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RESUMO

COSTA, Alessandra Tenorio, Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, Fevereiro de 2014.
RECEPTOR TIPO QUINASE DE TOMATE: CARACTERIZACAO
MOLECULAR E IMPLICAC}C)ES NAS INFECC}@ES VIRAIS. Professor
Orientador: Dr. lvan de Godoy Maia.

A exposicdo das plantas a diferentes estresses bioticos e abioticos interferem
com os padrdes de expressdo de diversos genes. Estudos sobre a expressédo diferencial
de genes em plantas de tomate infectadas com Pepper yellow mosaic virus (PepYMV
género Potyvirus) revelaram a repressdo de um gene que codifica um receptor do tipo
LRR-RLK (leucine-rich repeat receptor-like kinase). Este mesmo receptor, porém, nao
figura no rol de receptores induzidos pela infeccdo do tomateiro por um Tospovirus,
sugerindo um comportamento diferencial deste gene frente a infeccdo por outras
espeécies virais. Os LRR-RLKSs constituem um grupo diverso de proteinas ancoradas na
membrana plasmatica que permitem a célula reconhecer e responder ao ambiente
extracelular, sendo um componente da via de transducdo de sinal. Este estudo teve
como objetivos caracterizar molecular e funcionalmente o gene que codifica um LRR-
RLK (recentemente denominado SOBIR1) em plantas de tomate (Solanun
lycopersicum) infectadas pelos virus PepYMV e Tomato chlorotic spot virus (TCSV),
género Tospovirus, com o intuito de desvendar uma possivel participacdo desse receptor
no desencadeamento da resposta de defesa durante a infeccdo por essas duas espécies
virais. A caracterizacdo molecular do gene SSOBIR1 foi obtida através da analise do
perfil de expressdo do receptor frente as infeccGes pelos virus PepYMV e TCSV e em
resposta ao estresse mecanico por meio da técnica de PCR em tempo real. Em paralelo,
0s niveis de expressdo de SSOBIR1 em diferentes orgdos/ tecidos da planta, bem como
a localizagdo subcelular de seu produto foi investigada e uma arvore filogenética foi
construida. Nos estudos funcionais foi verificado o efeito da superexpressdo do gene
SSOBIR1 em plantas de tabaco infectadas com cada uma das espécies virais. Além
disso, investigou-se a expressdo de genes de defesa previamente selecionados e espécies
reativas de oxigénio foi detectada nas plantas com superexpressdo. Os resultados
revelaram que a expressdo de SSOBIRL1 é modulada de forma diferente nas plantas de
tomateiro infectadas pelo PepYMV (repressdo) e pelo TCSV (inducdo), sendo



9SOBIR1 também responsivo ao estresse mecanico. SSOBIRL € expresso
preferencialmente nas folhas de tomate e seu produto encontra-se localizado na
membrana plasmaética da célula vegetal. A analise filogenética mostrou que o receptor
SSOBIR1 agrupou-se com o0s receptores SOBIR1 de arabidopsis, uva e de tabaco,
porém apresentando maior identidade com o receptor de tabaco cuja funcdo estad
relacionada com a resposta de hipersensibilidade e ao estresse mecanico. Os resultados
da caracterizagéo funcional ndo revelaram diferengas significativas na acumulagéo viral
entre plantas de tabaco transgénicas superexpressando o receptor SSOBIR1 e plantas
selvagens nao transformadas. Para os genes de defesa PR1 e PR6, um aumento na
expressdo génica foi evidenciado nas plantas superexpressando o receptor SSOBIR1
logo apds o ferimento, porém de modo similar ao observado em plantas de tabaco
selvagem. Quanto a deteccdo de espécies reativas de oxigénio, os resultados sugerem
um maior acimulo do anion superoxido nas plantas de tabaco transgénicas em relacdo a
planta selvagem na fase inicial da resposta ao ferimento. Os dados obtidos no presente
estudo forneceram informacgdes importantes sobre o gene SSOBIR1 e seu produto,
porém ndo evidenciaram uma participacdo direta de SSOBIR1 na resposta as infeccdes

virais.

Palavras chave: interacdo virus-planta, receptor quinase, viroses, mecanismos de

defesa, tomateiro.



ABSTRACT

COSTA, Alessandra Tendrio, Institute of Biosciences, Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho”, Botucatu Campus, February 2014. RECEPTOR-LIKE
KINASE OF TOMATO: MOLECULAR CHARACTERIZATION AND
IMPLICATIONS IN VIRAL INFECTIONS. Advisor: Dr. Ivan de Godoy Maia.

