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INTRODUCAO

Os tospovirus sdo conhecidos desde o inicio do século passado
representados pelo virus Tomato spotted wilt virus (TSWV). A doenga causada
por esse virus foi inicialmente descrita na Australia (Brittlebank, 1919) e logo foi
repPrtada 90 mundo inteiro, provavelmente disseminada pelo inseto vetor tripés
(ordem Thripidae), predominantemente pela espécie Frankliniella occidentalis.
No Brasil, a doenca foi primeiramente relatada por Silberschmidt (1937),
permanecendo vulgarmente conhecida como vira-cabeca do tomateiro, devido
aos sintomas que o virus provoca no tomate.

Atualmente, o TSWV € a espécie-tipo do género Tospovirus, que
representa o Unico membro da familia Bunyaviridae que infecta plantas. O
TSWV infecta mais de mil espécies de plantas e causa severos prejuizos
econdbmicos pelo mundo principalmente em culturas como: alface, amendoim,
batata, ervilha, fumo, pimenta, pimentdo, tomate e muitas espécies
ornamentais (http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/hostlist.html).

Os virus que constituem a familia Bunyaviridae compartilham entre si um
grande numero de caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e moleculares.
Suas particulas sdo quase isométricas e sdo formadas por nucleocapsideos,
onde estdo inseridos 0s genomas encapsidados pela nucleoproteina. As
glicoproteinas estdo presentes na superficie da particula viral, inseridas no
envelope lipidico na forma de proje¢Bes, circundando 0s nucleocapsideos
(Mohamed et al.,, 1973; Tas et al., 1977). O genoma dos tospovirus €
constituido por trés segmentos de RNA fita simples denominados “large RNA”
(L), “médium RNA” (M) e “small RNA” (S) (van den Hurk et al., 1977; Verkleij et
al., 1982). O S RNA e o0 M RNA possuem estratégia de codificacdo ambisenso,
enquanto o L RNA sintetiza um Unico mRNA, que codifica a polimerase viral
(de Haan et al.,, 1991; van Poelwijk et al.,, 1993; Adkins et al., 1995)., As
glicoproteinas G1 e G2 séo codificadas a partir de um gene precursor expresso
pelo M RNA no sentido viral complementar (Kormelink et al., 1992a).

As glicoproteinas virais desempenham papel importante durante varios
estadios do ciclo de replicagdo dos virus. Elas se ligam as proteinas que

interagem com receptores presentes na superficie das células de vertebrados
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suscetiveis e células de insetos vetores e influenciam a transmisséo do virus
pelo inseto vetor. Além disso, essas proteinas formam a interface entre a
particula viral, o hospedeiro e o inseto vetor e regulam o processo de
morfogénese da particula viral dentro da célula hospedeira (Kikkert, 1999;
Medeiros et al., 2004).

A funcdo das glicoproteinas na espécie-tipo do género Tospovirus,
TSWV, ainda é pouco conhecida. Porém, o fato do TSWYV se replicar tanto na
planta quanto no inseto vetor sugere que o funcionamento das glicoproteinas
esteja relacionado com esse duplo tropismo. Em analogia a outros virus
envelopados (Beaty et al.,, 1982; Gonzales-Scarano, 1985; Ludwig et al., 1989
e 1991), as glicoproteinas dos tospovirus parecem estar envolvidas na ligacao
do virus com o tecido intestinal do vetor tripés e em sua posterior replicagédo e
transporte pelo corpo do inseto (Kormelink et al., 1992a; Ullman et al., 1995;
Bandla et al., 1998). Quando o ciclo do tripés € interrompido e o virus é
transmitido mecanicamente diversas vezes para as plantas, o TSWV tende a
perder a habilidade de expressar as glicoproteinas, e consequentemente, a
capacidade de formar particulas envelopadas (le, 1982; Verkleij & Peters,
1983; Resende et al.,, 1991b). Em experimentos de transmissdo, 0S virus
mutantes deficientes em envelope nao foram transmitidos por tripés, apesar de
terem sido transmitidos mecanicamente e causarem infeccdo sistémica nas
plantas (Wijkamp, 1995), sugerindo que as glicoproteinas ndo desempenham
funcéo crucial na ligacdo do virus as células em infec¢des de plantas (Resende
etal., 1991b).

Até o momento, das 13 espécies de tospovirus reconhecidas pelo
Comité Internacional em Taxonomia de Virus (ICTV) (van Regenmortel et al.,
2000), foi determinada a seqUiéncia de nucleotideos dos genes precursores
codificadores das glicoproteinas para somente cinco: TSWV, Impatiens necrotic
spot virus (INSV), Peanut bud necrosis virus (PBNV), Watermelon silver mottle
virus (WSMoV) e Iris yellow spot virus (IYSV). A sequéncia do precursor das
glicoproteinas de uma espécie tentativa denominada Gloxinia tospovirus
também esta disponivel.

Os avancos na determinacdo da sequéncia nucleotidica do genoma dos

tospovirus ocorreram paralelamente aos estudos da interacdo virus-hospedeiro



e, em particular, as respostas do tipo resisténcia a determinadas espécies

virais.

Ao longo das ultimas décadas, genes naturais de resisténcia de plantas
a infeccdo provocada por tospovirus tém sido identificados e caracterizados
com frequéncia.fEm plantas do género Capsicum, foi identificado o gene de
resisténcia Tsw, efetivo contra isolados da espécie TSWV, especialmente nos
acessos de Capsicum chinense ‘Pl 159236 e ‘Pl 152225 (Black etal., 1991). A
reacdo desta planta em resposta a inoculacdo mecéanica do TSWV é tipica de
hipersensibilidade, sendo o gene de dominéncia simples e bastante estavel
(Boiteux, 1995; Black et al., 1996). Entretanto, isolados de outras espécies de
Tospovirus, como Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot
virus (GRSV), causam infecgéo sistémica na planta (Boiteux & de Avila, 1994).t

O presente trabalho foi desenvolvido seguindo duas linhas de pesquisa
essenciais ao entendimento do processo de infecgéo por tospovirus. O primeiro
tema esta relacionado com a determinacdo da seqiéncia de nucleotideos da
regido 3 do M RNA de duas das principais espécies de tospovirus com
ocorréncia no Brasil. O segundo tema é concentrado no estudo da interacé@o
entre TSWV e Capsicum chinense resistente a infec¢do sistémica deste virus.

O Capitulo 1 apresenta uma revisdo sobre 0s tospovirus e mecanismos
de defesa da planta contra o ataque de patdgenos, abordando temas
diretamente relacionados com esta tese.

Na primeira parte do trabalho, descrita no Capitulo 2, foram
determinadas as sequéncias de nucleotideos completas da regido intergénica
do M RNA, da regido 3' terminal ndo traduzivel do M RNA e dos genes
precursores das glicoproteinas G1 e G2 das espécies de tospovirus TCSV e
GRSV. Posteriormente, foram construidas arvores filogenéticas dos tospovirus,
baseando-se no alinhamento das sequéncias das regides intergénicas do M
RNA e das glicoproteinas das espécies de tospovirus conhecidas. Os
resultados obtidos neste estudo representam uma etapa inicial e indispensavel
para o estudo da interacdo de proteinas receptoras do vetor com as proteinas

de superficie G1 e G2 dos tospovirus.



Na segunda parte deste trabalho, descrita no Capitulo 3, foi identificado
0 provavel gene de aviruléncia do TSWV que interage com o gene de
resisténcia Tsw em Capsicum chinense ‘P1159236’, utilizando como ferramenta
0 vetor de expressdo binario baseado em Potato virus X (PVX) e

Agrobacterium tumefaciens (pGR107) pelo método da agro-inoculacao.



RESUMO

A espécie-tipo do género Tospovirus, o Tomato spotted wilt virus
(TSWV), causa uma séria doenca em centenas de espécies de plantas, sendo
disseminada pelo mundo através do inseto vetor tripés. No Brasil, os tospovirus
TSWV, Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV)
sdo responsaveis por elevados danos econdmicos em importantes culturas,
incluindo alface, amendoim, fumo, pimenta, pimentdo e tomate. O genoma dos
tospovirus é constituido por trés segmentos de RNA fita simples (denominados
S, M e L RNA), codificando trés proteinas estruturais (L, G1 e G2) e duas
proteinas ndo-estruturais (NSm e NSs). As glicoproteinas G1 e G2 séo
projetadas a partir do envelope lipidico e possivelmente apresentam funcgéo
importante durante a entrada do virus nas células do vetor e,
consequentemente, na transmissdo viral. Esta tese descreve a analise do
precursor das glicoproteinas e das regides intergénica e 3' terminal do M RNA
do TCSV e do GRSV, baseando-se na determinacdo e comparacdo das
sequéncias dos aminoacidos e nucleotideos dessas duas espécies com as de
outros tospovirus. Os resultados das comparacdes indicaram que a sequéncia
de aminoacidos dos precursores das glicoproteinas do TCSV apresentou 81%
de identidade com o TSWV, enquanto o GRSV apresentou 79% com o TSWV.
Ao serem comparadas as sequéncias de aminoacidos dos precursores do
TCSV e GRSV entre si, a identidade aumentou para 92%, indicando que essas
duas espécies mostraram alta similaridade e diferiram das demais espécies de
tospovirus. Entretanto, o resultado da comparacdo das sequéncias de
nucleotideos da regido intergénica do M RNA do TCSV e GRSV mostrou ser de
apenas 78% de identidade. As analises filogenéticas, baseadas nas
sequéncias do precursor das glicoproteinas e da regido intergénica do M RNA,
revelaram que TCSV e GRSV formaram um s6 agrupamento, proximo ao
TSWV e distante das demais espécies de tospovirus. Os parametros
taxonébmicos relacionados a delimitagcdo das espécies de tospovirus foram

ainda discutidos.



Na dltima década, foi relatada a reacdo de resisténcia tipo
hipersensibilidade (HR) em acessos de Capsicum chinense ‘P1152225' e
‘P1159236' inoculados mecanicamente com TSWV. A segunda parte da tese
descreve a identificacdo do provavel gene de aviruléncia elicitor da reagdo de
HR em C. chinense ‘P1159236’, conforme a teoria gene-a-gene de Flor (1942).
Com este intuito, 0s genes das proteinas N (nucleoproteina), NSm (proteina de
movimento) e NSs foram clonados individualmente no vetor binario pgR107
(pPVX), baseado no sistema de expressao Potato virus X (PVX). Os clones de
Agrobacterium tumefaciens recombinantes transformados com as constru¢des
PVX+N, PVX+NSm, PVX+NSs, assim como o controle (A. tumefaciens
transformada com pPVX), foram inoculadas com palito em C. chinense
‘P1159236’, Datura stramonium e Nicotiana benthamiana. Os sintomas de PVX
(clareamento de nervura, clorose internerval e mosqueado) apareceram na
maioria das plantas inoculadas com as construgbes PVX+N, PVX+NSm e
PVX+NSs. ELISA e *“western blotting” foram realizados com as plantas
sintomaticas e confirmaram a expressdao das proteinas N, NSm e NSs. As
plantas de C. chinense °‘P1159236° Datura stramonium e Nicotiana
benthamiana inoculadas com a contrugdo PVX+NSs mostraram expresséo de
sintomas necréticos sistémicos severos, provavelmente causados pelo
sinergismo do PVX com a proteina NSs- As plantas inoculadas com a
construgcdo PVX+NSm mostraram sintomas idénticos a infecgdo ocasionada por
pPVX, sugerindo que a proteina NSM n&o interferiu na expressdo dos sintomas
do PVX. Lesbes clordticas e necroticas tipo - HR acompanhadas por abscisdo
foliar foram observadas somente em C. chinense ‘P1159236' inoculadas com a
construgdo PVX+N, diferindo significativamente dos sintomas causados pelo
pPVX e PVX selvagem. Esses resultados indicaram que o gene N
provavelmente é o gene de aviruléncia elicitor da reacdo tipo - HR em C.
chinense P1159236’.



ABSTRACT

The Tomato spotted wilt virus (TSWYV) is the type-species of the genus
Tospovirus. This species is spread worldwide and today causes a serious
disease on hundreds of plant species. In Brazil, the tospoviruses TSWV,
Tomato chlorotic spot virus (TCSV) and Groundnut ringspot virus (GRSV) are
responsible for high economic losses in important crops as tomato, sweet
pepper, pepper, lettuce, tobacco and peanut. The genome of tospoviruses is
composed by three ssRNA (denoted S, M and L RNA), encoding three
structural proteins (L, G1/G2 and N) and two non-structural proteins (NSM and
NSs). The glycoproteins G1 and G2 are projected in the lipid envelope and most
possibly play initial roles in virus entry in vector cells and consequent virus
transmission. This thesis describes the analysis of the glycoprotein precursor
and of the M RNA intergenic region (IGR) and 3' terminal region of TCSV and
GRSV. This analysis is based on the determination and comparison of amino
acid and nucleotide sequences of these two species with other tospoviruses.
TCSV glycoprotein amino acid sequence showed 81% identity with that of
TSWV, while GRSV showed 79% with TSWV. When TCSV and GRSV was
compared, the identity percentage was 92%, indicating that these two viruses
showed high similarity between them and differed from other tospoviruses.
However, the comparison of M RNA IGR nucleotide sequence between TCSV
and GRSV showed 78%. Phylogenetic analysis, based on sequences of
glycoprotein precursor and M RNA IGR, revealed that TCSV and GRSV were
clustered, close to TSWV and distinct from other tospoviruses. Taxonomic

parameters related to delimitation of tospovirus species were also discussed.

In the past decade it was reported that reaction to TSWV mechanical
inoculation in accessions of Capsicum chinense 'P1152225' and 'P1159236'
resembled the hypersensitive-type response (HR). The second part of the
thesis describes the attempts to identify the TSWYV putative elicitor gene related
to the HR-type reaction in C. chinense 'P1159236', according to gene-to-gene
model of Flor (1942). For this purpose, the N (nucleoprotein), NSm (movement

protein) and NSs genes of TSWV were cloned individually in frame into the



binary vector pgR107 (pPVX), based on Potato virus X (PVX) expression
system. Recombinant Agrobacterium tumefaciens clones transformed with
PVX+N, PVX+NSm and PVX+NSs constructs, as well as control (A. tumefaciens
transformed with pPVX), were tooth-pick inoculated into C. chinense
P1159236', Datura stramonium and Nicotiana benthamiana plants. Symptoms
of PVX (vein clearing, interveinal chlorosis and mottling) appeared in the
inoculated plants with the constructions PVX+N, PVX+NSm, PVX+NSs and
pPVX. ELISA and western blotting were carried out with symptomatic plants
and confirmed the N, NSM and NSs protein expression. C. chinense, D.
stramonium and N. benthamiana inoculated with the construction PVX+NSs
showed severe systemic necrotic symptoms expression, possibly caused by a
synergism of PVX with NSs protein. These plants inoculated with PVX+NSm
showed identical symptoms of PVX infection, suggesting that NSm protein did
not interfere with PVX induced symptoms. HR-like chlorotic and necrotic lesions
following leaf abscission were seen only in C. chinense 'P1159236' inoculated
with the construct PVX+N gene, which differed significantly with symptoms
caused by pPVX. This result indicated that the N gene is possibly the elicitor of
the HR-like reaction in C. chinense 'P1159236'.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae € composta predominantemente por virus que
infectam roedores e outros pequenos mamiferos, primatas e passaros, e em
sua maioria sdo arbovirus, transmitidos por mosquitos, moscas ou carrapatos.
Em 1943, foi identificado o Bunyamwera virus, um dos primeiros virus da
familia isolado do mosquito vetor Aedes, causando uma doenga severa nho
homem (Smithburn et al., 1946). Muitos outros virus relacionados
sorologicamente com este foram surgindo ao longo das décadas seguintes e
foram classificados por Casais (1963) como parte do supergrupo Bunyamwera.
Apéds a identificacdo da maioria dos virus existentes em relacdo ao tamanho,
morfologia e aspectos bioquimicos e genéticos, o Comité Internacional em
Taxonomia de Virus (ICTV) reconheceu a nova familia de virus Bunyaviridae
(Bishop et al., 1980). Posteriormente, o Supergrupo Bunyamwera tornou-se o
género Bunyavirus e foram criados os géneros Phlebovirus, Uukuvirus,
Nairovirus, Hantavirus e Tospovirus (Francki et al., 1991). No ultimo relatério do
ICTV, a familia Bunyaviridae é composta pelos géneros Orthobunyavirus,
Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus (van Regenmortel et al.,
2000).

2. O género Tospovirus

2.1. Historia e classificacao dos tospovirus

Em 1915, ocorreu na Austrélia o primeiro relato da doenca denominada
“spotted wilt” infectando tomate (Brittlebank, 1919). Em 1927, foi demonstrado
gue a doenca era transmitida pelo inseto tripés (Pittman, 1927). Quinze anos
apos o primeiro relato, Samuel et al. (1930) diagnosticaram o agente etiolégico
da doenca como sendo o virus Tomato spotted wilt virus (TSWV) ou virus do

bronzeamento do tomateiro. Durante a década de 40, o virus apresentou uma
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incidéncia esporadica e tornou-se pouco importante (Best, 1968). Na década
de 80, o virus tornou-se um sério problema econdmico para a agricultura,
intensificando-se assim a realizacdo de estudos sobre sua biologia molecular.
Em varios paises da Europa surgiram referéncias ao virus causando prejuizos
econdmicos em hortalicas e algumas espécies de ornamentais (Gebre-
Sellassie et al., 1989; Marchoux et al., 1991; Vaira et al., 1993; Jorda et al.,
1995). Os estudos realizados com esse virus mostraram que ele apresentava
caracteristicas diferentes dos outros virus de planta caracterizados até o
momento, tais como: tamanho da particula, forma, constituicdo e organizagéo
genbmica (van Kammen etal., 1966; Milne, 1970; Mohamed etal., 1973; Tas et
al., 1977; de Haan et al., 1990). Durante cerca de seis décadas, o virus foi o
Unico membro do grupo de virus de planta chamado Tomato spotted wilt virus
group (Matthews, 1979). A analise molecular do genoma do TSWV mostrou
gue esse virus apresentava caracteristicas semelhantes aos virus da familia
Bunyaviridae, composta por virus de RNA negativo que infectam animais.
Assim, TSWV foi reclassificado como o protétipo de um novo género de virus
de planta, denominado Tospovirus (Francki et al., 1991). Com isso, Tospovirus
passou a ser o unico género da familia Bunyaviridae que infecta plantas.
Gradualmente, foram sendo identificados virus que infectavam plantas,
semelhantes ao TSWV, mas com caracteristicas sorolégicas e sequéncias
gendmicas diferentes do TSWV. O primeiro deles foi o Impatiens necrotic spot
virus (INSV) (Law & Moyer, 1990; de Avila, 1992).

O conceito de espécie na taxonomia dos virus, aceito pelo ICTV, foi
definido por van Regenmortel (1990). Até entdo, a classificacdo dos virus
pertencentes aos diferentes géneros da familia Bunyaviridae era baseada em
sorologia. No inicio dos anos 90, foram estabelecidos diferentes sorotipos de
tospovirus com base na relagéo soroldgica que apresentavam entre si (de Avila
et al., 1990; Adam et al., 1993). Em 11993] de Avila et al. sugeriram que 0
critério de diferenciacdo de espécies de tospovirus deveria ser baseado
principalmente na divergéncia da sequéncia de aminoacidos da proteina do
nucleocapsideo (N). Os resultados obtidos neste trabalho concluiram que os
isolados BR-03 e SA-05, pertencentes ao sorogrupo |l, deveriam ser
considerados como espécies distintas dentro do género Tospovirus, sendo

proposto 0s nomes Tomato chlorotic spot virus e Groundnut ringspot virus,
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respectivamente. Durante a Ultima reunido sobre tospovirus, ocorrida em
Wageningen (i998), os tospovirologistas concordaram em estabelecer treze
diferentes espécies de tospovirus. A classificacdo atual de tospovirus em nivel
de género é baseada na morfologia do virion, na organizacdo do genoma e na
transmissao por tripés, enquanto os parametros para a classificacdo em nivel
de espécie sdo baseados em caracteristicas biol6gicas, como circulo de
hospedeiros (amplo e restrito) e espécies de tripés vetor, e moleculares, como
grau de similaridade da sequéncia de aminoacidos da proteina do
nucleocapsideo. Para definir uma nova espécie, a identidade de aminoacidos
da proteina N, ao ser comparada a proteina N de outras espécies ja descritas,
deve ser inferior a 90% (Goldbach & Kuo, 1996). As treze espécies (Tabela 1)
confirmadas pelo ICTV até o momento sdo: Tomato spotted wilt virus (TSWV),
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV),
Impatiens necrotic spot virus (INSV), Watermelon silver mottle virus (WSMoV),
Groundnut bud necrosis virus (GBNV), Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV),
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Iris yellow spot virus (IYSV),
Groundnut yellow spot virus (GYSV), Groundnut chlorotic fan-spot virus
(GCFSV), Physalis severe mottle virus (PhySMV) e Watermelon bud necrosis
virus (WBNV) (van Regenmortel et al., 2000). A tabela 1 apresenta a lista das
treze espécies com 0s respectivos hospedeiros relatados, vetor e distribuicdo

geografica.
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Tabela 1. Espécies de tospovirus, hospedeiros, espécies de tripés vetores e

distribuicdo geogréfica.

Espécie de tospovirus

Tomato spotted wilt virus
(TSWV)

Impatiens necrotic spot virus
(INSV)

Tomato chlorotic spot virus
(TCSV)

Groundnut ringspot virus
(GRSV)

Chrysanthemum stem necrosis
virus (CSNV)

Zucchini lethal chlorosis virus
(ZLev)

Iris yellow spot virus (IYSV)

Groundnut bud necrosis virus
(GBNV)

Watermelon silvermottle virus
(WSMoV)

Watermelon bud necrosis virus
(WBNV)

Groundnutyellow spot virus
(GYSV)

Groundnut chlorotic fan-spot
virus (GCFSV)

Physalis severe mottle virus
(PhySMV)

Principais
hospedeiros
Monocotiledéneas,
dicotileddneas,
incluindo hortalicas e

ornamentais

Ornamentais e
hortalicas

Tomate

Tomate e amendoim

Crisantemo e tomate

Cucurbitaceas

Cebola, alho e iris

Amendoim

Cucurbitaceas

Cucurbitaceas

Amendoim

Amendoim

Physalis minima,

cucurbitaceas

Vetor

Tn

L o e R o B

T.

