chinense, enquanto que a proteina NSs em associa¢cdo com o
PVX, aumentou a viruléncia deste, podendo mascarar qualquer possibilidade de interagédo do
gene de resisténcia com o de aviruléncia (Lovato et al., 2008), No entanto, Margaria et al.
(2007), por meio de andlises in silico, indicaram que a NSs seria 0 possivel gene de
aviruléncia do Tsw, corroborando com as analises realizadas por Tentchev et al. (2011), que
constataram que a proteina N é, significativamente, mais limitada que a proteina NSs em
relacdo ao ndmero de substituicdes de aminoacidos (para os virus sdo mais deletérias as
mudancas na proteina do nucleocapsideo do que na proteina NSs). Com base nos resultados
obtidos por Lovato et al. (2008), este trabalho teve como proposta o estudo dos dominios
protéicos da proteina N do TSWV, envolvidos no processo de morte celular e inducdo de RH
em plantas de resistentes C. chinense. Para isso, construcdes quiméricas do gene N de TSWV
(que induz RH) e TCSV (que ndo induz necrose tipo RH) foram desenvolvidas e clonadas em
um vetor de expressdo transiente e agroinfiltradas em plantas de Capsicum. O uso de um vetor
transiente e ndo de um vetor viral, visou eliminar a interferéncia do PVX na expressdo de
lesBes tipo RH em Capsicum chinense.

Ensaios de expressdo transiente, mediada por Agrobacterium, também apresentam
algumas limitacbes, podendo ser algumas vezes restritos a espécies e tecidos que sao
biologicamente compativeis e fisicamente acessiveis (Wroblewski et al. 2005). Devido a
participacdo de dois organismos no processo, a eficiéncia dos ensaios de expressdo transiente
é influenciada por varidveis experimentais que afetam a viruléncia da A. tumefaciens,
comprometendo a compatibilidade entre a planta e a bactéria. Algumas cepas de A.
tumefaciens sdo mais virulentas que outras para algumas espécies de planta, assim como
algumas espécies de plantas também podem ser mais ou menos sensiveis a algumas cepas de
Agrobacterium (Wroblewski et al. 2005). Algumas plantas hospedeiras podem apresentar
sintoma de necrose, o qual se assemelha a RH devido & incompatibilidade entre a
Agrobacterium e a planta (Wroblewski et al., 2005). No presente trabalho, resultados

semelhantes foram observados nas plantas de C. chinense ‘P1159236’, agroinfiltradas com o
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vetor pGreenll, e com as construgdes contendo as quimeras e 0s genes individuais de TSWV
e TCSV. O uso da cepa GV3101 nas infiltracbes conduziu a0 mesmo sintoma de necrose
observado por Wroblewski et al. (2005); que foi a ndo ocorréncia de compatibilidade entre a
cepa de Agrobacterium e a planta que estd sendo agroinfiltrada. Mesmo com a utilizagdo de
diferentes intervalos de ODggp N0 momento da infiltragdo, os sintomas de necrose surgiram
com sete dias apos as infiltracdes serem realizadas.

Wroblewski et al. (2005) testaram diferentes cepas de Agrobacterium em plantas de
alface, N. benthamiana e tomate (representando as plantas da familia Solanacea). Os autores
puderam observar que das 19 cepas testadas em tomate (cv Rio Grande 57R), 16 causaram
necrose nas folhas de tomate agroinfiltradas. As cepas mais indicadas foram a 1D1249,
1D1487 e 15955. A expressdo transiente obtida com a cepa 1D1249 ndo elicitou uma resposta
de necrose em tomate, mesmo quando a ODggo foi de 2.0. O mesmo teste foi realizado com
outras solanaceas, incluindo 21 variedades de tomate comercial, duas espécies de tomate
selvagem e trés acessos de pimentdo. Nenhuma necrose foi observada.

A substituicio do meio de infiltracdo por agua deionizada no momento da
agroinfiltracdo também é uma medida recomendada. Wroblewski et al. (2005) observaram
melhores resultados em algumas plantas, 0 mesmo podera ser feito no experimento que sera
conduzido comas plantas de pimenta, substituindo a solucdo de infiltracdo por agua.

Zhang et al. (2011) observaram que plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana,
expressando uma coOpia da proteina de movimento do virus Tobacco mosaic virus (TMV),
guando inoculadas com uma construcdo do vetor viral TMV contendo o gene N modificado
(substituicdo do aminoacido fenilalanina pela alanina) do TSWYV apresentavam sintomas de
locais de infeccdo, do tipo RH. A substituicdo dos aminoacidos foi feita na regido C terminal,
nas posicoes 242 e 246. A partir do experimento realizado por Zhang et al. (2011) espera-se
observar um resultado semelhante nas plantas de C. chinense que serdo agroinfiltradas com as
construgdes quiméricas.

Em relacdo as perspectivas de se contornar o problema de incompatibilidade
agrobactéria/C. chinense, a substituicdo da cepa de agrobactéria GV3101 pela cepa 1D1249
poderd facilitar a observagdo dos sintomas de RH causados pelo gene N. As construcdes
obtidas em pGreenll, expressando os genes N de TSWV e TCSV serdo transformadas em A.
tumefaciens cepa 1D1249, para que se possa obter a expressdo do gene N em plantas de C.
chinense ‘PI159236°, sem ocorrer o aparecimento de lesdes necrOticas causadas pela

Agrobacterium cepa GV3101. O proximo passo serd a observagdo dos sintomas de RH por
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meio de microscopia de luz, utilizando a marcacdo com DAB, seguida por descoloragdo com

etanol e coloracdo comazul de tripano e deteccdo da proteina N.
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CAPITULO IV

ESTUDO DA INTERACAO DAS PROTEINAS DE TOMATO SPOTTED WILT VIRUS
EM PLANTAS DE NICOTIANA BENTHAMIANA TRANSGENICA EXPRESSANDO
O GENE DE RESISTENCIA SW-5A TOSPOVIRUS

Resumo. Algumas cultivares de tomate apresentam o gene dominante Sw-5 e quando
inoculadas com os virus Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus
(TCSV) e o Groundnut ring spot virus (GRSV) exibem uma resposta de resisténcia do tipo
reacdo de hipersensibilidade (RH). Trabalhos realizados indicaram que o possivel gene de
aviruléncia do TSWYV esta localizado no RNA M dos tospovirus. Para isso, foram utilizadas
construcbes com o vetor de expressao binario pGR107 (pPVX), contendo os genes N, NSy e
NSs do TSWV, com o objetivo de investigar o gene elicitor da resposta do tipo RH em plantas
de N. benthamiana transgénica (Sw-5b). As construcdes foram agroinfiltradas nas plantas de
N. benthamiana e, ap0s cinco dias, foi possivel observar os sintomas do tipo RH nas plantas
agroinfiltradas com a construcdo PVX+NSy, indicando que o gene NSy, seja 0 possivel

elicitor da resposta de defesa da planta contra a infeccéo viral.
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1. Introducéo

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma cultura severamente afetada por varias
doencas virais. As tospoviroses estdo entre essas doencas e Sdo responsaveis por causar
severos danos na cultura (Garcia-Cano et al., 2006), sendo um fator limitante na produgéo de
alguns paises, como o Brasil, Argentina, Espanha, Portugal e Italia (Aramburu e Marti, 2003;
Boiteux e Giordano, 1993; Fineetti-Sialer et al., 2002; Williams et al., 2001).