The exposure of plants to various biotic and abiotic stresses interferes with the
expression patterns of different host genes. Studies on differential gene expression in
tomato plants infected with Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) revealed the
repression of a gene encoding a leucine-rich repeat receptor-like kinase (LRR-RLK).
However, this receptor didn’t figure among the receptors induced in tomato during the
infection of a viral species belonging to the Tospovirus genus, suggesting a differential
behavior of this gene in response to other virus species. LRR-RLKSs constitute a diverse
group of proteins anchored in the plasma membrane allowing the cell to recognize and
respond to the extracellular environment, being a component of the signal transduction
pathway. This study aimed to perform a molecular and functional characterization of the
gene encoding such a LRR-RLK from tomato (Solanum lycopersicum) (recently
nominated SSOBIR1) infected by PepYMV and Tomato chlorotic spot virus (TCSV),
Tospovirus genus, in order to reveal a possible implication of this receptor in triggering
defense responses during infection by these two viral species. Molecular
characterization of SSOBIR1 was acquired through the determination of its expression
profile in response to PepYMV and TCSV infection, respectivelly, and to mechanical
wounding employing real-time PCR. In parallel, SSOBIR1 expression levels on
different tomato organs/tissues were determined and protein subcellular localization
investigated, and a phylogenetic tree was constructed. In functional studies, the effect of
SSOBIR1 overexpression in tobacco plants infected with each virus species was
observed. Furthermore, we investigated the expression of previously selected defense
genes and determined reactive oxygen species accumulation in SSOBIR1-
overexpressors. The results revealed that the expression of SSOBIR1 is modulated
differently in tomato plants infected PepYMYV (repression) and the TCSV (induction),
and that the gene is responsive to mechanical wounding. SSOBIR1 is preferably
expressed in tomato leaves and was found to be localized in the cell plasma membrane.

Phylogenetic analysis indicated that SSOBIR1 was grouped with SOBIR1 receptors of



Xi

arabidopsis, grape and tobacco but showed greater identity with a tobacco receptor
whose function is related to hypersensitive response and mechanical stress. The results
of the functional analysis did not show any difference between the viral accumulation
observed in transgenic tobacco plants overexpressing SSOBIR1 and untransformed
wild-type plants. For the defense genes PR1 and PR6, an increase in gene expression
was evident in plants overexpressing SSOBIR1 immediately after the injury but in a
similar way to the one observed in wild-type plants. The detection of superoxide
revelaed a larger accumulation of this reative species in transgenic tobacco plants
compared to wild-type plants in the initial step of the response to injury. The data
obtained in this study provided us with important information about the SSOBIR1 gene
and its product, but didn’t evidenced a direct involvement of SSOBIRL in response to

viral infections.

Keywords: plant-virus interactions, receptor kinase, viruses, defense mechanisms,

tomato.
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1- INTRODUCAO GERAL

As plantas estdo empenhadas em uma luta continua na busca de combater seus
agentes patogénicos dos quais 0s virus destacam-se nesse processo. Os estudos sobre a
interacdo virus-planta sdo de particular importancia, em especial pelos efeitos dréasticos que 0s
virus podem causar na agricultura. As andlises dessa interacdo sdo Uteis para o conhecimento
das respostas de defesa das plantas frente a infeccdo viral, visando entender quais sdo 0s
fatores limitantes dessa infeccdo, e consequentemente, compreender as estratégias adotadas
pelos virus, ao longo da evolugdo, para sobrepor tais respostas. Na maioria das vezes, 0s
mecanismos virais mimetizam as proprias estratégias de defesa desenvolvidas pelas plantas.

A capacidade dos virus em viabilizar a infeccdo ocorre por meio de inUmeras
mudancas importantes na fisiologia da planta hospedeira, incluindo alteracdes estruturais na
celula hospedeira (Francki et al., 1987; Hull, 2002; El-Hoseny et al., 2010), modifica¢bes no
seu ciclo celular (Oakenfull et al., 2002; Hanley-Bowdoin et al., 2004; Afrren et al., 2011
Chapa-Oliver et al., 2011) e a supresséo do silenciamento génico pés-transcricional (Voinnet,
2005; Mérai et al., 2006; Burgyan & Havelda, 2011).

Por outro lado, as plantas desenvolveram eficientes e diferenciadas estratégias de
defesa que sdo acionadas logo ap6s o reconhecimento do agente invasor. Dentre essas
estratégias encontra-se a ativacao de respostas especificas como a hipersensibilidade (HR) e a
resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Vallad & Goodman, 2004; Palukaitis & Carr, 2008),
que juntas sdo acompanhadas por alteracfes na expressdao de genes incluindo a producao de
proteinas relacionadas a patogenicidade (PRs) e varias outras proteinas envolvidas na via de
sinalizacdo da hospedeira (Cooper, 2001; Soosaar et al., 2005). As plantas também
desenvolveram o silenciamento por RNA como estratégia de defesa antiviral, este é capaz de
reconhecer e degradar moléculas de RNA (Stange, 2006; Ding & Voinnet, 2007), bem como
0 sistema ubiquitina/ proteassoma 26S (UPS), descrito recentemente, o qual desempenha um
papel central na degradacao de proteinas (Dielen et al., 2010).