. occidentalis

. schultzei

fusca
intonsa

. bispinosa

palmi

. setosus
. tabaci
. occidentalis

. occidentalis

. schultzei

. intonsa

. occidentalis
. schultzei

. occidentalis
. schultzei

. zucchini

. tabaci

. palmi

. palmi

. flavus

. dorsalis

. dorsalis

palmi

Distribuicéo
geografica

Cinco continentes

EUA, Europa e Israel

Brasil

Argentina, Brasil e
Africa do Sul

Brasil

Brasil

EUA, Brasil, Holanda
e Israel

India

Japéo e Taiwan

India

India

Taiwan

Japéo e Tailandia

Fonte: Cortez (1999) e http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/tospo_list.htm.
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2.2.0corréncia dos tospovirus no mundo

A ocorréncia do TSWV ja foi relatada nos cinco continentes (Goldbach &
Peters, 1994), enquanto as espécies GBNV e WSMoV s6 foram diagnosticados
nos respectivos centros de origem, ou seja, GBNV na india (Reddy et al., 1991;
1992; Satyanarayana etal., 1996) e WSMoV no Japéao e Taiwan (Yeh & Chang,
1995) (Tabela 1).

Inicialmente, a ocorréncia do TSWV era restrita as regides tropicais e
subtropicais do mundo. Na Europa, o virus foi detectado pela primeira vez no
Reino Unido e no sul da Franca, antes da Primeira Guerra Mundial, assumindo
grande importancia na cultura do tomate nessas regides. Apdés a Segunda
Guerra Mundial, houve poucos relatos do virus, adquirindo importancia
secundéria. Entretanto, a partir de 1985, esse quadro sofreu enorme alteracao,
devido a introducdo do tripés Frankliniella occidentalis Pergande na Europa,
vindo provavelmente dos Estados Unidos, onde ja era conhecido pela sua
eficiéncia na transmissdo do TSWV. Este vetor foi um dos possiveis
causadores da rapida disseminacdo do virus em hortalicas e ornamentais
cultivadas nos Estados Unidos, no Canada e, posteriormente, na Europa (Allen
& Broadbent, 1986; Bournier & Bournier, 1987; Reddick et al., 1987; Paterson
et al.,, 1989; Hagan et al., 1990; Pitblado et al., 1990; Marchoux et al., 1991;
Vaira et al.,, 1993). A doenca pode causar prejuizos de mais de um bilh&o de
dolares por ano (Goldbach & Peters, 1994). Na maioria dos casos, os danos
econdmicos podem ser severos, acarretando perdas significativas na producéo.
No Havai, o TSWV afetou a producao de alface, pimentédo e tomate, resultando
em perdas na cultura da alface de 50 a 90%, independentemente da época do
ano (Cho etal., 1987).

Outra importante causa da disseminacao dos tospovirus pelo mundo foi
a capacidade do virus em infectar grande variedade de espécies de plantas,
tais como culturas agricolas, olericolas, plantas ornamentais e plantas
invasoras. Os tospovirus apresentam circulo de hospedeiros distribuido em 92
familias e em mais de 1.050 espécies botanicas, incluindo monocotiledéneas e
dicotiledbneas, com destaque para as familias Compositae e Solanaceae
(http://www.oznet.ksu.edu/tospovirus/hostlist.ntml). Dentre o0s tospovirus, a
espécie TSWV possui 0 mais amplo circulo de hospedeiros, abrangendo 1.090

espécies de plantas (Parrela etal., 2003), enquanto as espécies INSV, GBNV e
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WSMoV possuem circulo de hospedeiros restrito (Peters, 1998). Novos
hospedeiros de tospovirus vém sendo continuamente identificados. Dentre as
culturas agricolas de alto valor comercial infectadas naturalmente por
tospovirus, citam-se: abacaxi, abdbora, abobrinha, alface, almeirdo, amendoim,
batata, berinjela, café, caupi, cebola, chuchu, ervilha, feijdo, fumo, gréo-de-
bico, lentilha, mam&o, melancia, pimenta, pimentdo e tomate (revisado por
Pozzer et al.,, 1996); e entre as plantas ornamentais estdo: begobnia, cactus,
caléndula, ciclamen, crisantemo, dalia, estatice, gladiolo, gloxinia, impatiens,

lisianthus, primavera, vinia e violeta (revisado por Pozzer et al., 1996).

2.3. Ocorréncia dos tospovirus no Brasil

No Brasil, os primeiros relatos sobre a doenga causada por tospovirus,
conhecida como vira-cabega, foram publicados por Azevedo (1936) e por
Bitancourt (1936). A denominacdo desta doenca como “vira-cabeca’ foi
relatada por Silberschmidt (1937), infectando fumo. No ano seguinte, Costa &
Kiehl (1938) conseguiram transmitir mecanicamente o virus. As primeiras
evidéncias da identificagdo do virus causador da doenca vira-cabe¢a como
sendo do grupo “spotted wilt” foi realizada por Costa & Forster (1941).
Posteriormente, foram relatadas indmeras ocorréncias de tospovirus em
diversas hospedeiras (Kitajima, 1986). Na regido do Submédio Sdo Francisco
(PE), Moraes et al. (1986) relataram perdas de até 100% na cultura da alface,
devido a infeccdo por TSWV. Em tomate, as cultivares para mesa (Santa Clara,
Jumbo, Angela Gigante) e para processamento industrial (IPA-5) s&o bastante
suscetiveis aos tospovirus, agravando assim, o0s danos econémicos
provocados por esse virus. Em levantamento realizado na cultura de tomate na
regido do Submédio Sao Francisco, estimou-se perdas na produ¢cdo em torno
de 30%, resultantes da infecgdo por tospovirus, correspondendo a cerca de
cinco milhdes de doélares (de Avila et al., 1996). Em 1997, Fajardo et al.
mediram o gradiente de dispersdo da doenca e a reducdo da producdo em
tomateiro industrial (IPA-5) infectado por tospovirus no Distrito Federal,
mostrando reduc¢Bes na producdo de 84,4% para plantas com sintomas
severos, em relacdo a producao total/planta.

Em 1995, Nagata et al. realizaram um levantamento da ocorréncia de

espécies de tospovirus em varios Estados brasileiros e relataram que nos
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Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul predominavam as
espécies TCSV e GRSV, enquanto no Distrito Federal e no Estado do Parana
predominava a espécie TSWV. A predominancia de determinadas espécies de
tospovirus numa determinada regido geogréfica sugere que as varias espécies
se disseminaram com eficiéncia diferente nos estados brasileiros avaliados.
Dentre as provaveis explicagcbes para tal fato, citam-se a presenca de
diferentes plantas daninhas e culturas atuando como fonte do virus e do vetor,
assim como a distribuicdo de diferentes espécies de tripés em cada regido
geografica e a especificidade da relacdo virus-vetor (Pozzer, 1998; Nagata et
al., 2004).

O Brasil apresenta uma vasta diversidade genética de tospovirus.
Durante as ultimas décadas, além do TSWV, foram identificadas as espécies
TCSV, GRSV e IYSV. Mais recentemente, duas outras espécies foram
relatadas, uma infectando crisantemo (Chrysanthemum sp.) e outra infectando
abdbora (Cucurbita moschata). Em 1994, produtores do municipio de Atibaia,
Sao Paulo, observaram sintomas tipicos de tospovirus em crisantemo
Posteriormente, este tospovirus foi denominado Chrysanthemum stem necrosis
virus (CSNV), sendo encontrado também na cultura do tomate (Lycopersicom
esculentum) em Minas Gerais e em tomate e crisantemo no Rio de Janeiro
(Brioso et al.,, 2004). Em 1991, outra espécie de tospovirus denominada
Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), foi encontrada em campos experimentais
de abobora em S&o Paulo. Atualmente, grandes areas tém sido afetadas por
essa espécie, que vem se espalhando de Sdo Paulo até a regido central do
Brasil. No Distrito Federal ja foi descrita a ocorréncia do ZLCV em campos
comerciais de pepino (Cucumis sativus) (de Avila et al., 1993; Nagata et al,
1998; Bezerra et al., 1999). Até o momento, foram relatadas seis espécies de
tospovirus no Brasil, incluindo TSWV, TCSV, GRSV, CSNV, ZLCV e IYSV,

infectando culturas agricolas, olericolas e ornamentais

2.4. Sintomatologia

Tanto a suscetibilidade da hospedeira ao virus quanto a severidade dos
sintomas provocados por tospovirus variam conforme a idade, nutricdo e
genotipo da planta, a época da infeccdo, as condi¢cdes edafo-climéticas e a

espécie (isolado) de tospovirus. Os principais sintomas observados nas plantas
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infectadas sdo: aparecimento de anéis cloréticos e necroticos nas folhas e nos
frutos infectados, mosaico, arroxeamento ou bronzeamento nas folhas,
nanismo, deformacdao foliar, necrose severa das hastes e das folhas, seguida,
muito frequentemente, de morte da planta (le, 1971; Matthews, 1982; de Avila,
1992; Pozzer et al.,, 1996). No tomateiro, os sintomas variam desde a coloracéo
das folhas (bronzeada ou amarelo-violacea), até a formacdo de manchas
necroticas e/ou aneéis necroticos nos foliolos. Os frutos podem apresentar anéis
necréticos e/ou cloroticos, e a planta pode mostrar nanismo e encurvamento do
apice, sintoma que originou 0 nome da doenca conhecida vulgarmente como
“vira-cabeca’ (Best, 1968; Francki & Hatta, 1981; Rosello etal., 1994).

2.4.1. Tospovirus em Capsicum spp.

No Brasil, as tospoviroses representam doencas de grande importancia
nas culturas da pimenta e do pimentdo, pois ja foram descritas trés espécies de
tospovirus (TSWV, TCSV e GRSV) infectando Capsicum spp. naturalmente
(Boiteux et al., 1993; 1994). Em casa de vegetacao, Cupertino et al. (1984)
relataram que o pimentdo (Capsicum annuum) sofre perdas de 49% a 69%,
guando infectado por TSWV. O nivel de incidéncia do virus esta relacionado
com o desenvolvimento da populagédo do inseto vetor e em geral atinge altos
indices de disseminacéo.

Os sintomas provocados em pimenta (Capsicum spp.) pela infecgdo com
TSWV variam em funcdo do genoétipo da planta hospedeira, podendo causar
clorose e necrose nas folhas novas, encurvamento apical das folhas, lesdes
necroéticas, usualmente concéntricas nas folhas, caules e frutos, além de
nanismo da planta (Boiteux et al., 1993).

Foram relatadas fontes de resisténcia ao TSWV em algumas espécies
de pimenta e tomate (Lycopersicom esculentum), que estdo sendo utilizadas
em programas de melhoramento genético (Boiteux & de Avila, 1994).
Considerando-se que genes de resisténcia contra TSWV ainda nédo foram
encontrados em pimentdo (Capsicum annuum), experimentos de
melhoramento genético tém sido conduzidos utilizando germoplasma de
Capsicum chinense, originario da Amazoénia (Cheng et al., 1989). Cupertino et
al. (1988) foram os primeiros autores a reportar C. chinense ‘Pl 159236 como

fonte de resisténcia a isolados brasileiros de TSWV. Mais tarde, foram
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identificadas as principais fontes de resisténcia em C. chinense ‘Pl 159236’ e
‘PI 152225' (Black etal., 1991), ‘CNPH 275 (‘Panca’) (Boiteux etal., 1993), ‘PI
15" (Jorda et al., 1994), ‘C00943 (Hobbs et al., 1994) e ‘7204 (Nuez et al,,
1994). Os testes de alelismo e de progenia realizados com esses acessos
mostraram que a resisténcia do ‘Pl 152225’ ‘Pl 159236 e ‘CNPH 275 é
monogénica, dominante e esta localizada no mesmo locus, chamado Tsw
(Boiteux, 1995; Black et al., 1996; Moury et al., 1997). Este gene é bastante
estavel e efetivo contra isolados da espécie de tospovirus TSWV, sendo a
reacao deste gene tipica de hipersensibilidade e o gene de dominancia simples
(Boiteux, 1995). E também conhecido que isolados de outras espécies de
tospovirus, como TCSV, GRSV, (Boiteux & de Avila, 1993; Nagata et al., 1993),
INSV (Roggero et al., 1999) e a espécie tentativa Capsicum chlorosis virus
(McMichael etal., 2002), causam infeccao sistémica em C. chinense ‘P1159236
e ‘P1152225’. Por outro lado, em experimentos de melhoramento genético,
referentes a introducdo do gene Tsw em varias cultivares de pimentas
comerciais, foi observado que a resisténcia causada por este gene foi
guebrada quando as plantas foram mantidas a altas temperaturas (acima de
28°C), além de ser dependente da idade da planta inoculada, sendo as plantas
mais jovens mais suscetiveis ao virus (Roggero et al., 1996; Roselldo et al.,
1997; Moury etal., 1997; Soleretal., 1998).

3. Morfologia e organizacdo gendémica dos tospovirus

Estudos de microscopia eletronica de transmissdo demonstraram que 0s
tospovirus possuem particulas quase isométricas (70-110 nm de diametro),
circundadas por uma membrana lipidica com projecdes formadas por duas
glicoproteinas denominadas G1 e G2 (van Kammen et al.,, 1966; le, 1971,
Kitajima etal., 1992) (Figura 1A).

O genoma dos membros do género Tospovirus é composto por trés
segmentos lineares de RNA fita simples, denominados S RNA (small), M RNA
(médium) e L RNA (large) e cada segmento é encapsidado individualmente
com a proteina do nucleocapsideo, codificada pelo S RNA. Como as
extremidades 3' e 5 de cada segmento de RNA sdo complementares entre si,
a ribonucleoproteina forma uma estrutura estavel, denominada “cabo de

panela” que é responsavel pela forma pseudocircular assumida pelas
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moléculas de RNA encapsidadas com a proteina do nucleocapsideo (Figura
1A) (van den Hurk etal., 1977; de Haan et al., 1989; 1991; Peters et al., 1991,
Kormelink etal., 1992a).

A determinagdo da sequUéncia de nucleotideos do genoma do TSWV e
de outras espécies permitiu que fosse elucidada a organizacdo gendémica dos
tospovirus (Figura 1B). O genoma do TSWV apresenta cinco fases de leitura
aberta (“ORF” ou “open reading trame”), que codificam seis proteinas virais
funcionais. O L RNA consiste de 8.897 nucleotideos, tem polaridade negativa e
apresenta uma Unica ORF. Esta ORF codifica uma RNA polimerase RNA
dependente (RdRp ou L) de 331,5 kDa, com agédo de transcriptase viral e
presente na particula viral (van Poelwijk et al., 1996; Chapman etal., 2003). O
M RNA apresenta 4.883 nucleotideos e sua estratégia de codificacdo é
ambisenso. Apresenta duas ORFs, uma no sentido viral, codificando uma
proteina ndo estrutural de movimento do tipo célula-célula (NSm) de 33,6 kDa
(Storms, 1998), e outra no sentido viral complementar, codificando um
precursor para as glicoproteinas associadas a membrana lipidica (G1, com 78
kDa, e G2, com 55 kDa) (Kormelink et al., 1992a). O S RNA possue 2.997
nucleotideos e estratégia ambisenso, apresentando duas ORFs, uma que
codifica a proteina ndo estrutural (NSs) de 52,4 kDa no sentido viral e a
proteina do nucleocapsideo (N) de 28,8 kDa no sentido viral complementar (de
Haan et al., 1990) (Figura 1). A funcdo da proteina NSs foi descoberta ha
pouco tempo atrds por Takeda et al. (2002) utilizando um ensaio de supresséo
transiente baseado na “green fluorescent protein” (GFP). De acordo com o0s
resultados gerados, a proteina NSs suprimiu o silenciamento pos transcricional
do gene GFP (“post-transcriptional gene silencing” ou PTGS), induzido por
transgene GFP senso, mas ndo suprimiu o PTGS induzido por transgene
invertido e repetido. Finalmente, foi demonstrado entdo que a proteina NSs do
TSWYV apresentou uma atividade supressora do silenciamento do RNA.

A expressdo da proteina codificada pelo L RNA ocorre através da
sintese de um Gnico mRNA, enquanto a expressdo daquelas proteinas
codificadas pelo M RNA e pelo S RNA acontece pela sintese de mRNAs
subgendmicos, transcritos de fitas complementares e iniciados pelo processo
de “cap-snatching”, similar ao que ocorre em outros géneros da familia

Bunyaviridae (Bishop et al., 1983; Kormelink et al., 1992b). Este mecanismo &
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realizado pela polimerase viral e consiste na adicdo de sequéncias
heterogéneas do RNA mensageiro da célula vegetal (12 a 20 nucleotideos) a
extremidade 5' do RNA do virus. Esta sequéncia funciona como iniciador
usado pela RdRp para iniciar a transcricdo (Kormelink et al., 1992b; van
Poelwijk et al., 1996; Duijsings et al., 1999). Um estudo sobre os requerimentos
de sequéncias lider cap doadoras do hospedeiro usadas durante o inicio da
transcricdo do TSWYV foi conduzido por Duijsings et al. (2001), revelando que o
comprimento das sequéncias clivadas do doador (Alfafa mosaic virus),
variaram de 13 a 18 nucleotideos, e que a divagem aconteceu
preferencialmente no nucleotideo adenina. Em 2002, van Knippenberg et al.
mostraram que particulas purificadas do TSWV suportaram tanto a replicacéo
do genoma quanto a transcri¢éo in vitro, dependendo das condi¢des do ensaio.
A transcricdo somente ocorreu ap6s a adicdo de lisados de reticuldcitos de
coelho, indicando sua dependéncia para a traducdo. O sequenciamento dos
transcritos produzidos demonstrou a presenca de sequéncias lider ndo virais
nas suas extremidades 5’, confirmando desta maneira o inicio da transcricdo
viral pelo processo “cap snatching”

Entre os genes NSM e precursores das glicoproteinas do M RNA e entre
os genes N e NSsdo S RNA existe uma regido rica em bases adenina e uracila
que forma uma sequéncia complementar longa e invertida entre si, ou seja,
uma estrutura secundaria em forma de “hairpin” ou “loop”, chamada regido
intergénica. Acredita-se que nesta regido possa haver seqiéncias-sinais para o
término da transcricdo, como por exemplo, pequenas sequéncias ricas em

uracila (Schneemann etal., 1994).
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Figura 1. Morfologia (A) e organizacdo gendmica (B) da espécie de
Tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV). Figura A adaptada de
Prins e Kormelink (wvvwagqgro.wageningen-ur.nl/viro/research/t 1 3.html,

1998). N = Nucleoproteina viral; L = Polimerase viral; G1 e G2 =

Glicoproteinas virais.
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4. Ciclo de Infeccao dos tospovirus na planta

No processo de infecgdo viral, os tospovirus sdo introduzidos na planta
pelo tripés vetor. Nas células vegetais, as particulas possivelmente perdem
seus envelopes por acdo de lisossomos, liberando os nucleocapsideos
juntamente com a polimerase viral no citoplasma. O complexo
ribonucleoproteina provavelmente se mantém ligado ao RNA viral, que
permanece exposto para fora do complexo. Este RNA, que apresenta
polaridade negativa, é transcrito pela polimerase L do virus, produzindo a fita
positiva a ser traduzida. E postulado, & semelhanca do que ocorre para outros
géneros da familia Bunyaviridae, que a concentragdo da proteina N no
citoplasma das células regula a ativacdo da polimerase viral L. No inicio da
infeccdo, quando a concentragdo da proteina N é baixa, a polimerase viral
inicia a producdo de RNA viral mensageiro que € traduzido para produzir as
proteinas estruturais G1, G2, L e N e n&o estruturais NSm e NSs. A medida que
0 processo de infeccdo avanca, a concentracdo da proteina N aumenta e a
polimerase viral L passa a mediar a replicacdo do virus produzindo RNA viral
gendmico (Kormelink et al., 1992b). O RNA viral gendmico recém-sintetizado
se associa com a proteina N e a algumas cépias da polimerase L, resultando
na formacdo de nucleocapsideos. Os nucleocapsideos acumulam-se nas
membranas do complexo de Golgi, enquanto as glicoproteinas virais G1 e G2
direcionam-se para o reticulo endoplasmatico rugoso, onde séo glicosiladas e
processadas. Em seguida, as glicoproteinas sdo modificadas no complexo de
Golgi, encontrando-se com 0s nucleocapsideos, ao mesmo tempo em que as
membrana do complexo de Golgi sdo modificadas para formar membranas
paralelas pareadas. A seguir, sdo formadas particulas virais com duplo
envelope através de um processo chamado “wrapping” das glicoproteinas virais
contendo membranas que envolvem os nucleocapsideos (Kikkert, 1999). Em
um estadio tardio de maturacdo, as particulas com duplo envelope fundem-se
umas as outras e ligam-se especificamente as membranas do reticulo
endoplasmético. Isto resulta na formacao de particulas com envelope simples
que se acumulam dentro do reticulo endoplasmatico (Figura 2) (Kikkert et al.,
1999). Apds a montagem das particulas completas do virus, elas estdo aptas
para serem adquiridas pelo tripés vetor e serem transmitidas para outras
plantas (Wijkamp, 1995).
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O ciclo de infeccdo completo dos tospovirus na mesma planta ocorre
guando o0s virus se movimentam de célula-a-célula na forma de
nucleocapsideos sem envelope, via plasmodesmata, com o auxilio da proteina
de movimento NSm e de provaveis fatores celulares ainda ndo elucidados. A
proteina NSm media o movimento célula-célula através da produgdo de
estruturas tubulares que atravessam o plasmodesmata (Kormelink et al., 1994;
Storms, 1998). Quando o virus atinge as células companheiras dos elementos
crivados do floema pode entrar no tecido vascular e infectar sistemicamente a

planta.
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Tripés

Figura 2. Ciclo de infeccdo dos tospovirus na célula vegetal (adaptado de
Cortez, 1999). N = Nucleoproteina viral; L = Polimerase viral; G1 e G2 =
Glicoproteinas virais; NSm = Proteina ndo estrutural de movimento célula a
célula; NSs = Proteina ndo estrutural supressora do silenciamento pds-

transcricional do RNA; RE = Reticulo endoplasmatico, mRNAs = RNAs

mensageiros.
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5. Transmisséao e ciclo de infecgéo dos tospovirus no inseto vetor

Na natureza, o virus é transmitido de maneira circulativa/propagativa por
insetos denominados tripés, classificados na ordem Thysanoptera, familia
Thripidae, sendo as principais espécies transmissoras pertencentes aos
géneros Thrips e Frankliniella (Sakimura, 1963; Yeh et al., 1992; Wijkamp et al.,
1995). Atualmente, dentre as mais de 5000 espécies de tripés relatadas no
mundo, somente nove espécies foram reportadas como vetores de tospovirus.
No Brasil, foram identificadas as seguintes espécies transmissoras de
tospovirus: Frankliniella occidentalis, Frankliniella schultzei, Thrips tabaci e
Thrips palmi (Nagata et al., 1999b). Recentemente, Nagata et al. (2004)
estudaram a competéncia dessas quatro espécies de tripés durante a
transmissdo e replicacdo de quatro espécies de tospovirus (TSWV, TCSV,
GRSV e CSNV), e verificaram que populagcdes de F. occidentalis transmitiram
as quatro espécies com diferente eficiéncia, enquanto que as de F. schultzei
transmitiram TCSV, GRSV e CSNV. Por outro lado, as populacdes de T. tabaci
e T. palmi ndo transmitiram nenhuma das espécies estudadas.