O Tomato spotted wilt virus (TSWV) é a espécie tipo do género Tospovirus, e com
base na estrutura e organizacdo do seu genoma foi classificado na familia Bunyaviridae,
sendo o Unico género pertencente a essa familia com virus que infectam plantas. O TSWV, o
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), o Groundnut ring spot virus (GRSV) e o
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) sdo as quatro espécies de tospovirus prevalentes
nas regides tropicais e subtropicais da América do Sul e que infectam tomate (Hassani-
Mehraban, 2008). Uma caracteristica comum do género Tospovirus é a presenca de trés
RNAs gendmicos denominados S (small), M (medium) e L (large) RNA. O RNA S codifica a
proteina do nucleocapsideo (N) e a proteina ndo-estrutural NSs (de Haan et al., 1990;
Kormelink et al., 1991); o RNA M codifica o precursor das glicoproteina Gy e G¢, ambas
presentes na superficie da particula viral e a proteina de movimento NSy (Kormelink et al.,
1992) e 0 RNA L codifica a polimerase viral (de Haan et al., 1991; van Poelwijk et al., 1996).

Uma das maneiras mais eficazes de controle do virus é o uso de cultivares resistentes,
estas sdo geralmente desenvolvidos por meio da introgressdo de genes de resisténcia naturais
em gendtipos comerciais. Em algumas espécies de tomateiro € possivel encontrar fontes de
resisténcia natural ao TSWV, as quais estdo sendo usadas em programas de melhoramento
genético no Brasil e no mundo. Na Ultima década, varios genes de resisténcia e seus
correspondentes genes de aviruléncia tém sido estudados. No Brasil, populac@es derivadas da
cultivar Stevens, obtidas do cruzamento de S. peruvianum, contendo o gene Sw-5, que confere
resisténcia ampla em tomate aos tospovirus TSWV, GRSV e TCSV (Stevens et al., 1992),
tém sido estudadas. Plantas que expressam o gene Sw-5 sdo capazes de restringir a infecgéo
sistémica causada por viroses, e as folhas inoculadas apresentam sintomas localizados ou do
tipo reacdo de hipersensibilidade (RH) (Stevens et al., 1992).

Acredita-se que a capacidade do TSWV de se multiplicar no interior do inseto vetor
tripes aumenta a possibilidade de diversificagdo genética da populacéo viral (Ullman et al.,
1993; Wijkkamp et al.,, 1993). Adicionalmente, a organizacdo tripartida do genoma dos

membros da familia Bunyaviridae permite a troca de informacdo de material genético por
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meio de rearranjos de segmentos de todo o genoma, originando novos isolados (Elliot, 1995).
Recentemente, a analise de rearranjos gerados apos co-inoculacdo de dois isolados de TSWYV,
um que ndo infecta cultivares resistentes e outro capaz de infectar cultivares resistentes
(contendo 0 gene Sw-5), revelaram que o determinante genético envolvido na superacdo de
resisténcia destes cultivares esta ligado ao RNA M (Hoffman et al., 2001). Lopez et al. (2011)
verificaram, por meio de analises in silico, que a superacdo da resisténcia, conferida pelo gene
Sw-5, pode ser devido a substituicdo de dois aminoacidos na proteina NSy do TSWYV,
observada nos isolados capazes de quebrar a resisténcia do gene Sw-5. Entretanto, essas
mutagdes nos aminoécidos mencionados ndo foram ainda identificadas para todos os iso lados
de TSWYV, responsaveis por superar a resisténcia conferida pelo gene Sw-5 que ja foram
relatados em cultivos de tomate no Havai, Australia, Africa do Sul (isolado JF1), Espanha
(isolado GRAU) e Italia (Thompson e van Zijl, 1996; Aramburu e Marti, 2003; Ciuffo et al.,
2005). O presente trabalho visou determinar o gene de aviruléncia do TSWV, envolvido na
interacdo com o gene Sw-5. O estudo foi realizado, comparando-se isolados que superam e
ndo superam a resisténcia conferida pelo gene, utilizando uma plataforma biologica
constituida por plantas transgénicas de N. benthamiana, expressando o gene Sw-5. As plantas
de N. benthamiana foram escolhidas para o trabalho, pois pertence a familia Solanacea, assim
como o tomate, sdo faceis de manipular (realizar infiltracGes) e apresentam uma boa

expressdo de sintomas.

2. Materiais e Métodos

2.1 Clonagem dos genes N, NSy e NSs no vetor de entrada pENTR11

As construgdes pGR107 + N, pGR107 + NSy, pGR107 + NSs, contendo os genes do
isolado TSWV BR-01 (Figura 4.1) (Lovato et al., 2008), e pgR107 + NSy do isolado GRAU,
capaz de quebrar a resisténcia do gene Sw-5, foram digeridas com as enzimas de restricao
Clal e Sall, seguindo as recomendacdes do fabricante (Invitrogen), para isolar os genes do
vetor pGR107. Em seguida, as extremidades do fragmento de DNA, correspondendo aos
genes, foram preenchidas com uma reacdo com a enzima T4 DNA polimerase, seguindo as
instrucdes do fabricante (Invitrogen) e o resultado da digestdo separado em gel de agarose 1%
e purificados usando o kit de extracdo de DNA Gel Band Purification (GE Healthcare).

O vetor pENTR11* foi digerido com a enzima de restricdo EcoRI para a retirada da

regido ccdB, o resultado da digestdo foi separado em gel de agarose 1%. Em seguida, o vetor
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foi religado, originando um novo vetor pENTR11. O novo vetor, sem a regido (ccdB), foi
digerido com a enzima de restricdo EcoRV e defosforilado.

Os genes purificados foram ligados ao vetor de entrada pENTR11 (Invitrogen) (Figura
4.2), originando os vetores: pENTR11 + N, pENTR11 + NSy, pENTR11 + NSse pENTR11
+ NSm do TSWV isolado GRAU. Para a verificacdo da orientacdo dos insertos, realizou-se a
digestdo das construcbes com enzimas de restricdo, em seguida, a regido de clonagem foi

sequenciada.

LB 35S RdRp 26K 8K CP NOS RB
4 | | O [ | BN -

L]
12K CP promoter
LB 358 RdRp 26K 8K CcP NOS RB

-4 | ] [
12K CP promoter

LB 358 RdRp 25K 8K CP NOS RB

1 | | [ | ]
L |
12K CP promoter

Figura 4.1: Representacdo esquematica das construces em pgR107 com trés genes do
Tomato spotted wilt virus (N, NSs e NSy). LB = Borda esquerda de Agrobacterium
tumefaciens; 35S = promotor de transcricdo do Cauliflower mosaic virus (CaMV); RdRp =
RNA polimerase dependente de RNA do Potato virus X (PVX); 25K, 12K e 8K = proteinas
de movimento do PVX; CP promoter = promotor do gene da capa proteica do PVX; CP =
proteina da capa do PVX; Nos = terminador de transcricdo do gene nopalina sintase; RB =

borda direita de A. tumefaciens (Lovato et al., 2008).
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ccdB

Fpr |
EcoR |
o

£
EcoR |
Mot |
Xha |
EcoRV
Ehe |
gamH |
Kpn |
EcoR |
EcoR |
Mot |
Xha |
EcoRV

Figura 4.2: Vetores do sistema Gateway pENTR11 e pENTR2B (vetores de entrada). T1
e T2 = sequéncias terminadoras da transcricdo; attL1l e attL2 = sitios de recombinacéo
especifica do vetor de entrada; ccdB = gene toxico para selecdo negativa; Kanamycin = gene
de resisténcia a canamicina; pUC ori = gene de origem da replicacdo para manutencdo do

plasmideo (Invitrogen).