A resposta de defesa inata da hospedeira é desencadeada a partir do
reconhecimento do patdgeno por meio dos chamados “padrdes moleculares associados ao
patdégeno” (PAMPs). Os PAMPs sdo percebidos por “receptores de reconhecimento padrdes
(RRP)” presentes na superficie da célula vegetal. Através deles, o sinal primario é transmitido
para o interior da célula ativando diversas vias de sinalizacdo pela acdo de mensageiros
secundarios que amplificam o referido sinal, culminando em diferentes tipos de respostas,

incluindo a regulacdo da expressao de genes especificos (Leite et al.,1997).
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Dentre 0os RRPs presentes em plantas, os receptores de proteina tipo quinase
conhecidos como RLKs (receptor-like kinase) constituem um grupo diverso de proteinas
ancoradas na membrana plasmatica que permitem a célula reconhecer e responder ao
ambiente extracelular. Estes apresentam um dominio proteina quinase citoplasmatico do tipo
serina/treonina que ¢ ativado pela ligagdo de um elicitor ao dominio receptor extracelular. Os
RLKs sdo componentes importantes da via de transducdo de sinais, controlando uma ampla
gama de processos, incluindo respostas de defesa, ja que séo capazes de monitorar a presenca
de patogenos no apoplasto (Becraft, 2002; Goff & Ramonell, 2007).

Os RLKSs de plantas podem pertencer a duas categorias funcionais diferentes. A
primeira categoria inclui aqueles envolvidos no controle do crescimento e desenvolvimento
da planta, e a segunda inclui os RLKSs envolvidos nas interacdes planta-patdgeno e resposta ao
estresse (Becraft, 2002; Afzal et al., 2008; Apfata, 2010). Pelo menos 21 dominios protéicos
diferentes sdo encontrados nesses receptores, sendo que a maior subfamilia é representada
pelos RLKs dotados de um dominio de repeti¢bes ricas em leucina (LRR-RLKSs) (Sun &
Wang, 2011). O dominio LRR tem sido relacionado a capacidade de interacdo com proteinas
derivadas de patdgenos (Innes, 2004).

Apesar da importdncia dos RRPs, em especial dos LRR-RLKs, no
desencadeamento da resposta inata, até o momento, nenhum receptor capaz de detectar a
presenca de virus invasores foi descrito em plantas, especialmente porque 0s virus sdo
parasitas intracelulares obrigatérios que normalmente se propagam pelo simplasto (Tadamura
etal., 2012).

Alteracfes no padrdo de expressdo génica em plantas de tomateiro infectadas por
diversas viroses ja foram relatadas. Em um estudo onde essas plantas foram infectadas pelo
PepYMV (Pepper yellow mosaic virus, género Potyvirus) observou-se que um gene que
codifica um LRR-RLK foi reprimido 72 horas apds o processo de infeccdo (Alfenas-Zerbini
et al., 2009), sugerindo um possivel envolvimento deste receptor na resposta de defesa do
tomateiro. Em infec¢fes causadas por TSWV (Tomato spotted wilt virus, género Tospovirus),
genes relacionados a defesa e a transducdo de sinal, como os envolvidos na cascata de
sinalizacdo pela proteina quinase ativada por mitégenos (MAPKKK), tiveram sua expressao
aumentada (Catoni et al., 2009). Em contrapartida, o padrdo de expressdo do gene que
codifica o receptor LRR-RLK, identificado inicialmente na interacdo potyvirus-tomate, em
resposta a infec¢do por um tospovirus € desconhecido. Acredita-se que uma modulagdo na
expressao desse receptor venha a ocorrer, reafirmando assim o provavel envolvimento deste

receptor na resposta de defesa do tomateiro frente a essas duas infeccdes virais.
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Em virtude da importancia dos potyvirus e tospovirus, bem como a crescente
necessidade de se estabelecer estratégias de combate a tais viroses, vislumbrou-se que o
estudo do papel de tal receptor poderia representar um passo particularmente interessante para
se entender o funcionamento da complexa rede de interagéo e ativacao das respostas de defesa
da planta hospedeira. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos caracterizar
molecular e funcionalmente o gene que codifica um LRR-RLK (recentemente denominado
SOBIR1) em plantas de tomate (Solanun lycopersicum) infectadas pelos virus PepYMV e
TCSV, com o intuito de investigar um possivel papel desse receptor no desencadeamento da
resposta de defesa durante a infecgdo por essas duas espécies virais. Para tal, visando o
melhor entendimento sobre as analises realizadas, o presente trabalho foi subdividido em dois

capitulos intitulados:

Capitulo 1: Caracterizacdo molecular do receptor quinase (SOBIR1) em plantas de
tomateiro infectadas com os virus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) e Tomato

chlorotic spot virus (TCSV).