O ciclo de vida das espécies de tripés Frankliniella occidentalis e Thrips
tabaci dura cerca de 15 a 60 dias e consiste dos estadios: ovo, larva 1, larva 2,
pré-pupa, pupa e adulto. A duracdo de cada fase depende da temperatura, da
disponibilidade de alimento e da espécie do hospedeiro (Lacasa, 1990; Rosello
et al., 1994). Primeiramente, a fémea insere os ovos nas folhas, frutos ou
pétalas mediante uma incisdo feita pelo oviscapto. Apos a eclosdo dos ovos (2
a 4 dias depois da postura), surge a primeira fase de larva (primeiro instar),
com 2 a 7 dias de duracdo, seguida pela segunda fase de larva (segundo
instar), com 3 a 12 dias. A proxima fase chama-se pré-pupa, com duracao de 1
a 3 dias, seguida da fase de pupa, com 2 a 4 dias, e finalmente o inseto atinge
o estadio adulto (Grasselly etal., 1990; Lacasa, 1990; Rosello etal., 1994).

A transmissdo do tospovirus pelo tripés s6 ocorre se o vetor adquirir 0
virus no estadio de larva, especialmente no primeiro estadio (Ullman et al.,
1992a e b). Nesta fase, o inseto possui elevada mobilidade e apetite voraz. Do
final da segunda fase de larva para a fase de pré-pupa, o inseto vai deixando
de se mover e de se alimentar, gradativamente. No final da fase de pré-pupa e
na fase de pupa, o tripés ndo se movimenta nem come, deixando de transmitir

o0 virus. Entdo, a habilidade de adquirir o virus declina rapidamente ao longo do
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desenvolvimento pupal. Apds a aquisicdo, o virus se replica e circula no corpo
do inseto tripés e é transmitido no segundo estadio de larva e adulto (Ullman et
al., 1997). O virus é transmitido quando a saliva do tripés é ejetada dentro do
tecido das plantas sadias. O processo entre a primeira ingestdo do virus pelo
tripés e a inoculagdo requer um periodo de laténcia dependente de temperatura
(Wijkamp & Peters, 1993; Kritzman et al., 2002).

Para que o virus seja transmitido com sucesso, ele precisa passar por
diversas barreiras dentro do corpo do tripés. Em 1999a, Nagata et al.
estudaram o desenvolvimento da infeccdo do TSWV nas glandulas salivares e
no intestino médio de tripés (Frankliniella occidentalis) transmissores e ndo_
transmissores do virus, com o intuito de elucidar o tropismo dos tecidos, assim
como a rota do virus dentro do corpo do inseto. Neste estudo foram usadas
técnicas de imunocitoquimica, mostrando que o acumulo do virus acontece np
intestino médio, no intestino posterior e nas glandulas salivares. Os primeiros
sinais da infeccdo foram encontrados nas células epiteliais do intestino médio,
principalmente na regido anterior. Posteriormente, o virus (em estadio de larva
tardio) se espalhou pelos tecidos musculares do intestino médio longitudinal e
circular. No estadio adulto, o virus ocorreu nos tecidos musculares viscerais,
gue cobrem inteiramente os intestinos médio e posterior, e foi entdo observado
no epitélio do intestino médio. Apds 72 horas de aquisicdo do virus pelo vetor,
houve a deteccdo dos virus nas glandulas salivares e nos ligamentos que
conectam o intestino médio as glandulas salivares, simultaneamente. As
glandulas salivares de individuos transmissores apareceram intensamente ou
completamente marcadas, enquanto as glandulas de individuos néo
transmissores encontraram-se sem nenhuma ou com baixo nivel de marcacao.
Além disso, foi observado que somente no segundo estadio larval e no estadio
adulto houve o desenvolvimento de barreiras no intestino médio dependente da
idade do tripés contra a infec¢do do virus. Esses resultados mostraram que 0
estabelecimento da infeccdo por TSWV em varios tecidos, assim como o
potencial de transmissdo, parecem ser regulados por diferentes barreiras e
processos relacionados com a metamorfose do tripés.

Recentemente, Kritzman et al. (2002) conduziram um estudo sobre a
rota do TSWV dentro do corpo do tripés ao longo do seu desenvolvimento e

sua relagdo com a eficiéncia de transmissédo do virus. Neste trabalho, foi
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observado que a intensidade da infeccdo causada por TSWV em varios 6rgaos

de duas espécies de tripés (F. occidentalis e T. tabaci) foi relacionada

positivamente com a eficiéncia de transmissao.

6. Interacdes celulares entre tripés e tospovirus

Apesar da provavel existéncia de barreiras a circulagdo do tospovirus no
corpo do tripés, supdem-se que a entrada do virus pelas células do intestino do
inseto € mediada por uma interacdo entre receptores de membrana do tecido
do intestino apical e proteinas do M RNA do TSWV, em analogia ao que
acontece com outros membros da familia Bunyaviridae. Em vista disso,
provavelmente as glicoproteinas séo as proteinas virais que possuem a fungéo
de adesdo as células dos vetores, interagindo com os receptores celulares dos
tripés. E conhecido que particulas de tospovirus deficientes em envelope, ou
seja, sem a membrana lipo-glicoproteica (Resende et al., 1991b), induzem
infeccdo sistémica na planta, mas ndo sdo transmitidas por tripés (Wijkamp,
1995). Adicionalmente, Kormelink et al. (1992a) observaram a existéncia de
uma seqiéncia de aminoacidos especifica na glicoproteina 2, ou seja um
motivo RGD (arginina-glicina-acido aspartico), comum em moléculas de adeséo
celular. Em 1995, Ullman et al. utlizando microscopia eletronica e
imunolocalizacdo, demonstraram que ocorre a fusdo das particulas do TSWV
com a membrana apical das células epiteliais do intestino médio dos tripés.
Enquanto a proteina N e os RNAs virais entram na célula, as glicoproteinas
permanecem nesta membrana. Esses autores sugerem que a disseminagao do
TSWV no corpo do tripés acontece célula-a-célula, como um complexo
ribonucleoproteina viral-RNA.

Mais tarde, foi relatado por Bandla et al. (1998) a existéncia de uma
proteina (com cerca de 50 kDa) na membrana plasmatica do intestino das
larvas do tripés F. occidentalis, ligando-se especificamente as glicoproteinas do
TSWV. Em teste de “western-blotting” utilizando tripés, essa proteina
apresentou intensidade de reacdo aos anticorpos especificos, variando de
muito forte a fraca, nos estadios de larva e adulto, respectivamente. Os
mesmos autores concluiram que a concentracdo do receptor celular varia de

acordo com a idade do inseto. Tal relato reforca a idéia de que as
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glicoproteinas funcionam como proteinas virais de ligagdo do virus as células
do tripés.

No mesmo periodo, Kikkert et al. (1998) observaram que, em todas as
fases do desenvolvimento de F. occidentalis e T. tabaci, havia a presenca de
uma proteina de 98 kDa ligando-se a anticorpos contra a proteina G2.
Entretanto, essa proteina ndo foi detectada preferencialmente no intestino do
tripés e sim distribuida ao longo do seu corpo. Tais evidéncias sugerem que
esta proteina ndo desempenha funcdo importante durante a entrada do virus
no vetor, mas assume papel relevante na circulagdo do virus pelo corpo do
inseto.

A habilidade dos tospovirus em infectar a planta e seu inseto vetor,
tripés, tem sido objeto frequente de estudos nos ultimos anos. Medeiros et al.
(2004) sugeriram que a infeccdo causada por TSWV no tripés Frankliniella
occidentalis ativou resposta imunoldgica no vetor. Usando bibliotecas de cDNA
subtrativas para hibridizar com sondas de DNA do tripés F. occidentalis através
de “macroarrays”, foram identificados genes que codificam peptideos
antimicrobianos, como defensina e cecropina, genes envolvidos no
reconhecimento de patdgenos, como lectinas, receptores que ativam e inativam
a resposta imune, como Toll-3, e genes integrantes da via metabodlica de
transducao de sinal ativada por receptores tipo Toll, como quinase JNK. Muitos
desses genes foram ativados ao mesmo tempo em que a replicagéo viral foi

primeiramente detectada por RT-PCR.

7. Replicagdo do TSWV em células de inseto

A entrada do virus na célula do inseto mediada por receptor pode
acontecer através de dois provaveis mecanismos (White, 1990). No primeiro,
existe uma interacdo proteina viral — receptor, que induz a formagdo de um
endossoma. No segundo, had a interagdo da proteina viral de adesdo com o
receptor, resultando na fusdo do virus com a membrana da célula e na
liberacdo dos RNAs do virus no citoplasma da célula.

A via de entrada dos tospovirus nas células do epitélio do intestino de F.
occidentalis parece ocorrer de acordo com o segundo mecanismo (Ullman et
al., 1997). ApoOs a decapsidacgédo e liberacdo dos RNAs, ocorreria a transcricao

seguida pela traducéo dos trés segmentos de RNA (L, M e S) e pela posterior
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replicacdo do genoma viral. A montagem das particulas virais envelopadas
parece ser um evento transiente ocorrido no labirinto basal e nos tecidos
musculares viscerais do intestino médio da larva do tripés. A particula viral
completa parece brotar a partir da membrana basal das células epiteliais do
intestino médio para dentro do espaco extracelular do labirinto basal do vetor
(Nagata etal., 2002).

Os primeiros estudos realizados com tripés indicavam que apenas 0S
adultos podiam transmitir o virus e tornavam-se infecciosos quando o virus
fosse adquirido somente no primeiro instar larval (Best, 1968). Ao longo dos
anos, outros trabalhos demonstraram que insetos do segundo instar também
podem adquirir o virus e transformar-se em adultos transmissores (Wijkamp et
al., 1993). Além disso, foi descoberto que alguns tripés conseguem transmitir o
virus quando se encontram no segundo instar e a aquisicdo é feita ainda no
primeiro instar larval (Wijkamp & Peters, 1993). Em 1997, Ullman et al
sugeriram que a capacidade de aquisicdo do TSWV apenas nos estadios
larvais estaria relacionada com a presenca do receptor unicamente nesses
estadios. Recentemente, estudos de competéncia de populacdo de T. tabaci e
de F. occidentalis na transmissdo do TSWYV, conduzidos por Nagata et al.
(2002) através de microscopia eletrbnica, revelaram a ocorréncia do
brotamento de algumas particulas virais a partir da membrana basal das
células epiteliais do intestino de F. occidentalis dentro do espaco extracelular
do labirinto basal. As particulas virais envelopadas foram visualizadas também
nas células musculares do intestino de larvas de F. occidentalis. Estes
resultados mostraram que a taxa de replicagéo viral no intestino e a migracéo
viral do intestino para outras células viscerais e para as glandulas salivares sao
fatores fundamentais na determinacdo da competéncia do vetor.

Os resultados preliminares da pesquisa sugeriam que o0 modo de
propagacdo dos tospovirus pelo tripés era do tipo circulativo (Best, 1968).
Posteriormente, varios autores demonstraram o caracter propagativo do
tospovirus com o tripés. Os estudos feitos por Ullman et al. (1992a; b) e
Wijkamp et al. (1993) mostraram que se os virions de TSWV fossem adquiridos
no primeiro instar larval de F. occidentalis, a proteina do nucleocapsideo seria
detectada no estadio adulto do vetor em varios tecidos, principalmente nas

células do epitélio dos intestinos, nas células dos musculos que envolvem o
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canal alimentar e nas glandulas salivares. Uliman et al. (1992a) relataram que
para os tripés serem transmissores € necessario que as glandulas salivares
estejam infectadas com virions. Esses experimentos somados a realizacdo de
testes de ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) usando anticorpos
policlonais para a proteina N em tripés individuais e de testes de hibridizacdo
utilizando sondas de cDNA especificas para a replicase viral (RdRp) revelaram
fortes evidéncias sobre a ocorréncia da replicagéo do tospovirus no tripés (Cho
et al.,, 1991; German et al.,, 1991; 1992). Os resultados conclusivos sé foram
alcancados apds a obtencdo do anti-soro para a proteina ndo estrutural NSs.
Esta proteina foi detectada nas células do epitélio do intestino do inseto e nas
glandulas salivares, apresentando aspecto de estrutura fibrosa paracristalina,
guando foi realizada imunomicroscopia eletrébnica com o anti-soro especifico
(Kitajima et al., 1992). Os autores constataram ainda que a proteina NSs s0 é
detectada a medida que os tripés se tornam infecciosos, aumentando a sua
concentracdo desde o estadio de larva até o de adulto (Ullman et al.,, 1993;
Wijkamp et al., 1993). Apesar da proteina NSs ser codificada pelo virus, ela
ndo é estrutural e sua acumulagdo s6 acontece apos a transcricdo do mRNA,
sugerindo-se que ocorre multiplicacdo do virus no corpo do inseto. Portanto, o

modo de propagacao dos tospovirus no tripés € do tipo circulativo-propagativo.

8. Glicoproteinas do género Bunyavirus

As glicoproteinas virais G1 e G2 estdo presentes na superficie das
particulas virais e sdo codificadas pelo segmento M RNA de todos o0s
bunyavirus. Elas desempenham papel fundamental no ciclo de vida dos
bunyavirus nas células animais e apresentam uma série de caracteristicas e
funcdes, tais como: direcionam o sitio de morfogénese da particula viral
acumulando-se em membranas celulares particulares; interagem com o nucleo
do nucleocapsideo; apresentam atividade de hemaglutinagdo; sédo proteinas
que interagem com receptores presentes na superficie das células de insetos
vetores e células de hospedeiros suscetiveis; influenciam a transmissao do
virus pelo vetor através do direcionamento da entrada inicial do virus dentro da
célula do vetor; e guiam o virus durante a circulacdo pelo corpo do inseto.
Como visto, as glicoproteinas virais desempenham fungdes importantes para a

viruléncia do virus (Kikkert, 1999).



30

O produto da traducdo do gene precursor das glicoproteinas dos
bunyavirus foi identificado apds eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS.
Neste gel foram diferenciadas duas proteinas com pesos moleculares distintos,
designadas G1 e G2. A proteina G1 apresenta maior peso molecular e migra
lentamente no gel e a proteina G2 possui menor peso molecular e migra
rapidamente no gel. Essa nomenclatura tem gerado confusdo no meio cientifico
pelo fato da posi¢cdo das glicoproteinas no gene precursor dos membros da
familia Bunyaviridae ser diferente em cada género ou mesmo dentro do mesmo
género. Foi proposto recentemente que as proteinas Gl e G2 sejam
denominadas respectivamente Gn e Gc, de acordo com a posicdo que essas
proteinas assumem no precursor, seja na extremidade amina ou na
extremidade carbéxi, principalmente nos bunyavirus animais (Lappin et al.,
1994). Entretanto, o Comité Internacional em Taxonomia de Virus ainda nao
aprovou oficialmente esta nova nomenclatura.

Alguns bunyavirus que infectam animais tém sido estudados em relagéo
a sequéncia, traducdo, divagem, topologia espacial, glicosilacéo,
oligomerizacdo, transporte e retencdo das suas glicoproteinas (Elliott, 1996).
Apesar da topologia das seqiéncias hidrofébicas serem similares na maioria
dos precursores, o comprimento das glicoproteinas individuais diferem bastante
entre os diferentes géneros. A estratégia de codificacdo das glicoproteinas do
género Nairovirus parece ser mais complexa que as dos demais géneros, pois
foram descobertos genes intermediérios além dos genes das proteinas Gn e Gc
durante a infecgédo de varios membros deste género em animais (Matrriot et al.,
1992).

Foi descoberto que as glicoproteinas dos bunyavirus sédo glicosiladas
com oligossacarideos ricos em manose e oligossacarideos complexos tipo
glicano, o que se refere ao aumento da taxa do residuo de acucar processado
no complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico, dependendo da glicoproteina
e do virus. Diferentes glicanos processados podem se ligar a uma proteina
(Elliott, 1996). A proteina Gc do Uukuniemi virus contém uma mistura de
oligossacarideos ricos em manose e oligossacarideos complexos tipo glicano,
enquanto a proteina Gn contém apenas oligossacarideos complexos tipo
glicano (Pesonen et al.,, 1982). Além das glicoproteinas do Uukuniemi virus

serem glicosiladas, elas sdo também dobradas. Gn dobra-se rapidamente, em
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10 minutos, com a ajuda da chaperonina BiP (ER Iluminal chaperone) e da
proteina dissulfito isomerase (PDI) (Persson & Pettersson, 1991; Pettersson et
al., 1993). Apoés terem sido dobradas corretamente, GN e Gc formam
heterodimeros no reticulo endoplasmatico, mas esses dimeros ndo sao
necessariamente derivados do mesmo precursor, devido a diferenca de
velocidade no dobramento das glicoproteinas. O subseqliente transporte das
glicoproteinas para o complexo de Golgi é lenta (30-45 minutos), sendo a
causa dessa ocorréncia ainda desconhecida.

A acumulacao das glicoproteinas dos bunyavirus no complexo de Golgi
é provavelmente devido a um sinal de retencdo no Golgi, o qual previne que a
proteina seja transportada a membrana plasmatica, como geralmente acontece
com proteinas que tenham entrado na via metabdlica de secrecdo. A
localizacdo desse sinal foi examinada para os Uukuniemi virus e Punta Toro
virus e foi encontrado uma por¢do de aminoécidos na cauda citoplasmatica do
Gn, perto do dominio transmembranico, que parece estar envolvido com esta
funcdo (Matsuoka etal., 1996; Andersson etal., 1997).

9. Glicoproteinas do género Tospovirus

O sequenciamento completo das glicoproteinas de seis espécies de
tospovirus permitiu que fossem comparadas as sequéncias de aminoacidos
das glicoproteinas dos tospovirus com as dos bunyavirus, encontrando-se uma
baixa identidade entre elas, exceto por uma regido de aminoacidos idéntica
entre as glicoproteinas G2 da espécie-tipo TSWV e a de outros membros do
género Bunyavirus, denominada motivo RGD (Arg-Gly-Asp) (Ruoslahti &
Pierschbacher, 1987). Sugere-se que este motivo esteja envolvido na ligagéo
do virus ao receptor presente nas células do vetor, sendo localizado na
extremidade N-terminal da G2 do TSWV (Kormelink et al., 1992a), analogo ao
motivo das glicoproteinas G2 do tospovirus INSV (Law et al.,, 1992), dos
bunyavirus Germiston (Pardigon et al., 1988) e Snow Shoe Hair (Eshita &
Bishop, 1984), e phlebovirus Punta Toro (lhara et al., 1985). Comparacdes
feitas usando-se o programa BLAST (NCBI), revelaram uma similaridade
significativa entre as extremidades C-terminal das proteinas G1 dos tospovirus
e as de seus andlogos bunyavirus, sugerindo uma homologia funcional para

essas proteinas (Cortez et al., 2002).
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Até hoje, existem poucos relatos de estudos referentes a expressao e
processamento das glicoproteinas dos tospovirus. A expressdao do precursor
das glicoproteinas do TSWV em sistema de expressdo baculovirus resultou na
divagem do precursor, apesar de se mostrar menos eficiente que em infeccoes
na célula vegetal (Kormelink, 1994; Adkins et al., 1996). As proteinas, incluindo
o precursor, foram glicosiladas em células Sf21 e a localizagdo subcelular das
glicoproteinas do TSWV mostrou coloracdo da membrana plasmética,
sugerindo que as glicoproteinas seriam transportadas para a superficie celular.
Por outro lado, a coloragdo do nacleo dessas células mostrou que o citoplasma
da célula do baculovirus infectada foi comprimido a um pequeno anel
envolvendo o nucleo extremamente largo. A localizacdo das glicoproteinas em
células de baculovirus infectadas se mantém duvidosa.

O transporte, oligomerizacdo e localizacdo das glicoproteinas durante a
infeccdo alternada da célula vegetal e da célula do inseto vetor ainda
permanecem desconhecidos. As informagcfes acumuladas até o momento
sugerem que a topologia das glicoproteinas do TSWV se assemelha a
topologia das glicoproteinas dos bunyavirus (Kikkert, 1999).

Recentemente, Naidu et al. (2004) conduziram um trabalho relacionado
com as propriedades de ligacdo das lectinas as glicoproteinas do TSWV e a
sensibilidade das glicoproteinas as glicosidases, visando obter informacgfes
sobre a natureza dos oligossacarideos presentes em ambas as glicoproteinas.
Os resultados obtidos neste estudo indicaram a presenca de oligossacarideos
ricos em manose e oligossacarideos complexos N-glicosilados (asparagina) na
glicoproteina G2 e, possivelmente, oligossacarideos complexos na
glicoproteina G1 do TSWV. Neste estudo, foram observadas diferencas na
extensdo da ligacdo das glicoproteinas a diferentes lecitinas, sugerindo que a
G2 foi mais frequentemente N-glicosilada do que a G1. Além disso, nenhuma

evidéncia foi observada de O-glicosilacdo nas glicoproteinas de TSWV.
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10. Controle dos tospovirus

Os procedimentos de controle de viroses sao basicamente preventivos.
As principais medidas recomendadas incluem a eliminagdo das fontes de
indculo, a ulitizacdo de material vegetal sadio, a escolha de areas e épocas de
plantio, o controle de vetores, a protecdo cruzada e o uso de cultivares
resistentes ou tolerantes.

Dentre as estratégias de controle dos tospovirus, destaca-se o combate
ao tripés vetor mediante o uso de inseticidas, apesar desse método ser pouco
eficiente. Em experimento realizado em cultura de alface infectada com TSWV,
foram avaliados 26 inseticidas para o combate do tripés. De acordo com 0s
resultados mostrados, nenhum deles evitou a ocorréncia de infecgdo por
TSWV, e para que a populacdo de tripés fosse suprimida, foi necesséaria a
aplicacdo semanal do inseticida uma ou duas vezes (Cho et al., 1989). Alguns
autores sugerem que esses resultados negativos ocorram devido a
determinados fatores, como: a migracdo dos insetos vetores para outras
plantas ndo pulverizadas, funcionando como reservatérios do virus (Costa,
1995), a inoculagdo do virus pelo tripés antes que o inseticida tenha a
possibilidade de atuar (Cho et al., 1989), assim como a rapida aquisicdo de
resisténcia aos inseticidas pelos tripés (German et al., 1992). Além desses
fatores limitantes ao uso de inseticidas, a aplicacdo destes na época
inadequada, a maneira exagerada de aplicacdo de certos produtos, tanto na
dose quanto na frequéncia das aplicacdes, provocam problemas ambientais e
econdmicos (Goncgalves & Guimaraes, 1995).