2.2. Clonagem dos genes Gy e G¢ no vetor pENTR2B

Os plasmideos pMON999 + Gy YFP e pMON999 + G¢ YFP, produzidos por Ribeiro
et al. (2008), contendo os genes YFP (Yellow Fluorescent Protein) e os genes do TSWV BR-
01 Gn e Gg, respectivamente, foram digeridos com a enzima de restricdo BamHI para
isolamento dos genes. Estes foram ligados ao vetor de entrada pENTR2B (sem a regido ccdB
— metodologia descrita no item 1.1 ) (Figura 4.2) (Dianese, 2009), originando os vetores
PENTR2B + Gy YFP e pENTR2B + G¢c YFP. A clonagem correta foi verificada com a
determinacdo da sequéncia dos plasmideos resultantes no ponto de clonagem.

O vetor pENTR2B foi previamente digerido com a enzima EcoRV e defosforilado. O

clone obtido foi enviado para sequenciamento para verificar a orientagéo correta.
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2.3. Clonagem do precursor das Glicoproteinas (GP) no vetor pENTR11

O plasmideo pBIN + GP (gentilmente fornecido por Dick Lohuis, Universidade de
Wageningen) foi digerido com a enzima de restricdo BamHI, liberando o gene precursor das
glicoproteinas. Em seguida, as extremidades do fragmento de DNA, correspondendo ao gene
GP (3,4 Kb), foram preenchidas com a enzima T4 DNA polimerase, seguindo as instrucdes
do fabricante (Invitrogen) e o resultado da digestdo separado em gel de agarose 1% e
purificado, usando o Kit de extracdo de DNA Gel Band Purification (GE Healthcare),
posteriormente, 0 gene foi ligado ao vetor de entrada pENTR11 (Figura 4.2), previamente
digerido com a enzima EcoRV e defosforilado. O clone obtido foi enviado para

sequenciamento para verificar a orientacao correta, originando o vetor pENTR11 + GP.

2.4. Recombinacdo com o vetor pEAQ Gateway

Os clones em pENTR11 e em pENTR2B foram digeridos com a enzima de restricao
Pvul para linearizar as amostras e, em seguida, foi feita a recombina¢do com o vetor de
destino pEAQ-HT, utilizando o sistema Gateway® Cloning Technology (Figura 4.3), de
acordo com as instrucdes do fabricante (Invitrogen). A ligagdo foi usada para transformar
células competentes de Escherichia coli DH5q, por eletroporagéo. As colonias selecionadas
foram incubadas por 12 ha 37 °C em meio LB, contendo 50 pg/mL de canamicina, seguindo-
se da purificacdo do DNA (Sambrook et al., 1989), sendo, posteriormente, usados para a
transformacdo em Agrobacterium tumefaciens cepa LBA 4404 por eletroporacdo. A selecédo
dos clones recombinantes foi feita por meio de PCR de coldnias, utilizando oligonucleotideos

especificos (Tabela 4.1) para os genes.
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Tabela 4.1: Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos genes N, NSs NSy e GP
do TSWV isolado BR0O1 e NSy do TSWV isolado GRAU.

Gene Oligonucleotideo  Orientacédo Sequéncia’

N NTSWV1 Senso 5 CCCATCGATATGTCTAAGGTTAAGCTC 3’
NTSWV2 Anti-senso 5" CCCGTCGACTTCAAGCAAGITCTGCGAG 3’

NSs NSsTSWV1 Senso 5’ CCCCCATGGATCGATGTCITCAAGIGIT 3
NSsTSW V2 Anti-senso 5" CCCGTCGACTTATTTTGATCCTGAACG 3’

NSm NSMTSW V1 Senso 5" CCCGTTTAAACATCGATATGTTGACTCTTTTCG 3’
NSMTSW V2 Anti-senso 5’ CCCGTCGACACTATATTTCATCAAAG3

GP Zup004 Senso 5CCCTGT ATGTGT CGT ATC 3’
Zup20 Anti-senso 5CCCAGG CTGTCCATTTIT GG 3’

10s sitios das enzimas de restricdo (ATCGAT — Clal, GTCGCA — Sall) est&o sublinhados.

CPMV 5UTR CPMVY 3UTR
CcmR codB
F}Ea‘:\Q‘HT . #ann
-DEST1
355 attR1 attR2 NOS

Figura 4.3: Representacdo esquematica do vetor de clonagem pEAQ-HT Gateway.
CPMYV 5’UTR = Regido 5’ nao traduzida do Cowpea mosaic virus RNA-2; CPMV 3’UTR =
Regido 3’ do Cowpea mosaic virus RNA-2; 35S = promotor de transcricdo do Cauliflower
mosaic virus (CaMV); attR1 e attR2 = sitios de recombinacdo do Gateway; ccdB = gene
letal para E. coli; CmR = gene de resisténcia a cloranfenicol; Nos = terminador de transcri¢do

do gene nopalina sintase (Sainsbury et al., 2009).
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2.5. Uso de N. benthamiana transgénica (transformada com o gene Sw-5) para

determinacéo do gene de aviruléncia

Plantas de N. benthamiana, expressando o gene Sw-5b de tomate, isolado a partir do
cultivar ‘Stevens’, foram usadas nos experimentos de agroinfiltragdo, para verificar a
ocorréncia de reagdes de hipersensibilidade induzida por TSWV isolado BR-01.

Duas plantas de N. benthamiana transgénicas e duas ndo-transgénicas foram
inoculadas, mecanicamente, com TSWV, isolado BR-01 originario do Brasil (de Avila et al.,
1993), sendo essas plantas utilizadas como controle positivo. As inoculagdes mecanicas
foram feitas, utilizando-se extrato de plantas infectadas maceradas em tampéo fosfato 0,01M,
pH 7,0, contendo 1 % de sulfito de sédio. Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas em
observacdo para verificar o aparecimento de sintomas, até o surgimento de RH ou sintomas
sistémicos (cerca de 8 a 12 dias apds inoculagdo).

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo climatizada.