Capitulo 2: Estudo funcional do gene que codifica o receptor SOBIR1 de tomate
(SISOBIR1) empregando superexpressao em plantas de tabaco.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L., anteriormente, Lycopersicon esculentum)
pertence & familia Solanaceae, sendo uma das hortalicas mais cultivadas mundialmente. Tem
como centro de origem a regido Andina que abrange parte do Chile, Colémbia, Equador,
Bolivia e Peru, porém sua ampla domesticacdo ocorreu no México, conhecido como o0 seu
centro de origem secundario (Filgueira, 2008).

O tomate foi introduzido na Europa pelos espanhdis no inicio do século XVI,
contudo foram os italianos, por volta de 1550, os primeiros a cultiva-lo. O mesmo foi enviado
pelos europeus no século XVII para a China e paises do sul e sudeste asiatico, chegando ao
Japdo e Estados Unidos por volta do século XVIII (Filgueira, 2008). No Brasil, o cultivo do
tomateiro ocorreu no final do século XIX, tendo sido introduzido por imigrantes europeus.
Todavia, 0 incremento no seu uso e na sua produ¢do ocorreu somente apds a Primeira Guerra
Mundial (Alvarenga, 2004).

Segundo Filgueira (2008) o tomate € o segundo produto olericola mais importante
do mundo, tanto para o consumo in natura, como para a industria de processamento, ficando
atras apenas da producdo de batata. Estima-se que cerca de 4,6 milhGes de hectares de tomate
sdo cultivados anualmente no mundo gerando uma producdo de mais de 126 milhdes de
toneladas dessa hortalica (Panthee & Chen, 2010).

Os maiores produtores de tomate sdo a China, india e os Estados Unidos, com o
Brasil ocupando o oitavo lugar no ranking de produgdo (FAOSTAT, 2011). Até novembro de
2013 foram plantados no pais cerca de 60 mil hectares de tomate, com producdo média anual
estimada em aproximadamente 3,935 milhGes de toneladas e rendimento médio de 65,827
kg/ha (LSPA-IBGE, 2013). A regido Centro-Oeste destaca-se como a maior produtora de
tomate para industria, sendo o estado de Goias responsavel pela maior parte da producédo
nacional. No caso da producdo para consumo in natura, o dominio € da regido Sudeste, sendo
os estados de Sdo Paulo e Minas Gerais 0os maiores produtores (LSPA-IBGE, 2013).

O consumo in natura dos frutos do tomate frescos, em saladas ou cozidos em
molhos, contribui para a obtencdo de uma dieta saudavel e bem equilibrada. Os frutos séo
ricos em minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais, acucares e fibras dietéticas. Contém
grandes quantidades de vitaminas B e C, ferro e fosforo (Naika et al., 2006), possui também

licopeno (antioxidante), compostos fendlicos ligans (precursores de fitohorménios),
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betacaroteno, dentre outras substancias, que tornam a sua ingestdo regular um grande aliado
na prevencdo de diversos tipos de canceres (Fontes & Silva, 2002). No caso da
industrializacdo, estes podem ser processados em purés, molhos de tomate, “catchup™ e os
frutos também podem ser enlatados e secos (Naika et al., 2006). Além de apresentar grande
importancia econébmica e nutricional, a cultura do tomate tem uma consideravel influéncia
social, devido a geragdo de empregos diretos no campo e nas diversas etapas da cadeia
produtiva (Fontes & Silva, 2002).

Por ser uma cultura de importancia mundial, bem adaptado a uma variedade de
climas e principalmente contribuir economicamente para a inddstria agricola, o tomate €
também utilizado como uma espécie modelo para os estudos genéticos relacionados com a
qualidade dos frutos, tolerancia a estresses (bioticos e abioticos) e outras caracteristicas
fisioldgicas, existindo um abundante interesse na utilizacdo de ferramentas gendmicas para o
seu melhoramento e desenvolvimento de novas variedades (Panthee & Chen, 2010).

As pesquisas genéticas com o tomate sdo favorecidas pelo fato dessa planta
possuir o genoma dipléide com poucas duplicacdes, cromossomos diferenciados e faceis de
distinguir, estrutura da flor que favorece a hibridacdo manual, facil micropropagacdo, entre
outras caracteristicas (Rick, 1991). Novas espécies selvagens tém sido identificadas, sendo
considerada atualmente a existéncia de treze espécies componentes do género Solanum
(Peralta et al., 2005). Todas as espécies do género apresentam um numero béasico de
cromossomos n = 12 (Aoki et al., 2013)

O sequenciamento dos 12 cromossomos que compde o genoma do tomate foi
iniciado em 2003 pelo consorcio International Solanaceae Project (SOL,
http://solgenomics.net/solanaceae-project/index.pl) composto por 14 paises, com o objetivo
de proporcionar uma base de informacdo possivel de ser utilizada para ligar caracteristicas de
plantas da familia Solanaceae a sequéncia de DNA. O sequenciamento foi finalizado em maio
de 2012 com a publicacdo de todos os seus resultados (The Tomato Genome Consortium,
2012).