Na busca de alternativas para o controle do tripés através de inseticidas,
diversos estudos tém sido conduzidos, como o0 uso de fungos
entomopatogénicos e predadores do tripés (percevejo Orius armatus) como
agentes do controle biolégico (Cook et al., 1995; Tavella et al., 1995), a
utilizacdo de irradiacdo (Bansiddhi & Siriphontangmun, 1995), extrato de
plantas (Noronha et al.,, 1989; Matsunaga et al., 1992; Nagai et al., 1992,
Zavaleta-Mejia et al., 1995), volateis quimicos (Roditakis & Lykouressis, 1995)
e reguladores de crescimento do inseto (Parrela & Murphy, 1995).

A utilizac@o da resisténcia genética para o controle de doengas vegetais
representou um grande avanco tecnoldgico da agricultura. Durante a
elaboracdo de um programa de melhoramento genético, a primeira etapa é a
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identificagcdo do material vegetal que fornecera os genes de resisténcia. A
existéncia de distintas espécies de tospovirus dificulta a obtencdo de boas
fontes naturais de resisténcia (Law & Moyer, 1990; Reddy et al., 1992; Yeh et
al., 1992; de Avila et al., 1993). As fontes de resisténcia a tospovirus vém
sendo estudadas ha anos por diversos autores e tém sido identificadas em
Lycopersicom peruvianum (Smith, 1944; Finlay, 1953; Stevens, 1964,
Cupertino etal., 1986; Paterson etal., 1989; lizuca etal., 1993), em L. hirsutum
(Aradjo et al.,, 1983; Maluf et al., 1991; Boiteux & Giordano, 1992), e em L.
pimpinellifolium (Smith, 1944; Kikuta & Frazier, 1946; Finlay, 1953; Cupertino et
al., 1986; Paterson et al., 1989; Maluf et a/., 1991). Foi encontrada resisténcia a
tospovirus em L. esculentum, nas cultivares “Rey de los Tempranos” e
“Manzana’” (Homes, 1948), sendo que em “Rey de los Tempranos” a
resisténcia parece ser controlada por alelo(s) recessivo(s) (Maluf et al., 1991).

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 (Finlay, 1952; 1953;
Paterson et al., 1989). No Brasil, foram pesquisadas popula¢gdes derivadas da
cultivar sul-africana "Stevens" (Van Zijl et al., 1986; Stevens et al., 1992), cuja
fonte de resisténcia foi L. peruvianum (Stevens, 1964). Estas populacdes
apresentam o gene de resisténcia (Sw-5), contra amplo espectro de tospovirus,
e tém sido usadas em varios programas de melhoramento genético (Boiteux &
Giordano, 1993). No entanto, ja foi relatado acumulo de particulas virais em
genotipos portadores do gene Sw-5, seguido freqientemente do aparecimento
de sintomas no fruto, tornando o uso dessa fonte de resisténcia questionavel
em circunstancias de grande amplitude de temperatura (Ultzen etal., 1995).

Em 1994, Giordano et al. publicaram os resultados dos experimentos de
campo conduzidos com diferentes cultivares de tomate visando avaliar a
resisténcia desses gendtipos contra tospovirus. No Distrito Federal, o0s
resultados indicaram que em determinadas épocas do ano, a cultivar “Kada”
apresentou, em média, apenas 10% de plantas infectadas, enquanto a cultivar
“Santa Clara” apresentou, em média, mais de 50%. Um gendétipo possuidor do
gene Sw-5 apresentou apenas 3% de plantas infectadas, enquanto as

cultivares “Jumbo” e “Angela Gigante” apresentaram valores intermediarios, ou



35

seja, 41% e 23%, respectivamente. Sugeriu-se que a baixa porcentagem de
plantas infectadas observada em “Kada” possa ser decorrente de dois fatores,
como o maior nivel de resisténcia horizontal ou de campo, ou a existéncia de
um mecanismo de escolha por parte das espécies de tripés responsaveis pela
transmissdo dos tospovirus (Giordano et al., 1994). Em 1998, foi desenvolvida
pela Embrapa Hortalicas e pela Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria (IPA), a cultivar de tomate para processamento industrial
Viradoro, resistente ao vira-cabeg¢a do tomateiro (Tospovirus), a mancha-de-
estenfilio (Stemphylium solani), a murcha-de-fusario (Fusarium oxysporum raca
1) e ao nematdide-das-galhas (Meloidogyne spp.), apresentando ainda alta
produtividade (acima de 90 t/ha). A cultivar Viradoro foi selecionada a partir de
cinco ciclos de autofecundacdo desenvolvidos apds o quarto retrocruzamento
sucessivo para a cultivar IPA-5 (possui 0 gene Sw-5), tendo como progenitor
nado recorrente a linhagem TSW-10, com resisténcia a tospovirus. O gene Mi,
para resisténcia ao nematdide das galhas (Meloidogyne spp.) provém da
cultivar IPA-5. E indicada para plantio nas principais regifes produtoras de
tomate do Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, devendo-se evitar locais onde

ocorrem geadas

Apesar do numero de genes naturais de resisténcia ser pequeno para a
maioria das espécies suscetiveis a esses virus, varias estratégias para a
obtencéo de gendtipos resistentes a virus tém sido utilizadas. O uso de plantas
transgénicas no controle de tospovirus representa uma valiosa ferramenta a
ser empregada juntamente com as praticas convencionais conhecidas e tem
sido usada largamente nos ultimos anos, visando a obtencdo de plantas
importantes economicamente resistentes a varios virus (Beachy et al., 1990;
Wilson, 1993; Resende, 1994).

As primeiras plantas transgénicas resistentes a tospovirus foram obtidas
por Gielen et al. (1991) e por MacKenzie & Ellis (1992), demonstrando que
plantas de fumo, expressando o gene da proteina N do TSWV, eram
resistentes a infeccdo da espécie homodloga. Foram alcancados niveis de
resisténcia semelhantes em folhas de fumo transformadas com um gene N néo
traduzivel, ou seja, gene que ndo expressa a nucleoproteina N, indicando que

7

a resisténcia € possivelmente mediada pelo RNA (de Haan et al, 1992).
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Posteriormente, Prins et al. (1995) observaram que plantas transgénicas de
fumo contendo sequiéncias da nucleoproteina de trés espécies de tospovirus
(TSWV, TCSV e GRSV), apresentaram desde imunidade até suscetibilidade ao
ataque dessas espécies de virus. A resisténcia ao ataque de TSWYV foi descrita
em plantas de fumo contendo sequéncias ndo traduziveis da proteina néo

estrutural do RNA médio (NSM), proteina de movimento viral célula-célula

(Prins et al., 1997). Plantas transgénicas expressando outras partes do genoma
viral ndo foram capazes de resistir a infeccdo, independentemente das
sequéncias terem sido derivadas de S, M ou de L RNAs ou de conterem
sequéncias internas ou terminais do genoma. Os experimentos realizados por
Prins et al. (1996) demonstraram que somente seqUéncias derivadas do gene
N (codificante da nucleoproteina viral) e do gene NSm do genoma do TSWV
foram capazes de conferir resisténcia ao virus em plantas transgénicas de
fumo. Esses genes possivelmente interferem na transcricdo ou traducdo dos
MRNAs virais, sugerindo um importante papel das proteinas N e NSM nos
estagios iniciais da infecgéo.

Os RNAs defectivos interferentes (Dls) também foram relatados como
indutores da resisténcia transgénica contra tospovirus (Resende, 1993). Neste
caso, a protegcdo se caracterizou pelo significativo retardamento no
aparecimento dos sintomas, assim como pela pronunciada atenuac¢do dos
danos causados pela infeccdo viral. O provavel mecanismo envolvido neste
tipo de protecdo seria a interferéncia dos Dls na replicacdo do virus.

Uma alternativa de resisténcia de plantas contra amplo espectro de
tospovirus foi desenvolvida por Rudolph et al. (2003). Eles produziram plantas
transgénicas de fumo (N. benthamiana) expressando um peptideo contendo 29
aminoacidos fusionado com uma proteina carreadora, que interagiu fortemente
com as nucleoproteinas das espécies TSWV, TCSV, GRSV e CSNV, causando
resisténcia da planta contra tais espécies.

Considerando os resultados de pesquisa e os dados de avaliacdo de
campo, a producdo de plantas transgénicas com resisténcia a varias espécies
de virus constitui uma alternativa viavel no controle de tospovirus. Além disso,
o0 sistema transgénico possibilita o estudo das funcdes de proteinas estruturais

e ndo-estruturais do virus durante o processo de infeccéo.
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11. Formas defectivas de tospovirus

Os tospovirus podem ser transmitidos mecanicamente de uma planta a
outra em condi¢cdes de laboratério. A pratica de inoculagbes mecéanicas
repetidas de um mesmo in6culo em plantas hospedeiras é rotineira, o que pode
induzir & formacédo de particulas de virus defectivas. Nos tospovirus, ja foram
descritos dois tipos distintos de particulas defectivas, incluindo particulas virais
que possuem o L RNA incompleto (DI RNA) e particulas virais
morfologicamente defectivas (le, 1982; Resende et al., 1991b e 1992).

Os RNAs defectivos interferentes (DIs) s@o particulas de tospovirus que
possuem os trés segmentos de RNA completos e segmentos incompletos do L
RNA, onde 60 a 80% da parte central do RNA inicial foi perdida, mantendo-se
as regides terminais 5 e 3' do L RNA (Resende et al., 1992; Inoue-Nagata et
al., 1998). Estes DIs RNAs sao assim chamados pelo fato de serem
preferencialmente replicados durante a infeccéo, interferindo na multiplicacao
do L RNA completo. Os Dls foram detectados em nucleocapsideos purificados
e em particulas completas do virus purificado. A determinacdo da sequéncia de
varios DlIs revelou que eles representavam ORFs com capacidade de
codificacdo de proteinas, que foi comprovada pela deteccdo de proteinas
truncadas de menor peso molecular e reacdes especificas com o anticorpo
para a proteina L (Inoue-Nagata et al., 1998).

Inoue-Nagata et al. (1997) relataram que a formagdo de Dls é
influenciada por diversos fatores, incluindo o hospedeiro, a concentracdo do
inoculo viral e a temperatura. Assim, o surgimento dos Dls é favorecido em
elevadas concentragfes de virus no inoculo, acentuando-se com o crescimento
das plantas em baixas temperaturas. Estes autores realizaram sucessivas
inoculagBes mecanicas usando o virus original (selvagem) como inéculo inicial
e observaram DIs em Capsicum annum, Datura stramonium, Lycopersicon
esculentum, Nicotiana benthamiana e Nicotiana rdstica, ao passo que em
Emilia sonchifolia nunca foram detectados Dls. A escolha do hospedeiro é
fundamental quando se pretende estudar e manter as formas selvagens dos
tospovirus.

Os tospovirus morfologicamente defectivos ndo possuem o envelope
lipidico. Desta forma, a diagnose viral ocorre através de microscopia eletrénica

de transmisséo dos tecidos infectados mediante a observacdo do aparecimento
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de estruturas densas agregadas (nucleocapsideos). Com o decorrer da
infeccdo viral, acontece um aumento do numero de aglomerados densos,
simultaneamente a diminuicdo do numero de particulas (le, 1982; Verkleij &
Peters, 1983; Resende et al., 1991; Kitajima et al., 1992). A capacidade desse
aglomerado nucleoproteico em causar infec¢do sistémica nas plantas continua,
apesar de ndo serem mais transmissiveis pelo tripés (Wijkamp, 1995). As
particulas morfologicamente defectivas ja foram relatadas em TSWV, INSV e
WSMV, sugerindo ser um mecanismo comum as varias espécies de tospovirus
(Lawson et al., 1996). A hipGtese mais provavel do surgimento desses
defectivos € a ocorréncia de alteragcbes no M RNA das particulas virais
completas, especificamente no gene que codifica o0 precursor das
glicoproteinas. Estas alteragbes podem culminar com a geracdo de particulas
morfologicamente deficientes. Verkleij e Peters (1983) observaram uma
diminui¢cdo do tamanho do M RNA original de cerca de 300 a 600 nucleotideos.
Resende et al. (1993) relataram que este tipo de alteracdo é variavel, podendo
haver mutacdes pontuais no precursor das glicoproteinas ou pequenas

dele¢bes no mesmo gene.
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12. Mecanismos de defesa da planta contra o ataque de patdégenos

Toda a interagdo patdgeno-hospedeiro pode ser vista como uma luta
entre dois organismos pela sobrevivéncia. De um lado, o hospedeiro em
potencial procura se defender do patégeno através de mecanismos estruturais
e/ou bioquimicos, e de outro lado, o patégeno utiliza suas armas quimicas para
atacar o hospedeiro em potencial. A interacdo patdgeno-hospedeiro € um
sistema Unico, dependente do patdgeno, do hospedeiro e do ambiente. A
resisténcia acontece quando o hospedeiro é o vencedor e a doenca ndo ocorre,
ao passo que a suscetibilidade indica o patbgeno como o vencedor,
normalmente se visualizando o aparecimento de sintomas (Pascholati & Leite,
1995; dei Pozo & Lam, 2003).

O estabelecimento de uma doenga constitui-se em excecdo pois, em
geral, observa-se trés situacdes principais: 1) a planta ndo oferece condicoes
fisioldgicas e nutricionais (nicho) necessarias para o ataque e desenvolvimento
de um patégeno potencial, tornando-a ndo-hospedeira; 2) a planta possue
barreiras estruturais pré-formadas ou componentes toxicos, restringindo a
espécies de patdgenos especializados a capacidade de infeccdo com sucesso;
e 3) apds o reconhecimento de um ataque do patdgeno, 0s mecanismos de
defesa sdo ativados e a invasao permanece localizada (Agrios, 1997). Todos
esses trés tipos de interacdes sdo chamados incompativeis (Hammond-Kosack
& Jones, 1996).

A invasdo de um patégeno na planta com sucesso e a doenca
acontecem quando as defesas da planta pré-formadas séo inapropriadas, ou
seja, a planta ndo detecta o patdbgeno ou as respostas de defesa ativadas séo
ineficazes. Esses tipos de interacbes sdo denominados compativeis
(Hammond-Kosack & Jones, 1996).

A co-evolucéo de plantas e microorganismos tem gerado o aumento da
diversidade dos sinais e respostas provocados pelas interagbes. Os
microorganismos podem elicitar varios tipos de resposta na hospedeira, tais
como: com aceitavel tolerdncia, com reconhecimento tardio e defesas
moderadamente efetivas, resultando em doenca na maioria das vezes; ou com
uma forte e rapida resposta de defesa, o que bloqueia infec¢bes futuras (Dixon
& Lamb, 1990; Keen, 1990; Long & Staskawicz, 1993). Esta ultima forma de

z

resisténcia é conhecida como resisténcia raca-especifica, gene-a-gene ou
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reacdo de hipersensibilidade. A ativacdo deste tipo de resisténcia depende do
reconhecimento especifico do produto do gene de aviruléncia do patdgeno pela
planta hospedeira (gene R) (Keen, 1990) e resulta na ativacdo localizada da
morte celular programada. Nos ultimos anos, tém sido identificados e
caracterizados numerosos genes de planta individuais que controlam a
resisténcia gene-a-gene, sendo conhecidos como genes de resisténcia (R). O
gene do patégeno é chamado de gene de aviruléncia (avr) se a sua expressao
causar a producédo de sinais que desencadeiam uma resposta de defesa forte
na planta, apos interagir com o gene R da planta, ou seja, é o elicitor da reacéo
de hipersensibilidade (Keen, 1990; de Wit, 1992; Bent, 1996).

12.1. Reacgao de hipersensibilidade (RH)

Em algumas interacbes entre patdogeno e hospedeiro acontece o
fendbmeno da hipersensibilidade, considerado um dos mecanismos de defesa
mais eficiente contra o ataque de patdgenos (Karrer et al., 1998). A reacado de
hipersensibilidade (RH) é um vasto sistema de defesa ativo que ocorre na
maioria (se ndo em todas) as plantas superiores em resposta aos patdégenos
(Keen, 1990). E considerada uma resposta celular extrema por parte da planta,
podendo levar a um alto grau de resisténcia a doenca.

A reacéo de hipersensibilidade foi primeiramente descrita em plantas por
Chester (1933). A RH causa a morte repentina de um numero limitado de
células do hospedeiro que circundam os sitios de infeccdo. Estas ceélulas
necréticas da planta parecem ndo ser responsaveis por si pela restricdo no
desenvolvimento do patégeno, mas devem funcionar atuando como
reservatorios para a acumulacdo de fitoalexinas e promovendo elicitores
secundarios, que por sua vez devem estimular a defesa nas células vizinhas
(Keen, 1990). Este tipo de reagédo provoca a parada do crescimento e do
desenvolvimento do patdgeno nos tecidos da planta, sendo considerado como
uma resposta de defesa induzida. Nas doencas causadas por virus, a RH
resulta na formagéo das chamadas les@es locais necroéticas, onde as particulas
virais podem sobreviver por tempo determinado e em baixas concentragoes,
porém sem possibilidade de movimentagédo para fora da area infectada. A RH
representa um “suicidio” de algumas poucas células em beneficio da

sobrevivéncia das demais (Pascholati & Leite, 1995).
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O reconhecimento de um patégeno por uma planta é seguido por uma
série de mudancgas bioquimicas complexas, que ocorrem proximo ao sitio de
infecgdo, incluindo a acumulacdo de fitoalexinas; sintese de enzimas
prejudiciais ao patdégeno (quitinases e glucanases); enrijecimento da parede
celular das células infectadas (Dixon & Lamb, 1990; Dixon et al., 1994), devido
a deposicao de calose e lignina; a acumulagédo de proteinas relacionadas com
a patogenicidade (PR); e a rapida morte das células das plantas, formando
lesbes necroticas (Dixon & Harrison, 1990). Esta morte celular localizada
apresenta similaridades com a apoptose ou morte celular programada,
encontrada em células animais (Mittler et al., 1995; Ryerson et al., 1996).
Fortes evidéncias sugerem que a regulacdo da RH é igualmente complexa,
envolvendo a participacdo de moléculas transdutoras de sinais, como espécies
de oxigénio reativo (superoxido), fluxo de ions Cat2 e outros, proteinas G,
producdo ou liberacdo de acidos salicilico e jasmonico, cascata de fosforilagdo
de proteinas, ativacdo de fatores de transcricdo e reciclagem de proteinas
através do sistema poliubiquitina (Dixon et al.,, 1994, Hammond-Kosack &
Jones,1996; Dangl etal., 1996).

A RH pode apresentar fenétipos diferentes na planta de acordo com as
condi¢cbes ambientais, podendo ser atenuado em ambientes com alta umidade.
O sintoma pode ser visualizado em uma Unica célula ou espalhado em é&reas
necroticas, acompanhando a colonizacdo do patégeno (Holub etal., 1994). O

mecanismo bioquimico que melhor explica a RH é a morte celular programada.

12.2. Morte celular programada

A morte celular programada (“programmed cell death” - PCD) ou
apoptose € um processo basico controlado geneticamente que funciona
durante o desenvolvimento dos organismos multicelulares e em resposta aos
estresses biodtico e abidtico (Raff, 1998). A PCD permite eliminar células
infectadas, danificadas ou redundantes. Em mamiferos, a apoptose €
reconhecida como um fendbmeno ubiquitinoso com caracteristicas morfolégicas
peculiares, incluindo condensacdo do nucleo e do citoplasma, divagem do
DNA em pequenos fragmentos de 180 pb (“DNA laddering”) e marcacao da
superficie das células mortas quando ingeridas por fagdcitos (Kerr et al., 1972;
Chichkova et al., 2004). No nivel molecular, existem duas vias metabolicas
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principais para a PCD, uma envolvendo a interacdo do receptor com seu
ligante, e a outra dependente da participacdo da mitocondria. A liberacdo de
um grande numero de fatores (citocromo c) a partir do espaco intermembranico
da mitocondria € regulada através de membros anti-apoptéticos e proé-
apoptoticos da familia dos genes Bcl-2 (Green, 1998; Adrain & Martin, 2001;
Kaufmann & Hengartner, 2001). O resultado final de ambas as vias metabolicas
conduz a ativacdo das caspases, uma familia de proteases de cisteinas,
conservadas evolutivamente desde os nematoides até os seres humanos. As
caspases sao ativadas a partir de precursores dormentes durante o curso da
apoptose, executando clivagens apoés residuos de asparagina especificos, em
um conjunto limitado de substratos proteicos celulares chaves. As caspases
estdo entre as proteases mais especificas, usualmente efetuando ndo mais do
gue uma ou duas clivagens por substrato de proteina introduzido. As
fragmentacgfes de proteinas mediadas por caspases levam a destruigdo celular
(Chichkova et al., 2004).

Em plantas, muitos tecidos ou 6érgdos executam a PCD como parte do
seu desenvolvimento normal, como durante a senescéncia, ou em resposta a
patbgenos e estresses ambientais (Greenberg, 1996). Apesar do mecanismo
da PCD em plantas ndo estar completamente elucidado, muitas similaridades
morfolégicas e bioquimicas entre PCD em animais e plantas tém sido descritas
em diferentes sistemas experimentais, tais como: condensacao e encolhimento
do nucleo e citoplasma, “DNA laddering”, e liberacédo do citocromo c a partir da
mitocondria (Danon et al., 2000; Balk & Leaver, 2001; Lam et al., 2001;
Hoeberichts & Woltering, 2003; Lam, 2004).

E controversa a existéncia de caspases em plantas. Apesar de nenhum
homodlogo a enzima caspase animal ter sido identificado em plantas até hoje,
fortes evidéncias indiretas sugerem a existéncia da atividade do tipo caspase
em plantas e seu envolvimento funcional na morte celular programada
(Woltering et al. 2002). Os inibidores de caspase tém sido usados
frequentemente para demonstrar a participagéo e a caracterizagéo da atividade
da caspase no processo de morte celular em diferentes sistemas. Existem
diversos tipos de inibidores de caspases, como os sintéticos, os celulares
endogenos e os virais fisiolégicos. Dentre os inibidores de caspases animais

gue afetaram o desenvolvimento da PCD em plantas, citam-se os inibidores da
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caspase-1 e caspase-3, chamados Ac-YVAD-cmk e Ac-DEVD-CHO,
respectivamente, que atenuaram a RH induzida por Tobacco mosaic virus
(TMV) e por bactéria em folhas de fumo (dei Pozo & Lam, 1998). Esses
mesmos inibidores descritos acima reduziram a morte de células de fumo
induzidas por isopentiladenosina (Mlejnek & Prochazka, 2002), e foram
eficientes na inibicdo da morte celular durante a apoptose induzida por
menadion em protoplastos de fumo (Sun et al, 1999). Em culturas de
suspensao de Arabidopsis, a morte celular induzida por 6xido nitrico e H202 foi
inibida pelo inibidor de caspase-1 (Clarke etal., 2000).