2.6. Preparo das solugdes para agroinfiltracdo de A. tumefaciens em plantas de N.

benthamiana

As células de A. tumefaciens transformadas com as construgdes nos vetores pGR107 e
PEAQ-HT GW foram crescidas a 28°C durante 48 horas. Seiscentos microlitros da suspensao
bacteriana foram retirados e inoculados em 3 mL de meio de indug&o (para um litro: 10,5 g de
K2HPOQy; 4,5 g de KH,POy; 1 g de (NH4)2S0y4; 0,5 g de CsHsNaz07.H,0; 0,246 g de MgSO4
(1 mM); 2 g de glicose e 5 mL de glicerol), suplementado com 50 uM de acetosiringona e 10
mM de MES, pH 5,6. As culturas foram mantidas a 28°C, durante 12 horas. Apds 12 horas, as
culturas foram centrifugadas a 3300 rpm (rotor F-34-C-38), durante 10 minutos (centrifuga
Eppendorf 5804 R). O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 ml de meio
MS (10 mM de sacarose, 4 g de MS, 150 uM de acetosiringona e 10 mM de MES). Ao final
foi feita a leitura da absorbéncia a 600nm. Os valores do ODggp Usados para agroinfiltracdo
foram de 0,5 e 1,0. A solucdo foi usada para agroinfiltrar plantas de N. benthamiana no
estadio de 5 a 6 folhas. Meia hora antes de serem realizadas as agroinfiltragdes, as plantas
foram regadas para permitir a abertura dos estdmatos e facilitar a agroinfiltracdo. A
agroinfiltracdo das plantas foi realizada com uma seringa de 5 mL sem agulha, sobre a face
abaxial de todas as folhas. Apo6s as agroinfiltracdes, todas as plantas foram mantidas em

camaras de crescimento com temperatura a 28 °C e iluminagéo controlada.
93



Capitulo IV

2.7. Agroinfiltracdo das construgdes, contendo individualmente os genes N, NSs, NSy, de

TSWV isolado BR-01 mediada por Agrobacterium tumefaciens

Em todos os ensaios, foram usadas duas plantas de N. benthamiana para cada
construcdo feita com o vetor pGR107 (vetor pPVX), contendo os genes de TSWV isolado
BR-01 (Lovato et al., 2008). Todas as construcdes foram transformadas por eletroporacéo
em A. tumefaciens linhagem GV3101 e crescidas em 3 mL de meio liquido LB3 (para um
litro: 10 gramas de triptona; 5 g de extrato de levedura; 4 g de NaCl; 1g de KCI; 3 g de
MgSO4.7H,0), contendo os antibidticos canamicina e rifampicina nas seguintes
concentragdes, respectivamente: 100 pg/mL e 20 pg/mL. As culturas foram crescidas a 28°
C, durante 48 horas, conforme item 1.6.

2.8. Agroinfiltracdo das construcgdes, contendo os genes N, NSs, NSy, GP, Gy e G¢ do
TSWV isolado BR-01 e NSy isolado GRAU mediada por Agrobacterium tumefaciens no
vetor pEAQ-HT GW

Os genes N, NSs, NSy, GP, Gy e G¢ do TSWV isolado BR-01 e NSy isolado GRAU
clonados no vetor pEAQ-HT GW foram transformados em A. tumefaciens linhagem LBA
4404 em 3 mL de meio liquido LB3 (para um litro: 10 gramas de triptona; 5 g de extrato de
levedura; 4 g de NaCl; 1g de KCI; 3 g de MgSO,4.7H,0), contendo os antibibticos
canamicina e rifampicina nas concentracdes 100 pg/mL e 20 pg/mL, respectivamente. As
culturas foram crescidas a 28° C, durante 48 horas, conforme o item 1.6.

Duas plantas para cada construcdo com o vetor pEAQ-HT GW, contendo os genes do
TSWV (pEAQ GW + N, pEAQ GW + NSy, pEAQ GW + NS5, pEAQ GW + GP, pEAQ
GW + G¢ YFP, pEAQ GW + Gy YFP, pEAQ GW + NSy GRAU). Como controle, quatro
plantas foram utilizadas: a) agroinfiltrada como vetor pEAQ-HT GW, b) uma segunda, com a
agrobactéria LBA4404, c) agroinfiltrada com solu¢do tampéo e d) inoculada mecanicamente
como virus TSWV BR-01.

As mesmas inoculagbes foram realizadas em plantas de N. benthamiana nédo

transgénicas.
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2.9. Co-infiltracdo das construcdes no vetor pEAQ-HT GW, contendo os genes N, NSs,
NSm, GP, Gy e Gc de TSWV isolado BR-01 mediada por Agrobacterium tumefaciens

O protocolo de preparacéo das construcdes para este experimento esta descrito no item
1.6. Apds medir o OD, as solugdes contendo as construcGes foram misturadas em proporcoes
iguais para que as co-infiltracdes fossem realizadas.

Dezesseis plantas de N. benthamiana transgénica (Sw-5b) foram utilizadas no
experimento. O controle positivo foi realizado em duas plantas de N. benthamiana
transgénica, as quais foram inoculadas mecanicamente com o virus TSWV BR-01. O controle
negativo consistiu de duas plantas de N. benthamiana transgénica inoculadas mecanicamente
como virus TSWV BR-01.

As seguintes combinacdes génicas foram utilizadas na agroinfiltracédo:

1) pEAQ-HT+N + PpEAQ-HT + NSy

2) pEAQ-HT+N + pEAQ-HT + NSs
3) pEAQ-HT+N + pEAQ-HT +GP

4) pEAQ-HT + NSy + PpEAQ-HT + NSs
5) pEAQ-HT + NSy + pEAQ-HT + GP

6) pPEAQ-HT + NSs + pEAQ-HT + GP

2.10. Co-infiltracdo das construgdes contendo os genes N, NSs, NSy, GP, Gy e G¢ de
TSWV isolado BR-01 e NSy isolado GRAU mediada por Agrobacterium tumefaciens em

combinagéo com o vetor pCGN + Sw-5b

Quatorze plantas de N. benthamiana transgénica foram utilizadas nas
agroinfiltragdes, duas para cada construgcdo, contendo os genes do TSWV BR-01 e NSy, do
isolado GRAU em conjunto como vetor pCGN + Sw-5b. Como controle, duas plantas de N.
benthamiana, uma transgénica, contendo o gene Sw-5b e outra ndo, foram inoculadas

mecanicamente com o virus TSWV BR-01.
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2.11. ELISA e Western blot

Cinco dias ap6s a agroinfiltragcdo, as plantas inoculadas mecanicamente com o virus
TSWV isolado BR-01 foram testadas por meio de double antibody sandwich enzyme-linked
immunosorben assay (DAS-ELISA) (Clark & Adams, 1977) utilizando o anticorpo policlonal
para a proteina N de TSWV.

Ap6s 0 mesmo periodo, amostras foliares das plantas agroinfiltradas com as
construcdes em pGR107 e pEAQ-HT foram coletadas. Os extratos da proteina total foram
desnaturados e separados em gel SDS-PAGE descontinuo (Laemmli, 1970), em seguida, as
proteinas presentes no gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Immobilon-P
Transfer Membrane, Millipore). Ap6s o bloqueio com PBS 1x, contendo leite em p6 2%, as
membranas de nitrocelulose foram incubadas com anticorpo policlonal (diluicdo 1:1000 em
PBS 1x e 0,25% de leite em pd) contra as proteinas N, NSy, NSs, GP, Gy e Ge. Apds as
lavagens, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario conjugado com fosfatase
alcalina na diluicdo 1:500 em PBS-Tween 1x, contendo 0,25% de leite em p6 e tampdo AP
9.5 (100mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 5mM MgCl,, 0.05% Tween 20, pH 9.5). A revelacédo
foi feita por colorimetria coma adicdo de 50 pL de NBT/BCIP em tampéo AP 9.5.