Neste projeto, a sequéncia gendmica de referéncia do tomate cultivar 'Heinz
1706', apresentou 91 scaffolds (matriz para organizar a informacdo) que cobriram 760
megabases (Mb) do genoma e que por sua vez foram alinhados com 0s 12 cromossomos, com
a maioria dos ‘gaps’ restrita a regides pericentroméricas. Foi predita a ocorréncia de 34.727
genes no genoma, dos quais, baseado nos dados de sequenciamento de RNA (RNA-Seq),
30.855 deles correspondem a genes transcritos (The Tomato Genome Consortium, 2012; Aoki
et al., 2013).
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O sequenciamento total do genoma do tomate também revelou que o mesmo é
altamente sinténico (contém genes semelhantes e no mesmo ordenamento) com outras plantas
da familia Solanaceae de importancia comercial, tais como: batata, berinjela, pimenta e
tabaco (Aoki et al., 2013). Alem disso, 31.741 genes do tomate apresentaram alta similaridade
com genes de arabidopsis, com a organizacdo cromossdmica, transcritos, repeticdes e
pequenos RNAs muito similares nas duas espécies (The Tomato Genome Consortium, 2012).

Toda a gama de informagdes disponibilizada com o fechamento do genoma do
tomate ira contribuir muito com os inumeros estudos genéticos que utilizam essa planta como
modelo. Nesse contexto, 0s estudos voltados para desvendar a atuagdo de genes nas mais
variadas etapas do ciclo de vida do tomateiro, bem como nas vias de resposta de defesa da
planta contra patdgenos, uma vez que a cultura do tomateiro estd sujeita a ocorréncia de
varios problemas fitossanitarios em decorréncia da sua alta suscetibilidade a diversos
patdgenos, serdo largamente beneficiados.

A grande area foliar e o microclima favoravel criado pela planta de tomate
propiciam um ambiente ideal para o0 bom desenvolvimento de pragas e doencas (Naika et al.,
2006). Dentre as inumeras doencas que causam problemas a cultura do tomateiro destacam-se
as viroses, que sdao um importante fator limitante em muitos sistemas de producao,
especialmente devido a falta de produtos antivirais o que tornam o seu controle dependente da
resisténcia genética da planta, de medidas de higiene no campo e ou da erradicacdo da cultura
doente (Hanssen et al., 2010).

Dentre as principais doencas viroticas que atacam o0 tomateiro encontram-se as
provocadas pelos begomovirus, cucumovirus, tobamovirus, com especial destaque para uma
nova espécie do género Potyvirus (familia Potyviridae) conhecida como Pepper yellow
mosaic virus (Inoue-Nagata et al., 2002) e por espécies do género Tospovirus (familia

Bunyaviridae) em especial 0 Tomato chlorotic spot virus (Pozzer et al., 1996).

2.2- Familia Potyviridae

A familia Potyviridae é a maior e mais importante economicamente entre as
familias de virus que infectam plantas (Fauquet et al., 2005). Distribuida mundialmente, essa
familia é constituida por seis géneros (Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus,
Poacevirus e Potyvirus) (ICTV, 2012), que diferem quanto ao tipo de vetor e organizagdo do
genoma (Berger et al., 2005). Uma caracteristica importante para a identificacdo de espécies

pertencentes a essa familia € a formacdo de corpos de inclusGes cilindricas no citoplasma de
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células infectadas denominadas “cata-vento” (Berger et al., 2005). Dentre estes géneros, 0
mais numeroso é o género Potyvirus contendo 146 espécies de virus descritas (ICTV, 2012).
Devido a essa grande diversidade, os potyvirus sdo responsaveis por perdas significantes na
agricultura (Juhasz et al., 2008).

Os potyvirus sdo transmitidos de uma planta para a outra através de inUmeras
espécies de afideos. Os afideos adquirem o virus ao se alimentarem em uma planta infectada,
no momento da picada de prova (consiste em uma rapida insercdo e retirada do estilete no
tecido vegetal com o objetivo de verificar se 0 hospedeiro é adequado a sua alimentacdo). A
transmissdo ocorre de maneira ndo-circulativa, onde o virus fica restrito ao aparelho bucal do
inseto (Berger et al., 2005; Juhasz et al., 2006). O controle quimico dos afideos vetores ndo é
uma medida eficiente para controlar a transmissao, ja que sob a acdo de diversos inseticidas
0s insetos praticam inUmeras picadas de prova, dessa forma inoculando o virus com maior
eficiéncia. Alem disso, existe pouca especificidade entre o virus e o inseto vetor, dificultando
a selecdo de inseticidas (Berger et al., 2005; Juhasz et al., 2006).