As proteinas anti-apoptéticas de baculovirus p35 e IAP, conhecidas
como inibidores de caspases animais, mostraram-se eficientes na prevencéao
da morte celular induzida por infec¢des virais, fungicas e bacterianas. Em
tecidos de milho, o co-cultivo com Agrobacterium spp. resultou em um
processo semelhante a apoptose, que pb6de ser revertido por p35 e IAP
(Hansen, 2000). Em outro experimento, plantas transgénicas de fumo
expressando o gene de baculovirus Op-IAP adquiriram resisténcia a Varios
fungos necrotréficos e ao TSWV (Dickman et al., 2002), enquanto aquelas que
expressaram p35 mostraram inibicdo parcial da RH induzida por bactéria e
virus (dei Pozo & Lam, 2003).

Finalmente, foi identificado no genoma de Arabidopsis, as
metacaspases, uma familia de proteinas distantemente relacionadas do tipo
caspase (“caspase-like”) (Uren et al., 2000). No entanto, a existéncia de
atividade proteolitica especifica da caspase nessas metacaspases, assim como
seu envolvimento durante a PCD em plantas, precisam ser investigados.

12.3. Teoria Gene-a-Gene

Esta teoria foi formulada pelo pesquisador americano Harold Flor em
1947, usando o patossistema \ioho-Melampsora lini. Flor demonstrou a
existéncia de uma relacdo de um-a-um entre genes de ataque e de defesa,
respectivamente, no patégeno e no hospedeiro. Os resultados dos seus
experimentos originaram a chamada hipotese gene-a-gene ou hip6tese de Flor.

Atualmente, o modelo usado para explicar a relagdo gene-a-gene sugere
a existéncia de uma interacdo do tipo receptor-elicitor, na qual uma molécula

elicitora produzida pelo patéogeno reage especificamente com uma proteina
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receptora sintetizada pelo gene de resisténcia do hospedeiro. Esta molécula
elicitora seria produzida por um gene especifico de aviruléncia do patégeno. A
reacao entre elicitor e receptor desencadearia uma complexa reagéo no sitio de
infeccdo, resultando em uma reacdo incompativel (auséncia de doenca), onde
a infeccdo e a colonizacdo do patdgeno no tecido hospedeiro seria muito
limitada. Entretanto, se o patdgeno possuir um gene de viruléncia, ele produzira
uma molécula que ndo serd reconhecida pela molécula receptora da planta
hospedeira e, como consequiéncia, ndo reagird a infeccdo, originando uma
reacdo compativel (presenca de doencga). Por outro lado, caso a planta
contenha um gene de suscetibilidade e ndo de resisténcia, ela seré incapaz de
produzir moléculas que acusem a presenca do patdgeno, independentemente
do patdgeno conter gene de aviruléncia ou gene de viruléncia. Uma Unica
planta é capaz de possuir muitos genes R, assim como o patégeno pode conter
varios genes avr (Bent, 1996).

Este modelo discutido ainda € hipotético, apesar de ja ter sido
confirmado para o0s patossistemas Cladosporium fulvum-tomate e
Pseudomonas syringae pv. g/yc/nea-soja. No primeiro caso, o produto do gene
de aviruléncia avr9 é uma proteina que adquire capacidade elicitora quando ela
é clivada em um peptideo menor que 28 aminoacidos. Este peptideo é
responsavel pela necrose das células do tecido das plantas do tomate
contendo o gene de resisténcia Cf-9. No segundo caso, o produto do gene de
aviruléncia avrD de P. s. pv. glycinea ndo é uma substancia elicitora, mas
participa da sintese de uma familia de substancias elicitoras chamadas
siringolinas, que provocam reacao de hipersensibilidade em cultivares de soja
contendo o gene de resisténcia RPG4 (Camargo, 1995).

Outro exemplo de proteinas elicitoras de RH séo as elicitinas, proteinas
extracelulares que ocorrem em espécies de fungos oomicetos, como
Phytophthora e Pythium (Ponchet et al, 1999). As elicitinas foram
primeiramente caracterizadas com base na sua habilidade de induzir RH
guando infiltradas em plantas de fumo. Apesar de diferentes elicitinas variarem
em relagdo a atividade indutora de RH, é conhecido que a maioria da espécies
de fumo respondem a essas proteinas. Elas também induzem RH em poucas
espécies de Raphanus e Brassica. Deste modo, elas sdo determinantes do

circulo de hospedeiras para selecdo de interagBes p\anta-Phytophthora,
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funcionando como genes de aviruléncia espécie-especifico (Kamoun, 2001;
Kamoun et al., 1997; 1998; 1999). As andlises das sequéncias das proteinas
indicaram que as elicitinas representam uma grande familia de proteinas com
pelo menos cinco classes diferentes (Kamoun et al., 1997; Ponchet et al.,
1999).

Nos ultimos anos, a teoria gene-a-gene tem recebido enorme suporte
experimental através da identificacdo e caracterizacao funcional dos genes Avr
e R de vérios patossistemas. Um grande nimero de genes Avr provenientes de
fungos, bactérias e virus tem mostrado que codificam proteinas elicitoras. Este
fato foi demonstrado diretamente através da infiltracdo de proteinas Avr em
folhas de plantas ou indiretamente através da expressdo de genes Avr em
células de plantas, que apresentavam o correspondente gene R (Culver &
Dawson, 1991; de Wit, 1995; Alfano & Collmer, 1996; Knogge, 1996; Bonas &
van den Ackerveken, 1997). Um caracteristica interessante € a ocorréncia de
dominios estruturais similares entre os produtos dos genes R, sugerindo a
existéncia de mecanismos conservados de reconhecimento do patégeno e de
sinalizacdo das respostas de defesa no reino vegetal (Dangl, 1995; Staskawicz
et al.,, 1995; Bent, 1996; Hammond-Kosack & Jones, 1997). Além disso, 0s
mecanismos de defesa celular induzidos pelo patdogeno das plantas
compartilham algumas analogias com as respostas imunoldgicas dos

vertebrados e insetos (Baker et al., 1997).

13. Vetores de expressao de genes em plantas

A expressdo de genes heter6logos em plantas tornou-se uma
ferramenta importante da biologia molecular. A transferéncia estavel de genes
para plantas pode ser obtida via transformacéo genética e cultura de tecidos ou
através da transfeccdo com virus. Os Varios tipos de vetores virais representam
um sistema muito mais simples e rapido de expressao de genes heterdlogos.
Além disso, este processo evita problemas como o local de inser¢do do gene
em regides inadequadas e variagdes somaclonais (Donson etal., 1991).

O primeiro vetor de expressao viral produzido foi o Cauliflower mosaic
virus (CaMV), um virus com DNA fita dupla, expressando o gene diidrofolato
redutase (DHFR) e genes metalotionen Il (Brisson et al., 1984; Lefebvre et al.,

1987). Entretanto, o uso desse virus como vetor de expressao mostrou-se
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ineficaz, devido ao tamanho limite da sequéncia introduzida para que haja o
empacotamento do virus (Brisson etal., 1984).

Os geminivirus, compostos por fita simples de DNA, também tém sido
usados para a expressao de genes heter6logos em plantas, através da
substituicdo do gene da proteina da capa pelo gene de interesse. Os genomas
do Cassava latent virus e do Tomato golden mosaic virus foram modificados da
forma descrita, para expressar 0os genes cloranfenicol acetiltransferase (CAT),
neomicina fosfotransferase (NPT) e GUS. O problema desse virus como vetor
de expresséo reside no fato de que se o0 gene a ser inserido apresentar um
comprimento mais longo do que o gene da capa proteica, ocorrem delecdes
nas sequéncias incorporadas e regeneracdo de moléculas com o comprimento
do virus selvagem (Elmer & Rogers, 1990; Hayes et al., 1988; 1989; Ward et
al., 1988).

A estratégia de substituicdo de genes também tem sido empregada para
a producao de vetores a partir de virus de RNA (French et al., 1986; Takamatsu
et al.,, 1987; Dawson et al., 1988; Joshi et al., 1990). Estes vetores tém
permitido a expressédo dos genes introduzidos, mas seu uso tem sido restrito
pelo fato deles ndo serem capazes de infectar plantas intactas, ou serem
incapazes de estabelecer infec¢des sistémicas na planta. Dawson et al. (1989)
desenvolveram o vetor TMV como uma alternativa a substituicdo de genes. A
estratégia envolveu a insercdo do gene CAT, adicionado a uma cépia duplicada
do promotor sub-genémico do mRNA da proteina da capa, na extremidade 3'
do gene da proteina da capa, ou mais efetivamente para a expressao do CAT,
entre o gene da proteina de 30 kDa e o gene da proteina da capa. Entretanto, a
sequéncia inserida foi perdida por recombinacdo homologa entre as regides
duplicadas dos genomas virais que se espalharam sistemicamente na planta.
Entdo, foi criada uma modificacdo desta estratégia visando reduzir a
recombinacdo homodloga. Foi adicionado o gene da proteina da capa e a
seqUéncia promotora de um outro tobamovirus, o Odontoglossum ringspot
virus, dentro da sequéncia do TMV (Donson et al., 1991). Esta estratégia
permitiu a propagacdo estavel do gene DHFR através de varias passagens do
TMV pela planta. No entanto, a expressdo do gene NPT, mais longo que o
gene DHFR, mostrou-se instavel durante o movimento sistémico do virus na

planta.
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O vetor viral de plantas PVX, desenvolvido por Chapman et al. (1992),
surgiu como uma alternativa eficiente de expressdo de genes heterdlogos. O
Potato virus X (PVX) é a espécie-tipo da familia Potexvirus (Koening &
Leseman, 1989) e seu genoma é formado por uma fita simples de RNA, com
adicdo de cap na extremidade 5 (Sonenberg et al., 1978) e cauda
poliadenilada na extremidade 3 (Morozov et al, 1981). A sequéncia
nucleotidica completa do seu genoma ja foi determinada para varias espécies,
permitindo que fosse elucidada sua estratégia de codificagdo gendmica
(Huisman et al., 1988; Skryabin et al., 1988; Orman et al., 1990). O genoma do
PVX possui senso positivo e cinco fases de leitura aberta (ORFs). A primeira
ORF (presente na extremidade 5’) codifica uma proteina de 166 kDa, envolvida
na replicacdo viral (Huisman et al., 1988). Esta ORF é seguida por trés ORFs
gue se sobrepdem parcialmente, conhecida como “triple-gene block”,
codificando proteinas de 25, 12 e 8 kDa, respectivamente. A funcdo dos genes
da “triple-gene block” é relacionada com o movimento do virus célula a célula e
transporte vascular (http://www.bspp.org.uk/icpp98/). A quinta ORF codifica a
capa proteica.

Considerando-se as caracteristicas de um vetor de expressdo em
plantas, muitas caracteristicas do PVX adaptam-se perfeitamente a este
proposito: 1) PVX tem uma ampla gama de hospedeiros; 2) ele pode translocar
de célula a célula utilizando uma proteina codificada pelo seu genoma; 3)
apresenta uma rapida disseminacdo sistémica em plantas infectadas; 4) a
infeccdo de PVX pode se manter indefinidamente na planta; 5) replica
independentemente na célula em altas taxas; 6) esta replicacdo resulta em
uma rapida expressao de proteinas no citoplasma; 7) o genoma de PVX pode
ser manipulado na forma de DNA e transcritos infecciosos podem ser
produzidos “in vitro” (Chapman et al., 1992; Baulcombe et al., 1995); 8) as
versdes pgR106 e pgR107 que contém o promotor 35S do Cauliflower mosaic
virus clonado em vetor binario permite a agro-inoculacdo e elimina a etapa de

sintese de transcritos infecciosos.


http://www.bspp.orq.uk/icpp98/
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OBJETIVOS

O objetivo geral da tese foi a determinacao e analise das sequéncias dos
precursores das glicoproteinas de duas espécies de tospovirus com ocorréncia
no Brasil (TCSV e GRSV) e a identificacdo do gene de aviruléncia do TSWV
qgue interage com o0 gene de resisténcia Tsw presente em Capsicum chinense
P1159236’

Objetivos especificos do Capitulo 2:
J Clonar e sequenciar a regido intergénica do M RNA, a regido 3' nao
traduzida do M RNA e o gene precursor das glicoproteinas do TCSV e
GRSV.
J Comparar o grau de identidade das sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos dos precursores das glicoproteinas de diversas espécies de
tospovirus.
J Determinar a ocorréncia de dominios conservados nas glicoproteinas G1
e G2 das espécies estudadas.
J Determinar a estrutura secundaria e a topologia das proteinas G1 e G2
das espécies estudadas.
J Executar analises filogenéticas de varias espécies de tospovirus
baseadas nas seqiiéncia das glicoproteinas e das regides intergénicas do M
RNA.
Objetivos especificos do Capitulo 3:
J Clonar os genes N, NSm e NSs do TSWV no vetor de expressao binario
pgR107 baseado em PVX e Agrobacterium tumefaciens.
J Agro-inoculagdo dos vetores de expressdo recombinantes em C.
chinense “P1159236' e outras plantas, monitoramento dos sintomas e

analise da expressao das proteinas nas plantas inoculadas.
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CAPITULO 2

Analise da sequéncia das glicoproteinas de Tomato chlorotic spot virus e

Groundnut ringspot virus e comparagao com outros tospovirus

Fernanda Antinolfi Lovatol, Tatsuya Nagata3, Renato de Oliveira Resendel, Antdnio Carlos de Avila?

e Alice Kazuko Inoue-Nagata?.1Departamento de BiologiaCelular, Universidade de Brasilia, Brasilia,
DF, Brasil; 2Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF, Brasil; 3Universidade Catdlica de Brasilia, DF, Brasil.

Resumo. Os tospovirus Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot
virus (GRSV) causam severos prejuizos econémicos em varias hortalicas no Brasil.
A sequéncia de nucleotideos do gene que codifica o precursor das glicoproteinas
dessas duas espécies de tospovirus ainda ndo havia sido determinada. Neste
estudo, o genoma da regido 3' do M RNA (4,0 kb) do TCSV e do GRSV foi analisado
apos clonagem e sequenciamento dos fragmentos. As seqiiéncias foram compiladas
com aquelas pertencentes a regido 5 do M RNA (gene NSm e regido 5 néo
traduzida) dos mesmos isolados. O M RNA do TCSV é formado por 4882
nucleotideos, enquanto o M RNA do GRSV é formado por 4855 nucleotideos.
Ambos os M RNAs possuem duas fases de leitura aberta (ORF ou “open reading
frame”) em arranjo ambisenso. A ORF no sentido viral complementar do M RNA
codifica o precursor das glicoproteinas virais G1 e G2 do TCSV (128,46 kDa) e o
precursor das glicoproteinas do GRSV (128,16 kDa). A comparacdo da seqiéncia
de aminoacidos do precursor das glicoproteinas do TCSV e GRSV com as das
demais espécies de tospovirus mostraram maior identidade com a espécie-tipo
Tomato spotted wilt virus (81 e 79%, respectivamente). A comparagcdo da sequéncia
de aminoéacidos do precursor das glicoproteinas entre TCSV e GRSV revelou alta
identidade (92%). Entretanto, a identidade da sequéncia de nucleotideos da regido
intergénica do M RNA entre TCSV e GRSV mostrou ser de apenas 78%. As analises
filogenéticas foram realizadas baseando-se no precursor das glicoproteinas e na
regido intergénica do M RNA dos tospovirus, permitindo que fossem discutidos

parametros da classificagdo taxonémica de espécies em tospovirus.

Este trabalho foi aceito para publicagdo no periddico Virus Genes com algumas modificagdes. Lovato,
F. A.; Nagata, T.; Resende, R. O.; de Avila, A. C.; Inoue-Nagata, A. K. Sequence analysis of the
glycoproteins of Tomato chlorotic spot virus and Groundnut ringspot virus and comparison with other

tospoviruses. Virus Genes, 29: 3, 2004.
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Introducéao

Os tospovirus encontram-se disseminados pelo mundo causando severos
prejuizos econdmicos em varias culturas incluindo alface, amendoim, batata, ervilha,
fumo, pimenta, pimentdo, tomate e plantas ornamentais (Peters, 1998). O género
Tospovirus é o Unico membro da familia Bunyaviridae que infecta plantas e
atualmente é constituido por treze espécies diferentes (van Regenmortel et al., 2000;
Cortez et al., 2002). Os tospovirus sdo formados por particulas isométricas, medindo
de 80 a 110 nm (Kitajima et al., 1992), e séo transmitidos por tripés de maneira
circulativa e propagativa (Sakimura, 1962; Ullman et al., 1993; Wijkamp et al., 1993).
O genoma dos tospovirus é composto por trés segmentos lineares de RNA
envolvidos pela nucleoproteina (N), formando um complexo ribonucleoproteico
(Mohamed et al.,, 1973; Tas et al.,, 1977), juntamente com algumas cépias da
polimerase viral (L) (10-20 coépias por particula) (van Poelwijk et al., 1993). Esta
estrutura é circundada por um envelope formado por bicamada lipidica, onde estédo
inseridas as projecfes das glicoproteinas G1 e G2. O genoma contém cinco fases
de leitura aberta ou ORF (“open reading frame") em uma estratégia de codificacdo
negativa ou ambisenso. O segmento L RNA apresenta somente uma ORF com
polaridade negativa e codifica a polimerase viral (L) (de Haan et al., 1991; van
Poelwijk et al.,, 1997). O S RNA possui duas ORFs em estratégia ambisenso. A ORF
no sentido viral do S RNA codifica a proteina ndo estrutural NSs enquanto a ORF no
sentido viral complementar codifica a nucleoproteina (N) (de Haan et al., 1990;
Kormelink et al.,, 1991). O M RNA também possui duas ORFs com estratégia
ambisenso. A ORF no sentido viral do M RNA codifica a proteina ndo estrutural de
movimento do tipo célula-a-célula NSm e a ORF no sentido viral complementar do M
RNA codifica o precursor das glicoproteinas G1 e G2 (Kormelink et al., 1992; Law et
al.,, 1992; Storms, 1998).

Baseando-se nas sequéncias conservadas dos genes da polimerase e dos
precursores das glicoproteinas virais, de Haan etal. (1991) e Kormelink et al. (1992)
discutiram que os tospovirus possam ter divergido evolutivamente a partir de um
ancestral bunyavirus. Tem sido sugerido que as glicoproteinas estdo envolvidas na
aquisicdo da particula viral pelo tripés e no processo de replicacdo dentro do corpo
do inseto, mas ndo assumem fungéo essencial para a infec¢éo sistémica do virus na

planta. De fato, um isolado de tospovirus que tenha perdido suas glicoproteinas
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apoés inoculagcdes mecanicas repetidas, ndo pode mais ser transmitido pelo tripés (le,
1982; Verkleij & Peters, 1983; Resende et al.,, 1991). A entrada do virus no vetor é
provavelmente regulada por interacbes das glicoproteinas virais com receptores
presentes nas células do intestino médio do inseto vetor (Kikkert, 1999; Nagata et
al., 2000).

As espécies de tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic
spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV) apresentam grande ocorréncia
no Brasil e Argentina (de Avila et al., 1990; 1993a; Dewey et al., 1995; 1996).
Atualmente, a sequUéncia de nucleotideos completa do gene precursor das
glicoproteinas esta disponivel para 5 das 13 espécies de tospovirus estabelecidas
pelo Comité Internacional em Taxonomia de Virus (ICTV), isto é: TSWV, Impatiens
necrotic spot virus (INSV), Peanut bud necrosis virus (PBNV), Watermelon silver
mottle virus (WSMoV), Iris yellow spot virus (IYSV) e para a espécie tentativa
Gloxinia tospovirus.

Neste artigo, a regido 3 do M RNA, incluindo o gene precursor das
glicoproteinas, a regido intergénica (IGR) e a regido 3' nao traduzida (UTR) do M
RNA do TCSV e do GRSV, foi sequienciada e comparada com outras espécies de
tospovirus. Além disso, foram construidas arvores filogenéticas baseadas nessas
comparacdes. A elucidagédo da sequéncia completa do precursor das glicoproteinas
do TCSV e GRSV serd fundamental para promover estudos de interacdo entre
glicoproteinas e receptores presentes no corpo do tripés, para discutir alguns
aspectos evolucionarios envolvidos na classificacdo taxondmica dos tospovirus,

assim como para contribuir com estudos relacionados a fungéo das glicoproteinas.
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Materiais e métodos

Manutengéo dos isolados virais e plantas

As espécies de tospovirus TCSV (de Avila et al., 1990) e GRSV (de Avila et
al., 1990) usadas neste trabalho foram mantidas congeladas a -80°C e propagadas
em Nicotiana rustica ou Nicotiana benthamiana através de inoculacdo mecéanica do
extrato foliar, usando-se tampao fosfato 0.05M e tampao sulfito de sodio 0,01 M, pH

7,0, em condicOes de casa de vegetacao.

Purificacdo dos nucleocapsideos e do RNA viral

Os nucleocapsideos virais foram parcialmente purificados a partir de folhas de
N. rastica e N. benthamiana infectadas sistemicamente com TCSV e GRSV,
conforme descrito por de Avila et al. (1990), com algumas modificacdes. As folhas
infectadas (50 g) foram maceradas em tampao de extracéo (Tris-HCI 0,1M; Na2SO3
0,01M; EDTA 0,01 M, pH 8,0) e filtradas em fralda. O extrato foi centrifugado a 3.000
g por 10 minutos e o sobrenadante foi submetido a alta centrifugacéo a 25.000 g por
30 minutos. O precipitado formado foi ressuspendido em tampao de ressuspensao
(Tris-HCI 0,01 M; Na2S03 0,01 M; EDTA 0,01 M, pH 7,9), agitado gentilmente por 30
minutos a 4°C e centrifugado a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante (25 ml) foi
centrifugado em colchdo de sacarose 30% a 40.000 g por 1 hora. Finalmente, o
precipitado formado foi ressuspendido em 500 pl de tampéo citrato (C6H5Na307, pH
6,0) e armazenado a -80°C. O RNA viral foi extraido usando-se o reagente Trizol

(Invitrogen), seguindo-se as instrucdes do fabricante.

Sintese do cDNA e PCR

O cDNA do gene precursor das glicoproteinas do TCSV e do GRSV foi
sintetizado a partir do RNA viral purificado usando-se um oligonucleotideo baseado
numa regido conservada presente em todas as extremidades 3' dos segmentos de
RNA dos tospovirus (MRNA18 - 5AGAGCAATCAGTGCAAAC 3). Para a reacéo de
retrotranscri¢ao, foi usada a enzima Superscript Il (Invitrogen) e 100-500 ng do RNA
viral purificado, de acordo com as especificagbes do fabricante. A reacao foi mantida

a 42°C durante 1 hora e em seguida foi aquecida a 70°C por 15 minutos.
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Finalmente, a reacao foi tratada com 40 U de Ribonuclease H (Invitrogen) a 37°C
durante 20 minutos.