2.12. Remocao da clorofila

Durante o acompanhamento da evolucdo dos sintomas nas plantas agroinfiltradas, as
folhas das plantas testadas com as diversas construcfes e que apresentaram sintomas
semelhantes a necrose foram coletadas e armazenadas em placas de petri, contendo etanol
absoluto, durante 24 horas, para que a clorofila fosse removida e os sintomas pudessem ser

visualizados (Hwang e Hwang, 2011).

3. Resultados

3.1 Ensaios de expressdo em plantas de Nicotiana benthamiana ndo transgénica,
utilizando o vetor de expressdao pGR107, contendo os genes N, NSy, NSs do TSWV-BR-
01 e 0 gene NSy do TSWV isolado GRAU

Este primeiro ensaio foi feito apenas para testar as construgdes no vetor pGR107. As
construgdes pGR107 + N, pGR107 + NSy e pGR107 + NSs foram agroinfiltradas nas
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plantas de N. benthamiana ndo transgénica. Os primeiros sintomas nas plantas
agroinfiltradas surgiram 9 a 11 dias ap0s a inoculacéo e consistiram de clorose internerval e
mosqueado (Figura 4.4). Esses sintomas foram idénticos aqueles causados pelo virus
selvagem PVX. Plantas de N. benthamiana agroinfiltradas com pGR107 + NSg
apresentaram necrose sistémica severa, 15 dias pés-infeccdo, seguida pela necrose das folhas
e hastes ou morte da planta. A expressao do gene NSs intensificou os sintomas causados pelo

vetor pPVX (Figura 4.4E).

A) (B)

©

Figura 4.4: Sintomas de clorose internerval e mosqueado em plantas de Nicotiana
benthamiana. (A) N. benthamiana agroinfiltrada com  pGR107 (pPVX). (B) N.
benthamiana agroinfiltrada com pGR107 + N. (C) N. benthamiana agroinfiltrada com
pGR107 + NSp. (D) N. benthamiana agroinfiltrada com pGR107 + NSs.
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3.2 Ensaios de expressdo em plantas de N. benthamiana transgénica, utilizando o vetor
de expressdo pGR107, contendo os genes N, NSy, NSs do TSWV-BR-01 e 0 gene NSy do
TSWV isolado GRAU

As construgdes pGR107 + N, pGR107 + NSs pGR107 + NSy isolado BR-01 e pGR
+ NSy isolado GRAU foram agroinfiltradas nas plantas de N. benthamiana transgénica (gene
Sw-5b). Os primeiros sintomas nas plantas agroinfiltradas com as construgdes pGR107+N e
pGR107+NSs surgiram 9 a 11 dias ap0s a inoculacao e consistiram de clorose internerval e
mosqueado em folhas ndo inoculadas, semelhantes aos observados nas folhas de N.
benthamiana ndo transgénica e tipicos de infecgdo causada por PVX (Figura 4.5A e 4.5B).
Os sintomas nas folhas inoculadas com a construcdo pGR107+ NSy isolado BR-01 surgiram
com 5 dias apos a agroinfiltracdo, na forma de manchas necréticas marrom escuras e com
bordas delimitadas (Figura 4.5C), 0 mesmo ndo foi observado nas folhas agroinfiltradas com
a construcdo pGR107+ NSy isolado GRAU (Figura 4.5D). O tipo de sintoma observado,
formado por manchas necroticas marrom escuras, indicou a inducdo de RH nas folhas
inoculadas causadas pela construgdo pGR107 + NSy isolado BR-01 do TSWV, em

contraste coma nédo inducdo de sintomas pelo isolado que supera a resisténcia do gene Sw-5.
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) (®)
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Figura 4.5: Plantas de Nicotiana benthamiana (Sw-5b) agroinfiltradas com as
construcdes do vetor pGR107. (A) N. benthamiana (Sw-5b) agroinfiltrada com pGR107 +
N (B) N. benthamiana (Sw-5b) agroinfiltrada com pGR107 + NSs. (C) Folha de N.
benthamiana (Sw-5b) agroinfiltrada com pGR107 + NSy. (D) Folha de N. benthamiana
agroinfiltrada com pGR107 + NSy isolado BR-01(esquerda) e folha de N. benthamiana

agroinfiltrada com pGR107 + NSy, isolado GRAU, ndo apresentando sintoma (direita).

3.3 Visualizagdo dos sintomas e expressdo do gene NSy do TSWYV isolado BR-01 e
isolado GRAU

A partir da reacdo similar a RH, induzida pela construcdo pGR107 + NSy isolado
BR-01, folhas das plantas agroinfiltradas foram coletadas para a remocdo da clorofila e
realizacdo do Western blot. A remocéo da clorofila permitiu evidenciar a diferenca entre as

amostras agroinfiltradas com a construcdo pGR107 + NSy isolado BR-01, que apresentou as
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manchas necréticas marrom escuras, € pGR107 + NSy isolado GRAU, que ndo apresentou
os sintomas visualizados com a construcdo pGR107+NSy isolado BR-01 (Figura 4.6A). A
analise do Western blot, realizada com o antissoro contra a proteina NSy do TSWV BR-01,
demonstrou que os genes NSy isolados BR-01 e GRAU clonados no vetor pGR107, foram
eficientemente expressos nas plantas de N. benthamiana transgénica (Figura 4.6B) e que 0s
sintomas necroticos observados com o isolado BR-01 parecem estar relacionados a

expressdo da proteina NSy.

Antissoro contra NSy,
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Figura 4.6: Folhas de Nicotiana benthamiana (Sw-5b) tratadas com etanol e expresséo
das proteinas NSy isolado BR-01 e GRAU do TSWYV, utilizando a técnica de Western
blot. (A) Folhas de N. benthamiana tratadas com etanol. Folha de N. benthamiana (esquerda),
apresentando sintomas de necrose agroinfiltrada com a construcdo pGR107 + NSy isolado
BR-01e folha de N. benthamiana (direita) agroinfiltrada com a construgdo pGR107 + NSm
isolado GRAU, ndo apresentando sintomas de necrose. (B) Analise de Western blot com
anticorpo policlonal especifico para a proteina NSy (33,6 KDa) de TSWV. M = marcador de
massa molecular de proteinas (KDa); Amostras 1 e 2) pGR107 + NSy isolado BR-01, 3 e 4)
pGR107 + NSy isolado GRAU, 5 e 6) pGR107.

100



Capitulo IV

3.4 Ensaios de expressdo em plantas de Nicotiana benthamiana transgénica, utilizando o
vetores de expressao pEAQ-HT contendo os genes N, NSy, NSs, GP, Gy e G¢ do TSWV-
BR-01 e o gene NSy do TSWV isolado GRAU

O vetor bindrio pEAQ-HT Gateway, que é uma combinacdo dos vetores pEAQ e
CPMV-HT (versdo com delecbes do Cowpea mosaic virus RNA-2), foi escolhido para ser
utilizado nos experimentos de recombinacdo, pois apresenta algumas vantagens em relagéo a
outros sistemas de expressdo transiente: permite a producdo de algumas miligramas de
proteinas recombinantes entre 2-3 semanas sem a replicacdo viral, € um sistema mais
econdmico e que nao requer conhecimentos técnicos aprofundados (Sainsbury et al., 2009).

O vetor recombinante pEAQ-HT foi utilizado para substituir o vetor viral pGR107
(pPVX), evitando assim a interferéncia na expressdo dos sintomas dos genes do TSWYV e para
confirmar se o0 gene NSy do TSWV isolado BR-01 € o possivel fator de aviruléncia do gene
Sw-5.