Estes virus possuem particulas alongadas e flexuosas, com 680 — 900 nm de
comprimento e 11 — 13 nm de didmetro. Seu genoma € constituido por uma unica molécula de
RNA de fita simples, senso positivo, com cerca de 10 kilobases (Kb), a qual é envolta por um
capsideo viral (Riechmann et al.,1992; Shukla et al., 1994), composto por cerca de 2000
copias (Koonin et al., 2008). Este RNA ¢ poliadenilado na extremidade 3" e apresenta uma
pequena proteina viral de 24 kDa, denominada VPg (viral protein genome-linked) ligada
covalentemente a sua extremidade 5° (Murphy et al., 1991; Urcuqui-Inchima et al., 2001). O
genoma viral contém uma Unica ORF (open reading frame ou fase aberta de leitura) que
codifica para uma poliproteina que é clivada por trés proteinases virais (P1, HC-Pro e Nla) em
10 proteinas maduras (Riechmann et al.,1992; Shukla et al., 1994; Urcuqui-Inchima et al.,
2001). Essas proteinas sdo a partir do N-terminal da poliproteina: P1, HC-Pro (Helper
Component-Proteinase), P3, 6K1, Cl (Cylindrical Inclusion), 6K2, Nla-VPg, Nla-Pro, NIb
(Nuclear Inclusion b) e CP (Capsid Protein) (Chung et al., 2008; Wei et al., 2010) (Figura 1).

Além disso, uma pequena ORF denominada pipo (pretty interesting potyvirus),
localizada dentro da regido codificadora da proteina P3, foi recentemente identificada. Essa
OREF é traduzida por uma mudanca na fase de leitura ribossomal (frameshift) e codifica uma
proteina de 25 kDa denominada P3N-PIPO. Esta proteina é traduzida como uma fusdo
traducional entre a porcdo N-terminal da proteina P3 e a suposta proteina PIPO (Chung et al.,
2008; Wei et al., 2010; Rantalainen et al., 2011; Vijayapalani et al., 2012) (Figura 1). O
material genético viral tem como local de replicacdo o citoplasma da célula hospedeira em
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compartimentos formados a partir de membranas derivadas da prépria planta (Wei & Wang,
2008).

7 o~
P1 | HC-Pro P3  |& cl & NlaVPg|NlaPro| Nib | cP [(A)n
: DA ?
131 . S 9625
P3N-PIPO -"PIPO".,
3079 3258

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do potyvirus Turnip mosaic virus conforme
Wei et al.,(2010). Na extremidade 5° encontra-se a proteina VPg e na extremidade 3" a cauda
poli (A) que é representada como (A)n. As duas curtas linhas na horizontal presentes nas
extremidades representam as regides ndo codificadoras. A caixa toda representa a ORF Unica
que codifica uma poliproteina. As proteinas maduras resultantes do processamento da
poliproteina sdo indicadas como caixas pequenas. A ORF pipo (a partir dos nucleotideos 3079-
3258) derivada de um frameshif na regido codificadora da P3 é indicada como uma barra cinza,
e a proteina P3N-PIPO é mostrada em verde.

Como consequéncia do processamento da poliproteina derivada da traducdo da
Unica ORF, todas as proteinas virais maduras sdo produzidas em quantidades
estequiometricamente idénticas, independente da necessidade do virus por cada proteina em
particular. As proteinas produzidas em excesso se acumulam na célula infectada na forma de
inclusdes. Esse modo de replicacdo e expressdo génica é bastante danoso para a célula
infectada, implicando em um grande dreno de metabdlitos, refletindo em sintomas severos na
planta infectada (Zerbini & Zambolim, 1999).

As proteinas sintetizadas pelos potyvirus sdo multifuncionais, desempenhando
varias funcGes durante o ciclo de infeccdo, que envolve a expressdao do genoma, replicacdo,
movimento célula a célula, movimento sistémico e transmissdo pelo vetor (Urcuqui-Inchima
et al., 2001). Uma dessas proteinas, a HC-Pro (Helper Component-Proteinase) é
extremamente importante por atuar em diferentes etapas do ciclo de vida dos potyvirus (Maia
et al., 1996; Urcuqui-Inchima et al., 2001).