O cDNA obtido foi usado como molde para a “polymerase chain reaction”
(PCR). Foi sintetizado um segundo oligonucleotideo para a amplificacdo do gene
precursor das glicoproteinas, da regido intergénica do M RNA e da regido 3' nédo
traduzida do M RNA, anelando numa por¢éo conservada da extremidade 3 ' do gene
gue codifica a proteina NSM, desenhado a partir das seqiéncias do TCSV,
AF213674 e do GRSV, AF213673 (NSM14 - 5ATTGAAGCMTGCAA3). Para a
reacdo de PCR, foram misturados em tubos de microcentrifuga 2 pl do cDNA com 5
pl do tampao da Taq DNA polimerase 10X (Amersham Biosciences), 5 pl de dNTP
2,5 mM, 0,8 pl de MgCI2 50 mM, 100 ng do oligonucleotideo MRNA18, 100 ng do
oligonucleotideo NSM14, 2,5 U da Tagq DNA polimerase (Amersham Biosciences) e
agua para um volume final de reacéo de 50 pl. As reacdes de PCR foram realizadas
no termociclador Mastercycler (Eppendorf) a foram iniciadas com a temperatura de
desnaturagao de 94°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto,
55°C por 1 minuto e 72°C por 4 minutos e pela temperatura de extenséo final de

72°C por 7 minutos.

Clonagem da regido 3' do M RNA e sequienciamento dos nucleotideos

Os fragmentos amplificados por PCR (4,0 kb) foram separados em gel de
agarose 1%, purificados usando-se Sephaglass Band Prep Kit (Amersham
Biosciences), seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Os produtos da PCR
eluidos foram ligados no vetor pCR2.1 TOPO-TA (Invitrogen), conforme as
instrucdes do fabricante. O DNA dos fragmentos ligados ao vetor foi usado para a
transformacdo de células competentes de Escherichia coli XL-1 Blue através de
choque térmico (Sambrook et al., 1989). Apds a selecdo dos clones recombinantes,
os insertos foram sequenciados no ABI 3100 (Applied Biosystems), usando-se

oligonucleotideos universais e internos (Tabela 1).
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Andlise das sequéncias

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram compiladas e analisadas
usando-se o método ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalW/). do Instituto de
Bioinformatica Europeu e o programa DNASIS versdo 2.6 (Hitachi Software
Engineering Co., Ltd). As massas moleculares das proteinas foram preditas a partir
das sequéncias de aminoacidos deduzidas usando-se o programa Amino Acid
Composition, do Network Protein Sequence Analysis - NPSA (http//npsa-
pbil.ibcp.frfNPSA/npsa compo.html). As buscas por motivos e dominios de proteinas
foram executadas através dos programas Prosite (Bairoch et al., 1997) e SMART
(Schultz et al., 1998; 2000). As predicdes da estrutura secundaria das proteinas
foram realizadas usando-se o programa do NPSA para o método GOR IV (Garnier et
al., 1996). As seqgiiéncias dos fragmentos dos genes precursores das glicoproteinas
foram obtidas a partir de trés clones independentes.

Os multiplos alinhamentos das sequéncias de aminoacidos gerados pelo
método ClustalW foram usados como entrada de dados para as analises
filogenéticas usando-se o programa MEGA versdo 2.1 (Kumar et al.,, 2001). As
arvores filogenéticas foram construidas usando-se o0 método da maxima parsimonia
com programa de pesquisa “branch & bound” e analise “bootstrap” com 1000
repeticoes.

As sequéncias correspondentes as regides 3' do M RNA do TCSV e do GRSV
descritas neste trabalho foram depositadas no banco de dados de seqiiéncias do

GenBank com os numeros de acesso AY574054 e AY574055, respectivamente.


http://www.ebi.ac.uk/clustalW/
pbil.ibcp.fr/NPSA/npsa
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Resultados

Sequenciamento da regido 3 do M RNA do TCSV e do GRSV

Com o objetivo de amplificar o gene precursor das glicoproteinas completo, a
regido intergénica do M RNA e a regido 3 ndo traduzida do M RNA, foram
desenhados oligonucleotideos baseados numa sequéncia interna do gene NSm e
numa sequéncia conservada presente na extremidade 3 dos tospovirus. A
amplificagdo por PCR usando esses oligonucleotideos resultou na obtencdo de um
fragmento de DNA esperado de 4,0 kb e outros fragmentos de DNA com
comprimentos menores (dados ndo mostrados). O fragmento de DNA desejado foi
excisado e eluido do gel de agarose, clonado e sequenciado.

As sequéncias foram compiladas com aquelas disponiveis da regido 5 do M
RNA dos mesmos isolados (AF213674 para o TCSV BR-03 e AF213673 para o
GRSV SA-05), completando o seqlenciamento do M RNA dos dois isolados. O M
RNA do TCSV apresentou 4882 nucleotideos de comprimento, mostrando um
arranjo de codificacdo ambisenso. A ORF da fita viral complementar do M RNA do
TCSV iniciou com o codon AUG na posicao 4795 e terminou com o cédon UAG na
posicdo 1369 (numerada a partir da extremidade 5 do RNA viral), codificando o
gene precursor das glicoproteinas G1 e G2. Esta ORF continha 3426 nucleotideos
codificando 1141 aminoacidos, com uma massa molecular total predita de 128,46
kDa (Tabela 2).

O M RNA do GRSV apresentou 4855 nucleotideos de comprimento. A ORF
da fita viral complementar do M RNA do GRSV iniciou com o cédon AUG na posicao
4771 e terminou com o cédon UAG na posicdo 1354 (numerada a partir da
extremidade 5 do RNA viral). Esta ORF continha 3417 nucleotideos e 1138
aminoécidos, codificando o gene precursor das glicoproteinas G1 e G2, com uma
massa molecular total predita de 128,16 kDa (Tabela 2).

A extremidade 3' do M RNA do TCSV e do GRSV foi formada por uma regiéo
3’ ndo traduzida de 87 e 84 nucleotideos, respectivamente (Tabela 2). Quando
essas seglUéncias foram comparadas, a identidade de nucleotideos foi de 97%. Os
primeiros nove nucleotideos da extremidade 3 terminal foram altamente
conservados entre TSWV, TCSV, GRSV, INSV, GBNV, WSMV e IYSV (dados nao

mostrados).
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Similaridade e topologia dos precursores das glicoproteinas entre tospovirus

A comparagdo da sequéncia de aminodcidos dos precursores das
glicoproteinas do TCSV e do GRSV com as demais sequéncias de tospovirus
disponiveis no banco de dados, demonstrou maior identidade com a espécie-tipo
TSWV (81% e 79%, respectivamente) e menor identidade com as espécies INSV,
GBNV, WSMV e IYSV (Tabela 3). Quando as sequéncias de aminoacidos dos
precursores das glicoproteinas do TCSV e do GRSV foram comparadas, foi
observada alta identidade (92%).

A andlise dos dominios dos precursores das glicoproteinas, executada pelo
programa SMART, mostrou a presenca de uma sequéncia peptideo-sinal com um
sitio de divagem predito no aminoacido de residuo 36 a partir da extremidade amino
terminal, assim como cinco dominios transmembranicos, em ambas as espécies.
Além disso, foram preditos seis sitios de N-glicosilagcdo nos precursores das
glicoproteinas do TCSV e do GRSV, localizados em posi¢des similares dentro das
respectivas proteinas (Figura 1).

A analise dos motivos das proteinas, executada pelo programa Prosite,
mostrou a presengca do motivo RGD (Arg-Gly-Asp) nos precursores das
glicoproteinas do TCSV e do GRSV localizado na mesma posi¢cdo de aminoécido.
Além deste motivo, foi observada uma regido rica em cisteina e uma regido
homoéloga a O-lactamase-A nas duas espécies. Foi encontrada também uma regiao
homéloga ao motivo ziper de leucina somente no precursor das glicoproteinas da
espécie TCSV.

A estrutura secundéaria dos precursores das glicoproteinas do TCSV e do
GRSV foi predita usando-se o método GOR IV (Garnier et al., 1996). De acordo com
este método, a maioria dos residuos de aminoacidos dos precursores das
glicoproteinas de ambas as espécies foram preditas como possuindo a conformacéo
“random coil” (54,69% para TCSV e 55,01% para GRSV), enquanto a conformagé&o
alfa hélice foi predominantemente localizada na porcdo mediana e na extremidade
amino terminal dos polipeptideos de ambas as espécies (18,23% para TCSV e
18,89% para GRSV) (dados ndo mostrados).
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Sequienciamento e analise comparativa da regido intergéncia do M RNA do TCSV e
do GRSV

A regiéo intergénica (IGR) do M RNA do TCSV e do GRSV, presente entre o
gene NSm e o0 gene precursor das glicoproteinas, foi totalmente seqienciada.
Similarmente ao que ocorre para outras espécies de tospovirus, a IGR do M RNA do
TCSV e do GRSV mostrou regides ricas em adenina pareando com regides ricas em
uracila, especialmente no meio do genoma dos precursores (dados ndo mostrados).
A IGR do TCSV apresentou 357 nucleotideos de comprimento enquanto a do GRSV
apresentou 342 nucleotideos (Tabela 2). A comparagdo da sequéncia de
nucleotideos da IGR de varias espécies de tospovirus, mostrou 47% de identidade
entre o TSWV e 0 TCSV e 55% de identidade entre o TSWV e o GRSV. Quando as
sequéncias da IGR do TCSV e do GRSV foram comparadas, a identidade de

nucleotideos aumentou para 78%.

Analise filogenética dos tospovirus baseada no precursor das glicoproteinas e na
regido intergénica do M RNA

O método da maxima parsimbnia, usando pesquisa “branch & bound”, pelo
programa MEGA versdo 2.1, resultou na construcdo de arvores parsimoniosas para
o precursor das glicoproteinas e para a IGR do M RNA (Figuras 2 e 3,
respectivamente). A arvore filogenética derivada do precursor das glicoproteinas
dividiu os tospovirus em dois agrupamentos, sendo um composto pelos isolados de
TSWV, TCSV, GRSV e INSV, e o outro constituido pelas espécies 1YSV, WSMV,
GBNV e PBNV (Figura 2). Por outro lado, a arvore filogenética construida a partir
das sequéncias da IGR do M RNA dos tospovirus, dividiu os tospovirus em trés
agrupamentos: o primeiro formado pelos isolados do TSWV, o segundo formado
pelo TCSV e GRSV, e o terceiro formado pelo 1YSV e INSV. As espécies WSMV e
GBNV foram agrupadas separadamente das demais espécies de tospovirus

analisadas (Figura 3).



58

Discussao

Neste artigo, foi relatada a determinacdo da sequUéncia completa e a
comparacado do gene precursor das glicoproteinas, da regido intergénica do M RNA
e da regidao 3' ndo traduzida do M RNA de dois tospovirus, TCSV e GRSV. Esses
virus mostraram alta similaridade entre si e se diferenciaram das demais espécies de
tospovirus.

O comprimento de segmentos especifico das moléculas do M RNA de varios
tospovirus revelou caracteristicas interessantes. O INSV exibiu uma regido 3' nao
traduzida nédo usual muito longa (Tabela 2). Os dados resultantes da regido 3' ndo
traduzida permitiram a divisdo dos tospovirus analisados em trés grupos bem
definidos: o grupo do TSWV, TCSV e GRSV, o grupo do GBNV, WSMV e IYSV e o
grupo monotipico do INSV (Tabela 2). O comprimento da regido intergénica parece
possuir importancia biolégica dentro de cada grupo, o que pode estar relacionado
com as fungdes regulatorias e possivelmente dependem das estruturas primaria e
secundaria destes segmentos. Notavelmente, a regido 3' ndo traduzida do M RNA
do TCSV e do GRSV foi quase idéntica (97%).

A predicdo dos dominios das proteinas usando-se o programa SMART
(Schultz et a/.,, 1988; 2000), mostrou um sitio de divagem peptideo-sinal no
aminoacido 36, localizado na extremidade amino terminal do precursor G1/G2 do
TCSV e do GRSV, assim como cinco dominios transmembranicos e seis sitios de N-
glicosilagdo. A topologia do precursor das glicoproteinas do TCSV e do GRSV
revelou um padrdo bastante similar, diferindo apenas na posicdo dos aminoacidos
que delimitam os dominios transmembranicos e os sitios de /V-glicosilacdo (Figura
1). As topologias do precursor das glicoproteinas dos tospovirus TSWV, PBNV,
WSMV, INSV e IYSV foram comparadas por Cortez et al. (2002) através do
programa SMART e indicaram a presenca de quatro dominios transmembranicos
para todas as espécies comparadas, assim como 4-9 sitios de glicosilacdo entre as
diferentes espécies. A presenca de um dominio transmembranico adicional no
precursor das glicoproteinas do TCSV e do GRSV representou uma caracteristica
peculiar dessas duas espécies, sugerindo uma extensdo extra da cadeia
polipeptidica atravessando o envelope lipidico desses virus.

Atualmente, é bem aceito o fato da transmissédo e especificidade do vetor

serem determinados pela interacdo das glicoproteinas do envelope dos tospovirus
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com receptores presentes na superficie das células do intestino médio do inseto,
mediando assim a aquisicdo da particula viral pelo tripés (Bandla et al., 1998). Foi
sugerido que o motivo RGD (Arg-Gly-Asp), dentro da proteina G2 do TSWV e do
INSV, possui uma fungdo importante na ligacdo do virus com a célula (Verkleij &
Peters, 1983; Law et al., 1992). Por outro lado, o precursor das glicoproteinas do
GBNV, WSMV e IYSV nédo apresentaram o motivo RGD (Cortez etal., 2002), apesar
deste motivo estar presente no TCSV e GRSV. A fungdo do motivo RGD ainda
necessita ser melhor explicada, mas sua presenga pode separar 0s tospovirus em
dois grupos, o grupo do TSWV e o grupo do WSMV.

O ICTV propbe a classificacdo das espécies de tospovirus de acordo com
critérios como: circulo de hospedeiras (amplo, intermediario e restrito),
especificidade do vetor (espécies de tripés), relacionamento sorolégico da proteina
N e identidade da sequéncia de aminoacidos da proteina N. A identidade de 90% é
aceita como o critério de delimitacdo de espécies. A analise da sequéncia do gene N
de isolados intra-especificos disponiveis no banco de dados revelou uma
porcentagem de identidade de 95-98% entre isolados do TCSV e 94-99% entre
isolados do GRSV. No entanto, quando a comparacéo foi realizada entre isolados do
TCSV e do GRSV, a identidade diminuiu para 81-87%. Tais resultados revelaram
que TCSV e GRSV podem ser considerados como espécies de tospovirus distintas.

Silva et al. (2001) discutiram a questdo da consisténcia dos critérios de
delimitacdo de espécies de tospovirus e sugeriram que esta classificacdo poderia
incluir outros parametros, como comparagdes entre as sequéncias NSm e NSs dos
tospovirus. Esses autores relataram a ocorréncia de alta identidade (96,7%) entre as
sequéncias de aminoacidos da NSm do TCSV e GRSV. Além disso, eles propuseram
0 agrupamento dos tospovirus em dois grandes grupos: “Americano” (TSWV, TCSV,
GRSV, Chrysanthemum stem necrosis virus — CSNV, Zucchini lethal chlorosis virus
- ZLCV e INSV) e “Eurasiano” (GBNV, WSMYV e 1YSV), baseando-se na prevaléncia
geografica e na analise filogenética das proteinas N e NSm- Da mesma forma, a
analise do comprimento da regido 3' ndo traduzida resultou num agrupamento
similar, formando o grupo do TSWV, TCSV e GRSV e o grupo do GBNV, WSMV e
IYSV. A identidade de aminoacidos de 92% entre os precursores das glicoproteinas
do TCSV e do GRSV corroborou para a necessidade de revisdo dos critérios de
taxonomia de tospovirus. O alto valor “bootstrap” obtido na comparacdo das

glicoproteinas (Figura 2), formando os chamados grupos “Americano” e “Eurasiano”,



60

pbde refletir a evolugdo das espécies de tospovirus em duas ramificagfes distintas
(Figura 2). A funcao das glicoproteinas na especificidade e eficiéncia de transmisséo
dos tospovirus pelo vetor pode ser explicada pelo agrupamento conforme a
distribuicdo geografica das populacdes e espécies de tripés co-existentes.

Entretanto, a identidade de 78% entre as sequéncias de nucleotideos da
regido intergénica do M RNA do TCSV e GRSV néo colaborou com a idéia de tornar
TCSV e GRSV uma s6 espécie de tospovirus. Pappu et al. (2000) observou maior
identidade de sequéncias de nucleotideos entre isolados da mesma espécie de
tospovirus (84 a 98%) do que entre espécies diferentes (46 a 59%). O valor de 78%
situa-se entre essas duas categorias. A arvore filogenética gerada (Figura 3)
agrupou os isolados do TSWV, mas a inexisténcia de sequéncias adicionais de
isolados de TCSV e GRSV impossibilitaram o entendimento dos aspectos
evolucionarios envolvidos com esta regido da sequéncia.

Os estudos epidemioldgicos conduzidos no campo indicaram que o TCSV
ocorreu em areas localizadas e com importancia restrita (de Avila et al., 1990;
1993a), enquanto o GRSV esteve largamente disseminado, causando severos
danos econdmicos no Brasil, Africa do Sul e Argentina (de Avila et al., 1990; 1993a;
Dewey et al., 1995; 1996). Um levantamento da ocorréncia de tospovirus em tomate
e pimentdo realizado na regido central do Brasil mostrou que ambas as espécies
estavam presentes, apesar do GRSV apresentar maior incidéncia. As espécies
TCSV e GRSV compartilham caracteristicas biol6gicas semelhantes. Os estudos de
eficiéncia de transmisséo de quatro espécies de tripés confirmaram a similaridade do
TCSV e GRSV, observando-se a mesma especificidade de transmissdo e 0 mesmo
padrdo de replicacdo viral, diferindo-se do TSWV e CSNV (Nagata et al., 2004).
Esses autores relataram que a inoculacdo mecanica do TCSV e GRSV em plantas
de Capsicum chinense ‘P1159236' causou infeccdo sistémica, ao passo que TSWV e
CSNV causaram reacéo tipo hipersensibilidade nas folhas inoculadas, resultando no
aparecimento de infeccdo local. O circulo de hospedeiros do TCSV e do GRSV,
assim como os sintomas provocados nas plantas, sdo extremamente parecidos (de
Avila et al., 1993b) e indistinguiveis em nivel bioldgico. TCSV e GRSV possuem a
identidade da seqiiéncia de aminoacidos do gene N de 82,1% (de Avila et al.,
1993a), sendo entdo consideradas espécies distintas. O relacionamento soroldgico
entre as duas espécies ja foi relatado, apesar da diferenciacdo entre elas ser

possivel pela comparacdo da leitura de absorbancia de ELISA (de Avila et al,
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1993a). A comparacdo da NSM (Silva et al., 2001), da regido intergénica do M RNA,
da regido 3' ndo traduzida e do precursor das glicoproteinas do TCSV e do GRSV foi
de 96,7%, 78%, 97% e 92%, respectivamente. Juntos, esses dados indicaram que
os dois virus foram extremamente similares. Como sugerido por Silva et al. (2001), é
recomendavel que seja realizada a revisdo dos critérios de delimitacdo de espécies

para esses virus dentro do género Tospovirus.
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Tabela 1. Oligonucleotideos internos usados no seqiienciamento do precursor das glicoproteinas do
TCSV e GRSV.
Denominagdo do oligonucleotideo Orientagdo  do Sequéncia

oligonucleotideo

TCSVINTFO1 Anterior 5 TATATGCATCTATATATTCAT 3
TCSVINTRE1 Reverso 5 TGAGAAGCAGGCTCCTATTCT 3
TCSVINTFO2 Anterior 5 GTTGAAGTTATAGATGGG 3
TCSVINTREZ2 Reverso 5 GGATACGTCTAATTTTG 3
GRSVINTFO1 Anterior 5' CTAAATCATCATCATCTTCTATCTTA 3
GRSVINTRE1 Reverso 5 AAAGCTGTGTCTATCCAAGACATCCC 3
GRSVINTFO2 Anterior 5 AGGTACACCATCATGGC 3

GRSVINTRE2 Reverso 5 GGGATTGCATAATTAAGT 3
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Tabela 2. Caracteristicas do genoma dos tospovirus.

Espécies  Cédon de Cddon de ORF° IGR (nt) 3'UTRC No.Amino- M.M.
iniciacdo3  terminag&o3 acidost (kDa)8
TCSV 4795 1369 3426 357 87 1141 128.46
GRSV 4771 1354 3417 342 84 1138 128.16
TSWV 4737 1330 3407 319 84 1135 127.4
INSV 4803 1471 3332 472 169 1110 124.9
GBNV 4754 1389 3365 407 47 1121 127.2
WSMV 4833 1468 3365 472 47 1121 127.6
lYSV 4789 1379 3410 377 49 1136 128.6

TCSV (Tomato chlorotic spot virus); GRSV (Groundnut ringspot virus)', TSWV (Tomato spotted wilt
virus); INSV (Impatiens necrotic spot virus); GBNV (Groundnut bud necrosis virus); WSMV
(Watermelon silver mottle virus); 1YSV (Iris yellow spot virus). As fontes das seqiiéncias para analise
estdo listadas na legenda da Figura 2. O TSWV isolado TSWV-GbrO1 foi usado nesta analise.
“Posicao do cédon de iniciagdo/terminacéo a partir da extremidade 5' da sequéncia do M RNA.
bNUmero de nucleotideos pertencentes a fase de leitura aberta (ORF) do gene precursor das
glicoproteinas.

cNumero de nucleotideos pertencentes a regido 3' nao traduzida do M RNA (3'UTR).

dNumero de residuos do precursor das glicoproteinas deduzidos a partir da seqiéncia de
aminoécidos.

“Massa molecular do precursor das glicoproteinas, predita a partir da seqiéncia de aminoacidos

deduzidos usando o programa Amino Acid Composition (NPSA).

M RNA (r

4882
4855
4821
4972
4801
4880

4838
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Tabela 3. Porcentagem de identidade de aminoacidos do precursor das glicoproteinas entre

tospovirus.