O estudo da inducdo da reacdo de hipersensibilidade foi realizado por meio de
agroinfiltracdes em plantas de N. benthamiana, expressando o gene Sw-5b e utilizando o vetor
PEAQ-HT em conjunto com os genes individuais N, NSy, NSs, GP, Gy e G¢ do TSWV
isolado BR-01 e 0 gene NSy do TSWV isolado GRAU. Néo foi possivel detectar nenhuma
resposta de hipersensibilidade nas folhas agroinfiltradas com os genes de TSWV
individualmente (Figura 4.7). Apdés 10 dias da agroinfiltracdo, sintomas de clorose eram
visiveis nas folhas agroinfiltradas, sintomas esses, causados pela agroinfiltracdo com a
agrobactéria LB4404 (Figura 4.7). Apenas o controle positivo, que consistiu de plantas de N.
benthamiana, expressando o gene Sw-5b, quando inoculadas mecanicamente com o TSWV
isolado BR-01, apresentou sintomas tipicos de RH com, aproximadamente, nove dias, apos a
inoculacdo (Figura 4.7E). O isolado BR-01 foi utilizado como controle para que se pudesse
fazer um acompanhamento da evolucdo dos sintomas de RH nas plantas agroinfiltradas.

A determinacdo da expressdo das proteinas dos genes dos isolados BR-01 e GRAU
(NSwm) utilizados no experimento foi feita por meio da técnica de Western blot, realizada com
antissoro contra as proteinas N, NSy, NSs, Gy € Gcdo TSWV. Os resultados mostraram que
0s genes N (Figura 4.8A), NSy isolado Br-01 e GRAU (Figura 4.8C) e NSs (Figura 4.8B)
clonados no vetor pEAQ-HT GW, foram expressos. As proteinas Gy, Gc e GP ndo foram
detectadas por meio Western blot (dados ndo mostrados). Na Figura 4.7E é possivel observar

os sintomas de manchas necréticas marrom-escuras nas folhas inoculadas mecanicamente
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como TSWV BR-01; com o passar dos dias essas manchas passam a apresentar no centro da

lesdo manchas pequenas escuras e arredondadas, do tipo RH.

(A) (B)

(E)

Figura 4.7: Sintomas de clorose causados pela agrobactéria LB A 4404 em plantas de N.
benthamiana expressando o gene Sw-5b. (A) Vetor pEAQ-HT +N isolado BR-01; (B)
Vetor pEAQ-HT + NSs isolado BR-01; (C) Vetor pEAQ-HT + NSy isolado BR-01; (D)
Vetor pEAQ-HT + NSy isolado GRAU; (E) Controle positivo — TSWYV isolado BR-01

inoculado mecanicamente em N. benthamiana expressando o gene Sw-5b.

102



Capitulo IV
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Figura 4.8: Expressdo das proteinas NSs, N, e NSy, isolado BR-01 e GRAU do TSWV, utilizando
a técnica de Western blot. M = marcador de proteinas, KDa.

(A) Proteina N (28,9 KDa): Amostras 1 e 2) pEAQ-HT + N, 3) extrato de folhas infectadas com o
virus TSWV, 4) extrato de folhas sadias de N. benthamiana.

(B) Proteina NSs (52,1 KDa): Amostras 1 e 2) pEAQ-HT + NSs, 3) extrato de folhas infectadas com o
virus TSWV, 4) extrato de folhas sadias de N. benthamiana.

(C) Proteina NSy (33,6 KDa): Amostras 1 e 2) pGR107 + NSy, isolado BR-01, 3) pEAQ-HT + NSy,
isolado GRAU, 4) extrato de folhas infectadas com o virus TSWV, 5) extrato de folhas sadias de N.
benthamiana.

(D) Proteina NSy;: Amostras 1 e 2) - pEAQ-HT + NSy, isolado BR-01, 3) extrato de folhas infectadas
com o virus TSWV, 4) extrato de folhas sadias de N. benthamiana.
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3.5 Ensaios de expressdo em plantas de N. benthamiana transgénica por meio de co-
infiltracdo de combinac6es dos vetores de expresséo, contendo 0s genes N, NSy, NSs, GP,
Gne Gcdo TSWV-BR-01

Como ndo foi possivel observar sintomas similares a RH induzidos pelo vetor pEAQ-
HT + NSy, observado nos ensaios anteriores com a construcdo pGR107 + NSy do isolado
BR-01, co-infiltragfes dos genes de TSWV isolado BR-01 foram realizadas utilizando-se
varias combinacGes génicas. O objetivo desse experimento foi avaliar se o gene de
aviruléncia estava presente no segmento do RNA M do TSWV, para confirmar a observacao
de Hoffmann et al.(2001).

As co-infiltragcdes dos genes do TSWYV isolado BR-01 ndo causaram nenhum sintoma
distinto, apenas clorose, como foi observado no experimento anterior (Figura 4.7). No
entanto, as proteinas N (Figura 4.9A), NSy (Figura 4.9D) e NSs (Figura 4.9B) puderam ser
detectadas por Western blot, com excecéo das glicoproteinas, as quais ndo foram detectadas
por este método (Figura 4.9C). Vale destacar também, que a proteina NSy apresentou um
padrdo de banda diferente, com a presenca de duas bandas de diferente peso molecular
(Figura 4.9D).

Os resultados mostraram que o0 gene NSy e o precursor das glicoproteinas (presentes
no M RNA) e os genes N e NSs de TSWV isolado BR-01 ndo induziram a resposta de
hipersensibilidade nas plantas de N. benthamiana transgénica, quando agroinfiltrados
individualmente. Diferentes combinacfes dos genes, inoculados simultaneamente, também

ndo foram capazes de induzir o mecanismo de RH.
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Figura 4.9: Avaliacdo da expressédo das proteinas NSs, N, NSy e GP isolado BR-01 do
TSWV, utilizando a técnica de Western blot. M = marcador de proteinas.

(A) Proteina N (28,9 KDa): 1) pEAQ-HT + N + pEAQ-HT + NSy, 2) pEAQ-HT + N +
PEAQ-HT + NS, 3) pEAQ-HT + N + pEAQ-HT + GP, 4) pEAQ-HT + N + pEAQ-HT +
(NSs, GP, NSy), 5) extrato de de folhas infectadas com o virus TSWV, 6) Controle negativo -
folhas sadias de N. benthamiana.

(B) Proteina NSs (52,1 KDa): 1) pEAQ-HT + NSs + pEAQ-HT + N, 2) pEAQ-HT + NSs +
PEAQ-HT + NSy, 3) pEAQ-HT + NSs + pEAQ-HT + GP, 4) pEAQ-HT + NSs + pEAQ-HT
+ (NSm, N, GP), 5) Controle negativo — extrato de folhas sadias de N. benthamiana, 6) extrato
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de folhas infectadas com o virus TSWV, 7) Controle negativo — extrato de folhas sadias de N.
benthamiana.

(C) Proteina GP (antissoro para Gy - 58 KDa): 1) pEAQ-HT + GP + pEAQ-HT + N, 2)
PEAQ-HT + GP + pEAQ-HT + NSy, 3) pEAQ-HT + GP + pEAQ-HT + NSs, 4) pEAQ-HT
+ GP + pEAQ-HT + (NSs, N, NSy), 5) extrato de folhas infectadas com o virus TSWV, 6)
Controle negativo — extrato de folhas sadias de N. benthamiana.