Ao penetrar na hospedeira (através de ferimentos ou inseto vetor) o RNA viral
dissocia-se do capsideo e é traduzido pela maquinaria celular gerando a poliproteina.
Concomitantemente a esse processo ocorre a replicacdo do genoma viral que dara origem a

novas particulas virais (virions), as quais podem ser transportadas para outras células. Neste
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caso, o virus faz dois tipos de movimento no interior da planta, 0 movimento célula-a-célula
(curta distancia) e o movimento sisttmico (via floema). O movimento célula-a-célula é
realizado atraves dos plasmodesmas cujo limite de excluséo € alterado, processo que envolve
a interacdo da Cl com a P3N-PIPO e o virion (Wei et al., 2010; Vijayapalani et al., 2012). Ja
no movimento sistémico, o virus penetra no sistema vascular da planta (floema) e segue o
fluxo da rota de translocacdo de fotoassimilados no sentido fonte-dreno infectando toda a
planta (Lucas, 2006).

No género Potyvirus o nivel de identidade entre as sequéncias do genoma é
considerado relativamente baixo nas espécies. Um estudo por meio de comparacGes entre as
sequéncias da ORF completa de 187 genomas de espécies da familia revelou que a maioria
das espécies em um mesmo género possui entre 50 e 55% de identidade, podendo existir
alguns grupos de espécies mais relacionadas (Adams et al., 2005). O nivel de identidade para
a determinacdo de espécies no género Potyvirus foi proposto em 76% para a sequéncia de
nucleotideos, e 82% para a sequéncia de aminoédcidos. A avaliagdo de cada gene
separadamente indicou niveis de determinacao de espécies (nucleotideos) de 58% (P1) ou de
74-78% (demais genes) e o genoma completo foi mais bem representado por comparagdes
utilizando o gene Cl. No caso da proteina capsidial (CP) a analise baseada em 1.220
sequéncias dessa proteina indicou um valor de 76-77% de identidade de nucleotideos para a
determinacédo de espécies (Adams et al., 2005).

2.2.1- Pepper yellow mosaic virus (PepYMV)

O Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) pertence ao género Potyvirus € o
responsavel pela doenca conhecida como o0 mosaico amarelo. Foi relatado pela primeira vez
no Brasil em 1980, no Estado de S&o Paulo e no Distrito Federal, infectando plantas de
pimentéio (Capsicum annum). O PepYMV foi inicialmente denominado de PVYM, pois
acreditava-se tratar de uma estirpe severa do PVY (Potato virus Y) que era capaz de quebrar a
resisténcia de algumas cultivares a esse virus (Boiteux et al., 1996). Posteriormente, Inoue-
Nagata et al., (2002) caracterizaram alguns isolados de PVY™ através de técnicas moleculares
e confirmaram tratar-se de uma nova especie de potyvirus.

O mosaico amarelo causado pelo PepYMV ocorre de forma natural em campos de
pimenta (Truta et al., 2004), sendo altamente disseminado nas culturas de pimentdo (Inoue-
Nagata et al., 2001), tomate (Cunha et al., 2004), alem de batata e fumo A principio, as

grandes perdas econdmicas foram verificadas nas regides Centro-Oeste e Sudeste,
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predominantemente na cultura do pimentdo (Maciel-Zambolim et al., 2004), sendo o0 virus
posteriormente detectado na cultura do tomateiro. Nessas culturas, a transmisséo do PepYMV
ocorreu por duas espécies de afideos: Aphis gossypii e Myzus persicae (Gioria et al., 2009).

O primeiro surto epidemiologico desse virus em tomateiro foi registrado em 2002
em alguns plantios comerciais do hibrido “Alambra’, no Municipio de Venda Nova do
Imigrante, Estado do Espirito Santo. Os levantamentos realizados em campos de cultivo
demonstraram uma disseminacdo muito rapida desse virus, causando perdas de 40 a 100% na
cultura. A ocorréncia desses fatores foi atribuida a elevada quantidade de afideos vetores
presentes em plantas daninhas nédo controladas durante 0 manejo da cultura; a realizacdo de
plantios escalonados de tomate em areas de cultivo vizinhas e concentradas em uma mesma
época; e ao plantio de hibridos suscetiveis (Maciel-Zambolim et al., 2004; Avila et al., 2004).

Outros surtos epidemiologicos do PepYMYV foram detectados em diversos estados
brasileiros com destaque para o estado de Sdo Paulo, nos municipios de Guapiara e Apiai,
onde se verificou a incidéncia de 50% de plantas com sintomas (Palazzo et al., 2004); e no
Distrito Federal onde um levantamento realizado em campos de producdo revelou que 82,5%
de 54 amostras coletadas estavam infectadas (Dianese et al., 2008).

No tomateiro, os sintomas provocados pelo PepYMV incluem: mosaico amarelo,
clareamento de nervuras, pontuacdes, distorcdo foliar, definhamento das plantas e reducgéo da
producéo de frutos (Cunha et al., 2004; Maciel-Zambolim et al., 2004; Kurozawa et al., 2005;
Lourencao et al., 2005).