Espécies TCSV GRSV TSWV INSV GBNV WSMV lYSV
TCSV 100a

GRSV 92 100

TSWV 81 79 100

INSV 62 60 65 100

GBNV 32 33 33 35 100

WSMV 32 32 33 34 88 100

lYSV 33 33 33 35 62 62 100

TCSV (Tomato chlorotic spot virus); GRSV (Groundnut ringspot virus); TSWV (Tomato spotted wilt
virus); INSV (Impatiens necrotic spot virus); GBNV (Groundnut bud necrosis virus); WSMV
(Watermelon silver mottle virus); 1YSV (Iris yellow spot virus). As fontes das seqiiéncias para analise
estdo listadas na legenda da Figura 2. O TSWYV isolado TSWV-GbrO1 foi usado nesta andlise.

aAs porcentagens de identidade entre as seqiéncias de aminoacidos dos precursores das

glicoproteinas foram obtidas usando-se ClustalW do Instituto de Bioinformatica Europeu e DNASIS.
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G2 Gl
NH X g 9 X 99 9 coou
— m’'m T
1-36 313-336 345-367 427-449 1071-1093 1141
G2 Gl
N\H X 9 9 X 99 9 COOH
GRSV F —-—
1-36 318-335 345-367 427-449 1074-1096 1138

Figura 1. A topologia dos precursores das glicoproteinas do Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e do
Groundnut ringspot virus (GRSV). Os retangulos pretos representam os dominios transmembranicos.
Os sitios de A/-glicosilacéo preditos estdo indicados como esferas brancas. As posi¢cbes dos
aminoacidos escritas abaixo dos precursores se referem aos potenciais sitios de divagem (tesouras)

e a posicao dos dominios transmembranicos.
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Figura 2. Filogenia dos tospovirus baseada na seqiiéncia de aminoacidos dos precursores das
glicoprotelnas. Os alinhamentos de todas as seqiiéncias de aminoacidos dos precursores das
glicoproteinas disponiveis foram usadas para obter a arvore filogenética. A arvore mais parsimoniosa
foi construida usando-se MEGA verséao 2.1 gerada pelo método da maxima parsimbnia e programa
de pesquisa “branch & bound”. Os numeros abaixo das linhas indicam a freqiéncia de cada
agrupamento apos andlise “bootstrap” com 1000 repeticbes. As fontes das seqiiéncias de
aminoacidos dos precursores das glicoproteinas estdo no GenBank com os numeros de acesso
NC002050 para TSWV-GbrO1 {Tomato spotted wilt virus), AF208497 para TSWV-US1, AF208498
para TSWV-US, M74904 para INSV {Impatiens necrotic spot virus), AAL62023 para IYSV (Iris yellow
spot virus), NC003841 para WSMV-Taiwan (Watermelon silver mottle virus), NP619703 para GBNV
(Groundnut bud necrosis virus), M74904 para PBNV (Peanut bud necrosis virus) e NC001926 para

Bunyamwera virus (Bunya).
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Figura 3. Filogenia dos tospovirus baseada na seqiiéncia de nucleotideos da regido intergénica do
M RNA. Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos da regido intergénica do M RNA
disponiveis foram usadas para obter a arvore filogenética mostrada. A arvore mais parsimoniosa foi
construida usando-se o método da maxima parsimbnia e o programa de pesquisa “branch &
bound* do MEGA versdo 2.1. Os numeros abaixo das linhas indicam a freqiiéncia de cada
agrupamento apés a analise “bootstrap” com 1000 repeticdes. As fontes das seqiiéncias de
nucleotideos da regido intergénica do M RNA estdo no GenBank com 0s numeros de acesso
AJ428574 para TSWV-IT-TO, AJ309924 para TSWV-IT-CE, AJ309923 para TSWV IT-MA,
AF135035 para TSWV FL-PT, AF135033 para TSWV GA-TB, AF135034 para TSWV GA-WM,
S48091 para TSWV BR-01, AF214014 para IYSV, NC003616 para INSV, NC003841 para WSMV e

NC003620 para GBNV.
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CAPITULO 3

O gene do Tomato spotted wilt virus elicitor da reacdo de

hipersensibilidade em Capsicum chinense

Fernanda A. Lovatol, Tatsuya Nagata2, Anténio Carlos de Avila3, Renato de O. Resendel e
Alice K. Inoue-Nagata3. 'Departamento de Biologia Celular, UnB, Brasilia, DF; 2Universidade

Catolica de Brasilia, Brasilia, DF; 3Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF.

Resumo. O tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV) causa uma grave
doenca em centenas de espécies de plantas. O genoma do TSWV consiste de
trés segmentos lineares de RNA codificando trés proteinas estruturais (L,
G1/G2 e N) e duas proteinas ndo estruturais (NSm e NSs). A inoculacéo
mecanica do TSWV em acessos de Capsicum chinense ‘P1152225 e
‘P1159236' provoca reacdo tipo hipersensibilidade (RH). O objetivo deste
estudo foi identificar o(s) gene(s) elicitor(es) da reacéo tipo hipersensibilidade
em C. chinense ‘P1159236°’, de acordo com a teoria gene-a-gene de Flor
(1942). Com este propoésito, os genes codificadores das proteinas N
(nucleoproteina), NSm (movimento célula-célula) e NSs (supressora do
silenciamento pos-transcricional do RNA) do TSWV foram amplificados por RT-
PCR e clonados separadamente em um vetor de expressdo binario baseado
em sistema de expressao Potato virus X (pPVX). Os clones de Agrobacterium
tumefaciens recombinantes, transformados com as constru¢cdes PVX+N,
PVX+NSm e PVX+NSs, e o controle (A. tumefaciens transformada com pPVX)
foram individualmente inoculados em plantas de C. chinense ‘PI159236’,
Datura stramonium e Nicotiana benthamiana. Nos primeiros estagios do
desenvolvimento da infecgédo, sintomas como clorose internerval e mosqueado
(caracteristicos da infeccdo do PVX) apareceram nas plantas inoculadas com o
controle pPVX e com as construgbes PVX+N, PVX+NSm e PVX+NSs. Os
resultados das analises de ELISA e Western blotting realizados com folhas de
C. chinense, D. stramonium e N. benthamiana infectadas, confirmaram a
expressdo das proteinas N, NSm e NSs. Logo apdés o aparecimento dos

primeiros sintomas de PVX, folhas de C. chinense, D. stramonium e N.
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benthamiana inoculadas com a construgdo PVX+NSs mostraram severos
sintomas necroticos sistémicos, sugerindo um aumento na expressdo dos
sintomas provocados por PVX, causado possivelmente pelo sinergismo entre
PVX e a proteina NSs. Lesdes cloréticas e necroticas tipo HR seguidas por
abscisédo foliar foram observadas somente em plantas de C. chinense
‘P1159236' inoculadas com a construgcdo PVX+N. Este resultado indicou que o

gene N é possivelmente o elicitor da reacdo tipo hipersensibilidade em C.
chinense ‘P1159236’.

Este trabalho foi premiado no XXXVII Congresso Brasileiro de Fitopatologia com o prémio
“Jovem Fitopatologista 2004” na modalidade melhor apresentagdo oral e sera submetido com

modificacdes para publicacdo na revista Molecular Plant-Microbe Interactions.

Introducao

A teoria gene-a-gene proposta por Flor (1942) tem sido extensivamente
usada para explicar relacionamentos genéticos em diferentes interacfes
patégeno-hospedeiro, particularmente os mecanismos de resisténcia da planta
contra 0 ataque de patdégenos. Esta hipotese propde que a resisténcia a um
patégeno depende da presenca do gene de resisténcia (R) na planta
hospedeira interagindo com o equivalente gene de aviruléncia (Avr) ou elicitor
presente no patégeno (Keen, 1990; Staskawicz et al., 1995). Uma ampla
variedade de respostas de defesa é induzida em uma planta resistente
contendo o gene R mediado pela elicitagdo de produtos Avr do patégeno. O
blogueio do espalhamento do patégeno pela planta ocorre através da rapida
morte celular do tecido da hospedeira no ponto que circunda a entrada do
patdgeno. Este processo, chamado reacédo de hipersensibilidade (RH) é uma
tipica reacdo de resisténcia baseada na teoria gene-a-gene. Este tipo de
reacao é frequentemente seguido pela sintese de compostos antimicrobianos,
incluindo espécies de oxigénio reativas, acido benzdico e salicilico, proteinas
relacionadas a patogenicidade (PR), lipoxigenases, fitoalexinas e compostos
fendlicos (Hammond-Kosack & Jones, 1996; Mittler & Lam, 1996; Morei &
Dangl, 1997) A RH pode ser fenotipicamente diversa, variando desde a reacao

em uma unica célula até o aparecimento de areas necroticas espalhadas,
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acompanhando o limite da colonizacdo do patdégeno (Holub et al.,, 1994).
Visualmente, a manifestacdo da RH aparece como lesdes locais necroéticas na
folha inoculada, seguida pela abscisao foliar.

A morte celular programada (“programmed cell death” ou PCD) é o
provavel mecanismo envolvido com a RH. PCD é um processo basico
controlado geneticamente, ativado durante o desenvolvimento de organismos
multicelulares em resposta a invasdo de patdégenos ou aos sinais de stress
(Raff, 1998). Nos mamiferos, PCD ou apoptose € reconhecido como um
fendmeno ubiquitinoso com caracteristicas morfoldgicas peculiares. Em
plantas, muitos tecidos ou 6rgaos inteiros sofrem morte celular como parte do
seu desenvolvimento normal (senescéncia) ou em resposta ao estress
ambiental ou causado por patdogenos (Greenberg, 1996). Apesar do
mecanismo de PCD em plantas estar pouco elucidado, muitas similaridades
morfologicas e bioquimicas entre PCD em animais e plantas tém sido descritas
em diferentes condi¢gbes experimentais, incluindo condensacdo do ndcleo e do
citoplasma, divagem do DNA em fragmentos pequenos de 180 pb (“DNA
laddering”) e liberacdo do citocromo c a partir da mitocéndria (Danon et al.,
2000; Balk & Leaver, 2001; Lam etal., 2001; Hoeberichts & Woltering, 2003).

O virus Tomato spotted wilt virus (TSWV) é a espécie-tipo do género
Tospovirus, integrante da familia Bunyaviridae. Os tospovirus apresentam um
enorme circulo de hospedeiros (mais de 1.000 espécies de plantas distribuidas
em mais de 90 familias boténicas), e sdo transmitidos na natureza pelo inseto
vetor tripés de maneira circulativa propagativa. O genoma dos tospovirus é
formado por trés segmentos lineares de RNA, denominados L RNA, M RNA e S
RNA. O L RNA possui polaridade negativa e contém uma Unica “open reading
frame” (ORF), codificando a polimerase viral (L). O M RNA apresenta uma
estratégia de codificacdo ambisenso, codificando a proteina ndo estrutural de
movimento NSm no sentido viral e o precursor das glicoproteinas G1/G2 no
sentido viral complementar. O S RNA também possui estratégia ambisenso,
codificando a proteina nado estrutural NSs no sentido viral, supressor do
silenciamento pds-transcricional do RNA (Takeda et al., 2002), e a

nucleoproteina (N) no sentido viral complementar.
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Os tospovirus estdo entre os dez virus mais prejudiciais em hortalicas e
plantas ornamentais no mundo, podendo causar perdas anuais nas culturas de
mais de um bilhdo de ddélares (German et al.,, 1992; Goldbach & Peters, 1996;
Prins & Goldbach, 1998). O rapido espalhamento do vetor tripés, Frankliniella
occidentalis, pelo mundo possivelmente contribuiu para este vasta
disseminagcdo. Uma das maneiras mais eficazes de controlar o virus é o
desenvolvimento de cultivares resistentes através da introgressédo de genes de
resisténcia naturais em genotipos comerciais. Em tomate, o gene Sw-5 foi
identificado em Lycopersicon peruvianum, controlando a infeccéo sistémica do
TSWV, TCSV e GRSV (Stevens, 1964; Stevens et al., 1992). Em pimenta,
foram identificados varios acessos de Capsicum chinense expressando
resposta tipo RH apds serem inoculados mecanicamente com TSWV, incluindo
P1152225, P1159236 e CNPH275 (Black et al., 1991; Boiteux et al., 1993;
Boiteux & de Avila, 1994). Os estudos de heranca conduzidos com esses
acessos mostraram que a resisténcia desses gendtipos é monogénica,
dominante e esta localizada no mesmo locus, chamado Tsw (Boiteux, 1995;
Black et al., 1996; Moury et al., 1997). Entretanto, as espécies de tospovirus
Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV), quando
inoculadas mecanicamente nestes genétipos, causaram infeccdo sistémica
(Boiteux & de Avila, 1994). Recentemente, Roggero et al. (2002) relataram
quebra da reacdo de resisténcia tipo RH de Capsicum chinense P1152252 ao
TSWV. Isto aconteceu quando as plantas foram mantidas em altas
temperaturas (>30°C) e dependeu do estagio de desenvolvimento da planta no
momento da inoculagéo do virus.

Neste artigo, foram investigados trés genes do TSWV candidatos na
elicitacdo da reacéo tipo hipersensibilidade em Capsicum chinense ‘P1159236’.
Foram avaliados a expressado e os efeitos fenotipicos provocados pelos trés
genes do TSWV (nucleoproteina, proteina de movimento NSM e NSs) em
plantas de C. chinense ‘P1159236’, usando o vetor de expressao baseado em
Potato virus X (PVX).
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Materiais e métodos

Fonte do virus e purificagdo do RNA viral

A espécie Tomato spotted wilt virus (TSWV-BR-01) (de Avila et al., 1990)
foi mantida em Nicotiana rustica mediante inoculagdo mecéanica do extrato
foliar, usando-se tampao fosfato de sédio 0,05 M e sulfito de sodio 0,01 M, pH
7,0, em condicdes experimentais de casa de vegetacao.

Os nucleocapsideos do TSWV foram parcialmente purificados a partir
das plantas de N. rustica infectadas sistemicamente com TSWV, conforme
descrito por de Avila et al. (1990). O RNA viral foi extraido a partir dos
nucleocapsideos virais usando-se o método Trizol (Invitrogen), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. As manipulagbes com DNA e RNA foram

executadas de acordo com Sambrook et al. (1989).

RT-PCR dos genes N, NSm e NSs do TSWV

As fitas de cDNA dos genes N, NSM e NSs do TSWYV foram sintetizadas
a partir do RNA purificado usando-se oligonucleotideos anti-senso para cada
gene (Tabela 1). Para as reacOes de retrotranscricdo foi usada a enzima
MMLV-RT (Invitrogen) e 100-500 ng do RNA viral purificado, de acordo com as
instru¢des do fabricante. As reagdes foram mantidas a 37°C durante 1 hora.

Os cDNAs dos genes N, NSM e NSs do TSWV foram amplificados por
PCR usando-se oligonucleotideos especificos para cada gene (Tabela 1). As
reacOes de amplificacdo foram realizadas no termociclador Mastercycler
(Eppendorf) usando-se 2 pl do cDNA , 5 pl do tampao 10X Platinum High-
Fidelity DNA polymerase (Invitrogen), 4 pl de 2.5 mM dNTP, 0.8 pl de 50 mM
MgCh, 100 ng do oligonucleotideo NTSWV1 e NTSWV2 para a amplificacdo do
N, 100 ng do oligonucleotideo NSMTSWVI e NSmTSWV2 para a amplificagdo
do NSm e 100 ng do oligonucleotideo NSSTSWVI e NSSTSWV2 para a
amplificacdo do NSs (Tabela 1), 0.25 U da Platinum High-Fidelity DNA
Polymerase (Invitrogen) e 4gua, totalizando um volume de reacédo de 50 pl. As

amostras foram inicialmente desnaturadas por 5 minutes a 94°C antes de
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serem submetidas aos 30 ciclos de 94°C por 1 minute, 55°C por 1 minute e

72°C por 1 minute.

Construgéo dos vetores de expressédo recombinantes

Os produtos da PCR obtidos para os genes N, NSM e NSs do TSWV
foram duplamente digeridos com as enzimas de restricdo Clal e Sall,
fragmentados por tamanho em gel de agarose 1% e purificados a partir do gel
de agarose (Sephaglass Band Prep Kit, Amersham/Bioscience) antes de serem
ligados ao vetor de expressdo binario pgR107 (PVX) (Jones et al.,, 1999),
digerido com Cl/al e Sa/l. O vetor pgR107 expressa um RNA do PVX infeccioso
através do promotor 35S do Cauliflower mosaic virus, apos a introducao dentro
das células das plantas utilizando inoculacdo de Agrobacterium tumefaciens
cepa GV3101 (“agro-inoculagdo”) (Figura 1).

A clonagem dos fragmentos no vetor na orientacdo correta foi
confirmada através de seqiienciamento automatico dos clones recombinantes
obtidos. Os plasmideos recombinantes foram mantidos e propagados em
Escherichia coli cepa XL-1 Blue e crescidos na presenca do antibiotico
canamicina (50 pg/ml). O DNA plasmidial das construcdes foi purificado a partir
das culturas de E. coli mediante lise alcalina e foram usados para a
transformacdo de A. tumefaciens cepa GV3101. As células bacterianas de A.
tumefaciens cresceram durante dois dias a 28°C em placas contendo meio LB
e 4gar suplementadas com canamicina como agente seletivo. A selecdo dos
clones recombinantes foi realizada através de PCR de coldnias usando-se 0s
oligonucleotideos especificos para cada gene (Tabela 1) e digestdo dos DNAs

plasmidiais dos clones com as enzimas de restricdo C/al e Sall.
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Inoculagéo dos clones de A. tumefaciens recombinantes nas plantas alvo

As células de A. tumefaciens transformadas com as construcdes
PVX+N, PVX+NSm e PVX+NSs, assim como o controle (A. tumefaciens
transformada com o vetor pgR107 ou PVX), foram inoculadas com o auxilio de
palito sobre as folhas cotiledonares de Capsicum chinense ‘P1159236’, Datura
stramonium e Nicotiana benthamiana (2 a 5 folhas de idade). Nessas plantas,
foram feitos de 2 a 6 furos nos cotilédones ou nas primeiras folhas verdadeiras
(Figura 2). O desenvolvimento dos sintomas foi monitorado diariamente até 40
dias apdés a inoculacdo. Como controles adicionais do experimento, foram
inoculados mecanicamente em N. benthamiana e C. chinense os virus TSWV

BR-01 e PVX selvagens, individualmente.

ELISA e Western blotting

Todas as plantas inoculadas foram testadas quanto a expressado das
proteinas N, NSm e NSs do TSWV, através de “double antibody sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) (Clark & Adams, 1977) e
Western blotting.

Para a técnica de Western blotting, os extratos da proteina total foram
desnaturados e separados em gel SDS-PAGE descontinuo (Laemmli, 1970), e
em seguida foram eletro-transferidos para membranas de PVDF. Os filtros
foram bloqueados em leite em pd desnatado 2% diluido em PBS. Para a
deteccdo das proteinas N, NSM e NSs, as membranas foram incubadas com
anticorpos policlonais (1 pg/ml) contra essas proteinas durante toda a noite. Os
complexos antigeno-anticorpo foram visualizados usando complexos da

enzima alcalina fosfatase conjugada ao IgG anti-coelho e substrato NBT/BCIP.
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Resultados

Construcao dos vetores de expressao recombinantes e inoculagéo nas plantas

O vetor binario baseado em PVX foi escolhido para testar trés genes
candidatos a elicitores da RH em C. chinense ‘P1159236’. Os vetores de PVX
recombinantes, construidos através da clonagem dos genes N (PVX+N), NSM
(PVX+NSm) e NSs (PVX+NSs) do TSWV no vetor pgR107 (pPVX) foram
obtidos com sucesso. Apos a transformacéo de A. tumefaciens cepa GV3101,
seis clones foram inoculados nas plantas teste para a construcdo PVX+N,
enquanto dois clones foram inoculados para PVX+NSm e PVX+NSs. Os
primeiros sintomas nas plantas agro-inoculadas com pgR107 (pPVX) surgiram
7 a 9 dias apo6s a inoculagdo e consistiram de clorose internerval e mosqueado
em D. stramonium (Figura 3A), clorose internerval e mosqueado em N.
benthamiana (Figura 3B) e clorose internerval e formagdo de manchas
necroticas sistémicas com centro marrom-claro e borda marrom-escura em C.
chinense ‘P1159236' (Figura 4A). Esses sintomas foram idénticos aqueles
causados pelo virus selvagem de PVX. Somente algumas plantas do total de
plantas inoculadas com as constru¢cdes de PVX recombinantes exibiram
sintomas, e a taxa de infec¢do nédo foi relacionada com o numero de furos
feitos nas folhas durante a inoculagéao.

Folhas de N. benthamiana sistemicamente infectadas, que haviam sido
agro-inoculadas com pPVX e com as construgdes PVX+N (clones 3, 4, 5,6, 7 e
9), PVX+NSm (clones 1 e 2) e PVX+NSs (clones 5 e 8), foram usadas como
fonte de in6culo para a inoculagdo mecanica em plantas de C. chinense
‘P1159236’, D. stramonium e N. benthamiana (Tabelas 2 e 3).

Todas as 18 plantas inoculadas mecanicamente com extrato foliar
infectado com pPVX desenvolveram sintomas de PVX (Tabela 2). Entretanto, a
eficiéncia da infecgdo variou de acordo com a contrugdo recombinante
inoculada. E desconhecido o fato da expressdo de genes inseridos no vetor

interferirem ou ndo com a infecgédo provocada pelo vetor PVX.
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Expressao dos genes do TSWV nas plantas

Foram coletadas folhas de cada planta inoculada para a realizacdo dos
testes de ELISA e Westen blotting. Os testes de ELISA mostraram que as
plantas inoculadas com as trés construcbes e com o0 controle estavam
infectadas por PVX. As analises de ELISA e Western blotting realizadas com
antissoros contra as proteinas N e NSs do TSWV, demonstraram que 0s genes
N e NSs clonados no vetor pgR107, foram eficientemente expressos nas
plantas de Capsicum chinense 'P1159236' e N. benthamiana (Figura 5). A
expressdo da proteina NSM do TSWV em C. chinense e N. benthamiana foi

confirmada através de ELISA (dados ndo mostrados).