(D) Proteina NSy (33,6 KDa): 1) pEAQ-HT + NSy + pEAQ-HT + N, 2) pEAQ-HT + NSwm +
PEAQ-HT + NSsg, 3) pEAQ-HT + NSy + pEAQ-HT + GP, 4) pEAQ-HT + NSy, 5) pEAQ-
HT + NSy, 6) pEAQ-HT + NS+ pEAQ-HT + (NSs, N, GP), 7) extrato de folhas
infectadas com o virus TSWV, 8) Controle negativo — extrato de folhas sadias de N.
benthamiana.

3.6 Co-infiltracdo das construgdes, contendo os genes N, NSs, NSy, GP, Gy e G¢ de
TSWV isolado BR-01 e NSy isolado GRAU mediada por Agrobacterium tumefaciens em

combinagéo como vetor pCGN + Sw-5b

Plantas de N. benthamiana, expressando o gene Sw-5b foram co-infiltradas com o
vetor pEAQ-HT, contendo os genes individuais N, NSy, NSs, GP, Gy e G¢ do TSWV isolado
BR-01 e 0 gene NSy do TSWV isolado GRAU em conjunto com o vetor pCGN+Sw-5b. Essa
combinacdo foi usada, para verificar se ocorreria um silenciamento do gene Sw-5b ou uma
alta expressdo do mesmo.

Nenhuma resposta de hipersensibilidade foi visualizada nas plantas agroinfiltradas,
foram observados apenas os sintomas de clorose causados pela bactéria LBA 4404, como

descritos anteriormente (Figura 4.7).
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4. Discussao

Hoffmann et al. (2001) verificaram que por meio de rearranjos dos RNAs de isolados
do TSWV é possivel superar a resisténcia conferida pelo gene Sw-5 em tomate. Os autores
observaram que a habilidade de superar a resisténcia estava associada com o0 RNA M, que
codifica o precursor das glicoproteinas (Gn e Gc) e a proteina de movimento NSy. Neste
capitulo, foi descrita a ocorréncia de sintomas semelhantes aos induzidos pela reacdo de
hipersensibilidade (RH) em plantas de Nicotiana benthamiana transgénica agroinfiltradas
coma constru¢do pGR107+NSy isolado BR-01, sugerindo que a proteina NSy é a elicitora da
RH em plantas que expressam o gene Sw-5.

A RH em plantas é caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes necroticas no sitio
de infeccdo, que resulta no confinamento do patdogeno nessa area. Ela € induzida por
interacOes diretas e indiretas entre 0 gene de resisténcia da planta (R) e o gene de aviruléncia
do patégeno (Avr). Diferentes proteinas virais, como a polimerase (Kim e Palukaitis, 1997;
Erickson et al., 1999), a proteina de movimento (Weber et al., 1993; Cooper et al., 1995;
Yoshikawa et al., 2006) e a proteina da capa (Bendahmane et al., 2002; Asurmendi et al.,
2004) tém sido identificadas com determinantes de aviruléncia.

No presente trabalho, observou-se que a agroinfiltracdo das construgdes pGR107 + N,
pGR107 + NSs e pGR107 + NSy isolado GRAU em N. benthamiana transgénica nio
causaram nenhum sintoma distinto ao gerado pela agroinfiltragdo com o controle pGR107.
Enquanto que a construcdo pGR107 + NSy isolado BR-01, com cinco dias apo6s a
agroinfiltracdo, apresentou sintomas de lesbes necroticas, tipico de RH (Figura 4.5C),
semelhante ao que foi observado na planta de N. benthamiana transgénica inoculada
mecanicamente com o TSWYV isolado BR-01 (Figura 4.7E). As diferencas no padrdo das
lesbes necréticas geradas pelo vetor pGR107 + NSy e o virus selvagem TSWV,
provavelmente, estdo ligadas a forma de dispersdo do vetor PVVX no hospedeiro transgénico
comparado ao padrdo de movimentacdo do TSWV.

O vetor de expressdo transiente pEAQ-HT foi utilizado neste trabalho, visando
eliminar os sintomas necréticos tipicos do PV X produzidos em N. benthamiana, aliado a esse
fator, o vetor pEAQ-HT ainda permite a expressdo de varios polipeptideos em um Unico
plasmideo em poucos dias e além de poder ser usado pelo sistema Gateway de recombinacgéo
(Sainsbury et al., 2009). As construgcdes recombinantes pEAQ-HT + N, pEAQ-HT + NS,
PEAQ-HT + NSs, pEAQ-HT + GP, pEAQ-HT + Gy e pEAQ-HT + G¢ do TSWYV isolado
BR-01 e pEAQ-HT + NSyp do TSWV isolado GRAU foram agroinfiltradas nas plantas de N.
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benthamiana transgénica, porém, nenhum sintoma viral foi observado, apenas sintomas de
clorose causados pela cepa de agrobactéria LBA 4404. Co-infiltracdes, a partir da combinacao
das construgdes com o vetor pEAQ-HT, combase nos resultados observados por Hoffmann et
al. (2001), de que o fator de aviruléncia do gene Sw-5 estd presente no RNA M também ndo
mostraram um resultado diferente. A perfeita clonagem dos genes nos diversos vetores foi
confirmada com a determinacdo da sequéncia de nucleotideos da regido de clonagem. As
proteinas N, NSy do isolado GRAU e NSs foram detectadas por Western blot, enquanto que o
precursor das glicoproteinas e as glicoproteinas Gy € G¢ ndo foram detectadas pelo método,
talvez pela baixa concentracdo expressa por essas construcdes. No entanto, como as
glicoproteinas Gy e G¢ estavam fusionadas a uma proteina de fluorescéncia, foi possivel
observar nas folhas de N. benthamiana agroinfiltradas regides com fluorescéncia (dados nao
mostrados), indicando que as proteinas estavam sendo expressas.

Usando a construcdo pEAQ-HT + NSy, a proteina NSy do isolado BR-01 foi
detectada na forma truncada, sendo visualizadas duas bandas no Western blot, podendo
explicar o ndo surgimento de sintomas de necrose nas plantas agroinfiltradas com a
construcdo pPEAQ-HT + NSwm. A selecdo de um novo clone da construcdo pEAQ-HT + NSy
possibilitaria testar, novamente, as agroinfiltracGes nas plantas transgénicas para confirmar o
resultado observado nas agroinfiltragio com o wvetor pGR107 + NSy. Portanto, o
experimento, utilizando as construcbes pEAQ-HT + NSy isolado BR-01 e pEAQ-HT + NSy
isolado GRAU precisa ser repetido em tomate, contendo o gene Sw-5 para que se possa
confirmar o que foi observado nas plantas de N. benthamiana, expressando o gene Sw-5b,
mas utilizando um novo clone do gene NSy.