A expressdo do gene N induziu reacao tipo hipersensibilidade em C. chinense
'P1159236'

As plantas de C. chinense *PI159236' inoculadas com extrato foliar
infectado com pPVX (pgR107) apresentaram mosqueado, clorose internerval e
necrose sistémica, sintomas idénticos aos causados pela infec¢do de PVX, 10-
15 dias ap6s a inoculacdo (dpi) (Tabela 3; Figura 4A), enquanto a inoculagao
com a construcdo PVX+N resultou no desenvolvimento de lesbes locais
cloréticas nas folhas inoculadas, aproximadamente 8 dpi (Figura 6). Esses
pontos cloréticos evoluiram para pontos e manchas necréticas marrom-escuras
e com bordas delimitadas espalhadas pela folha, 15-30 dias dpi (Figuras 4B, 6
e 7A). Esses sintomas se localizaram em 1-3 folhas, ocorrendo absciséo foliar
30-35 dpi (Figura 8), sintomatologia semelhante a reacdo de resisténcia tipo
hipersensibilidade. Consistentemente, no inicio da expressdo dos sintomas,
essas plantas apresentaram sintomas tipicos do PVX, mas em 30 dias apos a
inoculagdo, os sintomas de PVX desaparecerem. As folhas mais jovens
tornaram-se completamente assintomaticas, ao passo que nas folhas velhas
foram gradualmente aparecendo pontos cloréticos e necréticos a partir da
ponta da folha até o peciolo. Antes mesmo que 0s pontos necroticos
atingissem a por¢cdo mediana da lamina foliar, a folha caiu da planta. Este ciclo
de aparecimento de pontos necroéticos e abscisdo foliar foi continuamente
sendo observado durante o periodo avaliado. Entdo, a planta foi

sistemicamente sendo infectada pelo PVX recombinante de modo que a lesbes
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apareceram continuamente nas folhas velhas. Por outro lado, C. chinense
‘P1159236' infectado com pPVX mostrou mosqueado e necrose, sintomas
claramente distintos dos provocados por plantas inoculadas com PVX+N. A
auséncia de sintomas nas folhas jovens das plantas inoculadas com PVX+N
sugeriram que a proteina N interferiu no desenvolvimento da infeccdo do PVX.
Investigagbes adicionais precisam ser conduzidas com o intuito de

compreender os mecanismos moleculares ocorridos nesta interagao.

A expressao do gene NSm produziu sintomas tipicos do PVX

As plantas inoculadas com a construgdao PVX+NSM foram infectadas
sistemicamente. Foram observados sintomas tipicos de PVX em plantas de C.
chinense ‘P1159236’, D. stramonium e N. benthamiana inoculadas com
PVX+NSm e com pPVX (Tabela 3). Neste experimento, nenhum sintoma
adicional causado pela expressdo do gene NSM foi observado quando
comparado aos controles das plantas inoculadas com pPVX e com o PVX

selvagem.

A expressao do gene NSs produziu necrose sistémica severa

A inoculacdo de C. chinense, D. stramonium e N. benthamiana com a
construcdo PVX+NSs causou necrose sistémica severa em todas as plantas,
13-15 dpi (Tabela 3; Figuras 9 e 10), frequentemente seguida pela necrose das
folnas e hastes ou morte da planta. Ao serem inoculadas com o controle
(pPVX), essas plantas mostraram clorose internerval e mosqueado (Tabela 3).
A expressdao do gene NSs intensificou os sintomas causados pelo PVX,

sugerindo a ocorréncia de sinergismo entre a proteina NSs do TSWV e o PVX.
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Discussao

Neste capitulo, foi descrita a ocorréncia de sintomas semelhantes aos
induzidos pela reacéo de hipersensibilidade (lesbes locais necréticas seguida
por abscisdo foliar) em C. chinense ‘P1159236’, apds inoculacdo com a
construcdo PVX+N, sugerindo que a nucleoproteina do TSWV ¢é a elicitora da
RH nesta planta.

Diferentes proteinas virais tém sido identificadas como elicitores de
aviruléncia, incluindo a RNA polimerase RNA dependente (Meshi et al., 1988;
Hamamoto etal., 1997; Kim & Palukaitis, 1997; Padgett et al., 1997; Erickson et
al., 1999), a proteina de movimento (Meshi et al., 1989; Weber et al., 1993;
Weber & Pfitzner, 1998) e a proteina da capa (Bendahmane et al., 1995;
Berzal-Herranz et al.,, 1995; Taraporewala & Culver, 1996; de la Cruz et al.,
1997). A proteina da capa (CP) do Tobacco mosaic virus (TMV) elicitou RH
conferida pelo gene W de Nicotiana sylvestris. Nessas plantas, o TMV ficou
localizado nas células vizinhas as lesGes necroticas formadas em estagios
tardios da RH (Taraporewala & Culver, 1996). Em adicdo, a resposta mediada
pela proteina da capa foi dependente de temperatura, pois RH e resisténcia
ocorreram somente em temperaturas abaixo de 27°C (Kassanis, 1952;
Chichkova et al., 2004). Recentemente, foi demonstrado que a proteina da
capa do tobamovirus age como elicitora da resisténcia mediada tanto por L2
guanto por L4 em Capsicum (Gilardi et al., 2004).

Por outro lado, foi relatado o primeiro exemplo de RNA ndo traduzivel
desencadeando resisténcia tipo RH em plantas infectadas por virus (Szittya &
Burgyan, 2001). Neste experimento, uma regiao formada por 860 nucleotideos
de parte da sequéncia que codifica a capa proteica do RNA do tombusvirus
Cymbidium ringspot virus (CymRSV), foi responsavel pela elicitacdo de
resisténcia tipo RH em plantas de Datura stramonium.

A reacdo visual tipo RH em plantas de C. chinense ‘P1159236
inoculadas com a construgédo PVX+N pode ndo ser causada pela expressao da
proteina N, mas pelo RNA gque codifica a proteina. A expressdo das proteinas
N, NSm e NSs em plantas de C. chinense foi confirmada pelas andlises de

ELISA e Western blotting, mas ndo foram suficientes para demonstrar
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convincentemente que a proteina N elicitou RH. A constru¢do de uma versao
ndo traduzivel do gene N sera necesséaria para elucidar esta questdo. A
infeccdo do PVX selvagem e do pPVX em plantas de C. chinense ‘P1159236
causou necrose sistémica (Tabela 3). A ocorréncia de sintomas necroéticos
pode interferir na avaliagdo apropriada da reacdo tipo hipersensibilidade.
Entretanto, claras diferencas fenotipicas, baseadas nos sintomas foram vistas
entre C. chinense inoculada com PVX e com PVX+N. As plantas inoculadas
com pPVX mostraram mosqueado e desenvolvimento de lesdes necroéticas
sisttmicas com as bordas irregulares escuras margeando centros marrom
claros, enquanto as plantas inoculadas com PVX+N mostraram mosqueado e
desenvolvimento de lesBes necréticas menores marrom escuras com as bordas
bem delimitadas, seguida por abscisdo foliar. Indubitavelmente, as folhas
superiores da planta pareciam estar sadias, ao passo que as folhas baixeiras
apresentavam nitidos sintomas.

Com o intuito de provar a ocorréncia de resisténcia tipo RH em C.
chinense ‘P1159236' induzida pela proteina N do TSWV, estudos adicionais
usando-se técnicas bioquimicas e moleculares precisam ser conduzidos. As
estratégias incluem a deteccédo de RH através de fragmentagdo do DNA (“DNA
laddering”), “ion leakage” presenca de espécies de oxigénio reativas, analises
citoquimicas através de microscopia Optica usando-se corantes como
lactofenol-trypan blue e anilina blue e verificagdo da ocorréncia de morte celular
programada usando-se kits anti-apoptoticos baseados na medicdo da atividade
da caspase.

No presente trabalho, mostrou-se que a inoculacdo da construcéo
PVX+NSm em C. chinense, D. stramonium e N. benthamiana n&o causou
nenhum sintoma distinto ao provocado pela inoculagdo com o controle pPVX.
No entanto, a inoculagdo da construcdo PVX+NSs causou severos sintomas
necroticos sistémicos em C. chinense ‘P1159236°, D. stramonium e N.
benthamiana, corroborando com a funcdo da proteina NSs como supressora do
silenciamento poés-transcricional do RNA (Takeda et al., 2002), possivelmente
agindo como aceleradora da infeccéo do PVX.

Este estudo descreveu o0 uso do vetor binario baseado em PVX para
investigar proteinas virais do TSWV envolvidas com a resisténcia tipo RH em
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C. chinense ‘P1159236’. Este sistema tem sido empregado para induzir
silenciamento pds-transcricional tanto de transgenes quanto de genes
enddgenos da planta através de co-supressdo, e representa uma eficiente
ferramenta molecular para expressao transiente de genes exdgenos no sistema
vegetal (Jones et al., 1999; Thomas et a/.,, 2001). Este sistema de expressao
viral possui grande potencial devido a facilidade na sele¢céo dos recombinantes
do PVX. Como nos ensaios de imunizacdo usados em mamiferos, o vetor PVX
expressa a proteina em qualquer parte da planta infectada, aumentando assim
a quantidade de resposta do tecido da planta de um Unico sitio de injecéo para
toda a planta, permitindo que o virus se espalhe. Todavia, este método nao
eliminou os sintomas necréticos tipicos de PVX produzidos em C. chinense
apoés a inoculacdo. O tipo de necrose provocado por pPVX e por PVX+N foi
claramente distinto, especulando-se que os mecanismos celulares envolvidos
na resposta necroética foi essencialmente diferente. No caso das plantas
infectadas por PVX+N, este mecanismo parece ter sido o da morte celular
programada.

Este € o primeiro relato da identificacdo do gene do TSWV elicitor de RH
em Capsicum chinense ‘P1159236’.
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Tabela 1. Oligonucleotideos usados para amplificagdo dos genes N, NSM e NSs do TSWV por

RT-PCR.

Gene  Oligonucleotideo
N NTSWV1

N NTSWV2

NSm NSMTSWVI
NSm NSMTSWV2
NSs NSsTSWVI
NSs NSsSTSWV2

Orientagéo

do oligo
Anterior
Reverso
Anterior
Reverso
Anterior

Reverso

Sequéncial

5' CCCATCGATATGTCTAAGGTTAAGCTC 3

5 CCCGTCGACTTCAAGCAAGTTCTGCGAG 3

5 CCCGTTTAAACATCGATATGTTGACTCTTTTCG 3
5 CCCGTCGACACTATATTTCATCAAAG 3

5 CCCCCATGGATCGATGTCTTCAAGTGTT 3

5' CCCGTCGACTTATTTTGATCCTGAACG 3

HQs sitios das enzimas de restrigdo (ATCGAT- C/al. GTCGAC- Sa/l) estdo sublinhados abaixo

das sequiéncias.

Tabela 2. Frequéncia do aparecimento dos sintomas de PVX em plantas inoculadas com

extrato foliar de N. benthamiana infectada com pPVX e com as construgdes.

Clonel
Planta inoculada
D. stramonium
N. benthamiana
C. chinense ‘P1159236'

Construgéo
PVX+N PVX+NSm PVX+NSs pPVXz
3,4,56,7e9 le2 5e8 le2
8/123 2/4 4/4 6/6
8/12 4/4 4/4 3/3
12/36 5/8 6/8 9/9

}dentificagéo dos clones recombinantes de cada construcao.

2pgR107 sem inserto.

3NUmero de plantas sintomaticas/niamero de plantas inoculadas.
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Tabela 3. Avaliacdo dos sintomas observados em plantas teste inoculadas mecanicamente

com extrato foliar infectado com pPVX e com as construgdes.

. Construgédo

Planta teste

D. stramonium

N. benthamiana

C. chinense
‘P1159236'

PVX+N

Pontos necréticos

Clorose
internerval

Mosqueado

Clareamento de
nervuras

Mosqueado

Lesbes
sistémicas
cloréticas e
necréticas
marrom escuras

Abscisao foliar

PVX+NSm

Clorose
internerval

Mosqueado

Clareamento de
nervuras

Clorose
internerval

Mosqueado

Clorose
internerval

Mosqueado

LesbOes
sistémicas
irregulares
necréticas com
centro marrom
claro delimitada
por borda escura

PVX+NSs

Necrose
sistémica na
folha e no caule

Morte da folha
ou da planta

Clorose
Enrugamento

Necrose
sistémica
Morte da folha

ou da planta

Necrose severa
na folha ou no
caule

pPVXe
PVX selvagem

Clorose
internerval

Mosqueado

Clareamento de
nervuras

Clorose
internerval

Mosqueado

Clorose
internerval

Mosqueado

Lesdes
sistémicas
irregulares
necréticas com
centro marrom
claro circundado
por borda escura
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Cial/Sma |/ Sal | (pgR107)

(~10Kb)

Kanamycin

Figura 1. Representacdo esquematica do vetor de expresséo binario pgR107

LB= Borda esquerda de Agrobacterium tumefaciens', RB= Borda direita de Agrobacterium
tumefaciens, 35S= promotor de transcricdo do Cauliflower mosaic virus (CaMV); RdRp= RNA
polimerase RNA dependente do Potato virus X (PVX); 25K, 12K e 8K= proteinas de movimento
do PVX (“triple-gene block”); CP promotor= promotor do gene da capa proteica do PVX; CP=
proteina da capa do PVX; Nos= terminador de transcricdo do gene nopalina sintase. Esta figura

foi obtida do website http://www.sainsburv-laboratory.ac.uk/David.

Figura 2. Agro-inoculacdo do vetor pgR107 (pPVX) recombinante em folhas de Nicotiana

benthamiana


http://www.sainsburv-laboratory.ac.uk/David
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Figura 3. Sintomas da infeccdo causada por pPVX (pgR107): (A) Clorose internerval e

mosqueado em folha de Datura stramonium. (B) Clorose internerval e mosqueado em folha de

Figura 4. A. Clorose internerval e lesdes necroticas sistémicas irregulares marrom claras
delimitadas por bordas escuras (setas pretas) em Capsicum chinense 'P1159236' induzidas por
pPVX (pgR107). B. LesBes necroticas pequenas rendondas marrom escuras (setas brancas)

em Capsicum chinense 'P1159236' induzidas por PVX+N.
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Proteina N Proteina NSs
M S PVX 5 6 10 11

2B,B kDa ->

Figura 5. Resultado do Western blotting realizado com Capsicum chinense ‘P1159236' e
Nicotiana benthamiana inoculadas com pPVX, PVX+N e PVX+NSs M = Marcador de massa
molecular de proteinas; S = C. chinense sadia; PVX = C. chinense inoculada com pPVX; 5 =
Poco do gel com C. chinense inoculada com a construgdo PVX+N; 6 = Poco do gel com N.
benthamiana inoculada com a construgdo PVX+N; 10 = Poco do gel com N. benthamiana
inoculada com a construgdo PVX+NSs; 11 = Poco do gel com C chinense inoculada com a
construcdo PVX+NSs; Proteina N = Antissoro contra a proteina N do TSWV; Proteina NSs =

Antissoro contra a proteina NSs do TSWV.

Figura 6. Desenvolvimento de lesdes sistémicas clordticas (setas brancas) e necroticas (setas

pretas) em Capsicum chinense 'P1159236' inoculada com PVX+N.
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Figura 7. A. Capsicum chinense 'PI159236' inoculada com PVX+N mostrando lesbes
sistémicas tipicas do pPVX (pgR107) (setas pretas) e do PVX+N (setas brancas). B. Lesbes
locais necréticas induzidas pelo Tomato spotted wilt virus em Capsicum chinense P1159236

(setas pretas).

Figura 8. Ocorréncia de absciséo foliar (setas brancas) em Capsicum chinense ‘P1159236

inoculada com PVX+N.
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Figura 9. Desenvolvimento de necrose sistémica seguida por morte da folha em Datura
stramonium inoculada com PVX+NSs.

Figura 10. Desenvolvimento de necrose sistémica seguida por morte da folha ou da planta em
Nicotiana benthamiana inoculada com PVX+NSs
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ANALISES CONCLUSIVAS

Esta tese foi desenvolvida em duas linhas de pesquisa fundamentais
para 0 conhecimento das interacbes tospovirus-vetor e tospovirus-planta. A
primeira parte abordou a determinacdo e andlise das sequéncias das
glicoproteinas de duas espécies de tospovirus com ocorréncia no Brasil, TCSV
e GRSV, seguida pela comparacdo destas com as glicoproteinas de outras
espécies de tospovirus. A segunda parte consistiu da identificagdo do provavel
gene de aviruléncia do TSWV responsavel pela inducdo da reagdo de

resisténcia tipo hipersensibilidade em C. chinense ‘P1159236’.

As glicoproteinas virais G1 e G2 dos tospovirus desempenham funcgéo
crucial durante a transmissao do virus pelo inseto vetor tripés, provavelmente
interagindo com receptores presentes na superficie das células do intestino
desses insetos. Até 0 momento, dentre as seis espécies de tospovirus com
ocorréncia no Brasil, somente foi relatada a sequéncia de nucleotideos do gene
precursor das glicoproteinas da espécie-tipo TSWV.

No Capitulo 2 deste trabalho, foram determinadas as sequéncias de
nucleotideos da regido intergénica do M RNA e dos genes precursores das
glicoproteinas das espécies de tospovirus TCSV e GRSV. As comparacoes de
nucleotideos e aminoacidos entre estas sequéncias revelaram alto grau de
identidade de amino&cidos (92%) entre as sequéncias dos precursores das
glicoproteinas do TCSV e GRSV. Quando as mesmas sequéncias foram
comparadas com as dos precursores de outras espécies de tospovirus,
observou-se maior identidade com TSWYV, ou seja, 81% entre TCSV e TSWV e
79% entre GRSV e TSWV. Entretanto, o resultado da comparagdo das
sequéncias de nucleotideos da regido intergénica do M RNA do TCSV e
GRSV, mostrou menor grau de identidade (78%).

A andlise da predicdo de dominios dos precursores das glicoproteinas
do TCSV.e GRSV revelou padrdo muito similar entre elas, diferindo apenas na
posicdo dos aminoéacidos que delimitam os sitios transmembranicos e os sitios
de N-glicosilacdo. Ambas as espécies apresentaram seqiéncias peptideo-sinal

com sitios de divagem no aminoacido 36 localizado na regido N-terminal dos
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precursores, assim como cinco dominios transmembranicos e seis sitios de N-
glicosilagdo. As andlises da predicdo de motivos demonstraram a presenca do
motivo RGD nos precursores das glicoproteinas das duas espécies, localizados
na mesma posi¢do de aminoacido em ambos 0s precursores.

As andlises filogenéticas foram executadas, baseando-se no
alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos precursores das
glicoproteinas do TCSV e GRSV com a dos tospovirus disponiveis no banco de
dados, assim como no alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido
intergénica do M RNA de varias espécies de tospovirus. As duas arvores
flogenéticas construidas mostraram a formacdo de um Unico agrupamento
para TCSV e GRSV, préximo ao TSWV e INSV e distante dos agrupamentos
das demais espécies (GBNV, WSMV e IYSV). As andlises filogenéticas
baseadas nas glicoproteinas e na regido intergénica do M RNA dos tospovirus
obtidas neste trabalho ajudam a explicar a prevaléncia geografica dos
tospovirus e corroboram os resultados de andlises baseadas nas proteinas N e
NSm, realizados por Silva et al. (2001). Estes autores sugeriram 0 agrupamento
das espécies de tospovirus em dois grandes grupos, denominados “Grupo
Americano” e “Grupo Eurasiano”, sendo que TCSV e GRSV efetivamente
fazem parte do “Grupo Americano”.

Considerando-se as similaridades de sequéncia e topologia das
glicoproteinas, assim como resultados dos estudos de transmissao pelo tripés
(Nagata et al., 2004) entre as espécies TCSV e GRSV, este trabalho propde a
necessidade de revisdo dos parametros de taxonomia dos tospovirus
referentes & demarcacdo de espécies adotados atualmente. A medida que as
seqUéncias das proteinas das véarias espécies de tospovirus vao sendo
determinadas, novos critérios de classificacdo de espécies de tospovirus
possivelmente serdo incluidos, como a identidade de sequéncias de proteinas
virais estruturais (glicoproteinas e polimerase) e ndo-estruturais (NSM, NSs e
regiao intergénica) dos tospovirus.

Os resultados produzidos nesta tese serdo importantes em experimentos
de determinacdo da estrutura tercidria das glicoproteinas e caracterizacao de
seus dominios funcionais, na producdo de anti-soros contra as glicoproteinas
de TCSV e GRSV, usados para fins de deteccdo e, principalmente, na

promocdo de estudos de interacdo entre as glicoproteinas e os receptores
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presentes dentro do corpo do tripés, por exemplo mediante o uso da técnica

“yeast-two-hybrid-system”,

Nos ultimos tempos, o estudo das interagbes patdgeno-hospedeiro tem
sido um dos temas cientificos mais investigados em varios patossistemas. A
descoberta da reacéo de hipersensibilidade ao TSWV em Capsicum chinense
‘P1159236' foi inicialmente relatada por Black et al. (1991). O gene de
resisténcia responséavel por esta interacdo na planta foi identificado e mapeado
(Tsw), e vem sendo utilizado em programas de melhoramento genético no
Brasil (Boiteux & de Avila,1994; Boiteux et al., 1995). Por outro lado, a
identificacdo do gene de aviruléncia do patdgeno permanecia desconhecida.
No Capitulo 3, foram observados os efeitos da expressdo de trés genes
(nucleoproteina, NSM e NSs) do TSWV em C. chinense ‘P1159236’, visando a
identificagdo do gene de aviruléncia do TSWV responsavel pela RH. Os
resultados obtidos, baseados em sintomatologia, indicaram que o gene N
(nucleoproteina) é o provavel gene de aviruléncia do TSWYV elicitor de RH em
C. chinense ‘P1159236’, ou contribui como integrante de um complexo de
proteinas que interagem com o produto do gene Tsw para que esta reagao
ocorra. A expressdo do gene N foi comprovada na planta de C. chinense
‘P1159236' através de “western blot” e foram observados nas plantas agro-
inoculadas com a construcdo PVX+N os sintomas tipicos de RH, como o
aparecimento de lesGes necréticas espalhadas pela folha, seguida de abciséo
foliar, aproximadamente 15 dias apés a inoculagao.

As informagbes geradas nesta tese permitirdo que experimentos
adicionais possam ser conduzidos visando comprovar a descoberta do gene de
aviruléncia do TSWV elicitor de RH em C. chinense ‘P1159236’. Vérias técnicas
poderdo ser usadas para este fim, incluindo: microscopia 6ptica dos tecidos
foliares com RH, visualizacdo da fragmentacdo do DNA (“DNA laddering”),
“Northern blot” usando proteinas PR como sondas, medi¢cdo da condutividade
de ions na folha que apresenta RH (presenca de espécies de oxigénio
reativas), delecdes ou mutagdes no gene de aviruléncia e posterior expressao
desses mutantes usando vetores de expressao.

As interacdes proteina-proteina sdo um componente chave das trocas

de respostas ocorridas entre plantas e patdogenos na luta pela sobrevivéncia,
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definindo o sucesso da batalha por parte das plantas (resisténcia) ou por parte
do patdégeno (doenca). A descoberta das proteinas que interagem entre si
numa reacgao de resisténcia representa o primeiro passo para a elucidagcéo da
complexa rede de vias metabdlicas envolvidas nessas interagBes. O
conhecimento dos intermediérios bioquimicos integrantes de uma reacdo de
resisténcia a um patdgeno constituirdA uma ferramenta importante para o
controle deste patdégeno no futuro. O homem podera interferir na cadeia de
reacbes bioquimicas que provocam determinada doenca. Deste modo, este
trabalho contribuiu na geracéo de informagfes essenciais para a compreensao
da interacdo proteina-proteina, ocorrida durante a reacao de hipersensibilidade
no sistema TSVW-Capsicum chinense ‘P1159236’.
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