Outra hipGtese seria que, ao se usar um vetor viral, é possivel que ocorra uma
interacdo da proteina NSy com alguma proteina do vetor, permitindo a movimentagdo do
virus e expressdo da proteina NSy, causando a inducdo de sintomas do tipo RH. Essa
associacdo da proteina NSy, com outras proteinas do hospedeiro, é esperada durante a
infeccdo viral causada pelo TSWV. Como exemplo, temos a formacdo de tUbulos pela
proteina NSy, por meio de modificagdes dos plasmodesmas, o que permite a movimentacéo
do virus célula-a-célula. O mesmo comportamento pode ser esperado com a construgdo
pGR107 + NSy, 0 que levaria a expressdo dos sintomas do tipo RH, fato que ndo ocorreria
com a expressao da proteina NSy por meio do vetor pEAQ-HT + NSwm. Zhang et al. (2011)
expressarama proteina N do TSWV em plantas de N. benthamiana transgénica (expressando

uma copia da proteina de movimento do TMV NB-MP+), para isso eles clonaram o gene N

108



Capitulo IV

do TSWV no wvetor viral TMV (Tobbaco mosaic virus). Os autores observaram a
movimentacdo do virus a longas distancias e também a expressdo de sintomas locais nas
plantas inoculadas com a construcdo, semelhante ao que foi observado neste trabalho com a
construgcdo pGR107 + NSy. Estudos mais detalhados na associa¢do da proteina NSy com
outros fatores virais ou do hospedeiro necessitam ser desenvolvidos para comprovar essa
hipGtese.

Lopez et al. (2011), por meio de analises de sequéncias, identificaram o gene NSy do
TSWV como sendo o provavel fator de aviruléncia para o gene Sw-5 devido a presenca
consistente de mutagGes génicas neste gene, em isolados que superavam a resisténcia do gene
Sw-5. Os autores sugeriram que a resisténcia conferida pelo gene Sw-5 pode ser superada pela
substituicdo dos aminoacidos cisteina (C) pela tirosina (Y) na posi¢cdo 118 (C118Y) ou pela
substituicdo dos aminoécidos treonina (T) pela asparagina (N) na posi¢cdo120 (T120N), na
proteina de movimento NSpy. A substituicdo C118Y seria uma adaptacdo para superar a
resisténcia conferida pelo gene dominante Sw-5. Os autores também sugeriram que para um
isolado ser responsavel pela quebra de resisténcia, ele tem que conter os aminoacidos 118Y e
120T ou 118C e 120N. Isolados que apresentavam os aminoacidos 118C e 120T ndo
induziram a quebra de resisténcia, para que isso ocorra seria necessario que o isolado
apresentasse, pelo menos, uma substituicdo no codon 118 ou 120. O primeiro experimento
realizado neste trabalho, utilizando a construcdo pGR107 + NSy isolado BR-01em plantas de
N. benthamiana transgénica indicou que o gene NSy, de fato, pode ser o fator de aviruléncia
do gene de resisténcia a tospovirus em tomate, expressando o gene Sw-5, corroborando com

0s resultados observados por Lopez in silico.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Ao se comparar as espécies de tospovirus, atualmente identificadas, observa-se que
algumas tém uma distribuicdo mundial, como o TSWV e o INSV, enquanto outras s&o
confinadas a algumas regifes geograficas. AlEm disso, algumas regides abrigam mais
tospovirus que outras, como o Continente Sul Americano e a Asia.

No Capitulo 2 deste trabalho, foram determinadas as sequéncias de nucleotideos da
regido 5’ ndo traduzida e do gene NSg das espécies de tospovirus GRSV e ZLCV. A diferenca
nas sequéncias de aminoacidos pode ser observada entre os isolados de GRSV e ZLCV, que
apresentam 69,6% de identidade. As duas espécies diferem biologicamente, na transmissdo
por espécies distintas de tripes e pela distingdo do espectro de plantas hospedeiras. O ZLCV ¢é
restrito as cucurbiticeas, ndo tendo sido relatado ainda em outras plantas hospedeiras. As
analises filogenéticas foram realizadas com base no alinhamento das sequéncias de
aminoécidos da N e NSs do GRSV e ZLCV com a dos tospovirus disponiveis no banco de
dados. As duas arvores construidas mostraram a formacdo de dois grupos: um grupo formado
por tospovirus da Europa e da Asia e outro, formado pelos tospovirus americanos. As
sequéncias de aminoacidos das proteinas N e NSs de GRSV e ZLCV agruparam-se com 0S
tospovirus originarios do Continente Americano, como era esperado. A proteina NSs esta
relacionada a supressdo do silenciamento génico em plantas, causada pela infeccdo por
TSWV e por GBNV e também esta relacionada a interacdo virus/hospedeiro e expressdo de
sintomas em plantas infectadas. Os resultados produzidos serdo importantes em experimentos
de analise de expressdo das proteinas e na producdo de anti-soro contra a NSs do GRSV,
usados para fins de deteccéo.

Nos ultimos anos, tem ocorrido um progresso consideravel no conhecimento sobre a
regulacdo génica durante as respostas imunes de plantas. As informagdes geradas com o
sequenciamento de genomas tém contribuido para a elucidacdo dos mecanismos que
controlam as interagGes planta/patdgeno.

A descoberta da reacdo de hipersensibilidade (RH) ao TSWV em Capsicum chinense
conduziu a estudos em busca do fator de aviruléncia do TSWV. Lovato et al. (2008)
observaram sintomas tipicos de RH em plantas de C. chinense incoculadas coma construcédo
pGR107+N. Os resultados obtidos por Lovato et al. (2008) levaram ao desenvolvimento do
trabalho descrito no Capitulo 3. Quimeras contendo partes dos genes N de TSWV e TCSV

foram construidas com o objetivo de investigar o dominio da proteina N envolvido na indugéo
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de sintomas do tipo RH em C. chinense. Nenhum sintoma do tipo RH pode ser observado
devido a incompatibilidade que ocorreu entre a cepa de Agrobacterium utilizada e as plantas
de C. chinense. As construcdes obtidas deverdo ser transformadas em uma nova cepa de
Agrobacterium, para que os sintomas de necrose gerados pela cepa incompativel ndo se
manifestem, e também para que experimentos adicionais possam comprovar a descoberta do
gene de aviruléncia do TSWYV elicitor de RH em C. chinense. Varias técnicas poderao ser
usadas para este fim, como: marcacdo do DNA fragmentado, visualizacdo do DNA
fragmentado por microscopia de fluorescéncia, coloracdo das amostras (ap6s tratamento com
etanol para remover a clorofila) com azul de tripano e observacdo dos sintomas por
microscopia de luz.

No capitulo 4, foram observados os efeitos da expressdo dos genes do TSWV em
plantas de N. benthamiana que expressam uma cépia funcional do gene Sw-5b de tomate,
visando a identificacdo do gene de aviruléncia do TSWV responsavel por elicitar a RH. Os
resultados obtidos, com base na sintomatologia, indicaram que o gene NSy € o provavel
elicitor de RH em N. benthamiana transgénica. As informacbes geradas neste capitulo
permitirdo a conducdo de experimentos adicionais, como a sele¢do de um novo clone da
construcdo pEAQ-HT GW + NSy para se testar em plantas de tomate expressando que
expressam o gene Sw-5. A marcacdo do DNA fragementado, com o uso do kit TUNEL
também pode ser usado nos experimentos futuros.

A descoberta das proteinas envolvidas no processo de interacdo planta/patdgeno
representa um comecgo para a elucidacdo das vias de transducdo de sinais envolvidas nesse

[processo.
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