Cabe ressaltar que os nichos que antigamente eram ocupados por isolados de PVY
agora estdo sendo ocupados por isolados de PepYMV (Lourencdo et al., 2005). A alta
incidéncia desse virus em tomateiro revela que 0s materiais comerciais de tomate utilizados
sdo aparentemente todos suscetiveis ao virus (Dianese et al., 2008). Dessa forma, para
impedir que essa doenca se instale nas lavouras causando grandes prejuizos aos produtores, a
resisténcia genética é considerada o Unico meio seguro de controle.

Os programas de melhoramento tém buscado fontes de resisténcia dentro de
bancos de germoplasma de Capsicum spp. A resisténcia ao PepYMV em Capsicum ssp tem
sido eficaz e duradoura sob inoculacéo artificial no campo. Cultivares de pimentdo (Capsicum
annuum) consideradas padrdo de resisténcia ao virus ja estdo disponiveis no mercado tais
como o ‘Magali R’, ‘Acuario’, ‘Nathalie’, ‘Myr-10’, ‘Myr-29’, ‘Bruna R’, ‘Dahra R’, ‘Rubia
R’ e 0 acesso mexicano CM-334 (resisténcia ao alelo Pvr4) (Echer & Costa, 2002). No caso
do tomateiro, os genes de resisténcia a virus empregados no melhoramento genético tém, em

sua maioria, sido transferidos via cruzamentos com espécies silvestres, sendo as fontes de
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resisténcia identificadas no género Solanum spp, principalmente em S peruvianum, S
pimpinellifolium, S chilense e S habrochaites f. glabratum (anterior L. hirsutum) (Leite,
2004).

Recentemente, 0 genoma completo do PepYMV foi sequenciado a partir do
isolado Poty?2 coletado de plantas de pimentdo cultivar “Magali™ no Distrito Federal. A analise
do genoma mostrou uma organizagdo tipica de um potyvirus, com a codificacdo de uma
poliproteina contendo a sequéncia de 10 peptideos maduros e a ORF PIPO. A analise
filogenética agrupou o PepYMYV no subgrupo do PVY contendo maior identidade 63,84%
com o PepMoV (Pepper mottle virus) e 62,11% com o VVY (Verbena virus Y), de acordo
como a maioria dos potyvirus isolados em solanaceas na América do Sul (Lucinda et al.,
2012).

2.3- Familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae € constituida por cinco géneros (Hantavirus, Nairovirus,
Orthobunyavirus e Phlebovirus e Tospovirus) incluindo alguns dos mais importantes
patdgenos de seres humanos, outros mamiferos e vegetais. Os membros desta familia s&o
classificados de acordo com uma combinacdo de caracteristicas, tais como: hospedeiros
(vertebrados, artropodes ou plantas), reagdes soroldgicas cruzadas com outros membros, e
identidade das sequéncias das proteinas virais, principalmente da proteina do nucleocapsideo
(N) (Fauquet et al., 2005; Webster et al., 2011).

O género Tospovirus € composto por viroses que infectam somente plantas (Griot
et al., 1993; Zeller & Bouloy, 2000) sendo responsavel por causar perdas significativas em
diferentes culturas (Adkins et al., 2005). No Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV, 2012) o género é composto por oito espécies.

A denominacdo do género Tospovirus surgiu a partir do nome de seu primeiro
membro o Tomato spotted wilt virus (TSWV). A doencga associada, denominada de vira-
cabeca do tomateiro, foi observada inicialmente na Austrdlia em 1915. O agente causal,
designado TSWYV, foi considerado o Gnico membro desse grupo de virose de plantas até o
inicio de 1990. Apds esse periodo deu-se a identificacdo e caracterizacdo de diversos outros
membros do género (Adkins et al., 2005).

Os sintomas causados pela infeccdo por tospovirus variam. Na hospedeira ndo
sistémica, 0s sintomas se restringem a lesbes locais, clorose e necrose. No caso de hospedeira

sistémica sdo observados sintomas de paralisacdo do crescimento, arroxeamento ou
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bronzeamento das folhas, manchas em forma de anéis concéntricos, deformacé&o foliar severa,
clorose, mosqueado e necrose intensa. Plantas com sintomas tipicos podem produzir frutos
aparentemente sadios, contudo de menor tamanho. Os frutos ndo maduros atacados
desenvolvem sintomas de estrias e anéis necrdticos irregulares. Ja 0s maduros apresentam
anéis concéntricos (Lopes & De Avila, 2005).

Estes sintomas variam de acordo com o virus, 0 nimero de isolados infectando a
hospedeira, a hospedeira, a idade da planta, cultivar, época do ano, meio ambiente e
principalmente temperatura (German et al., 1992; Lopes & De Avila, 2005).

Dentre as hospedeiras dos tospovirus encontram-se tomate, batata, tabaco,
amendoim, pimenta, alface, mamaéo, e as plantas ornamentais crisantemo, begbnia, ageratum e
impatiens. Em varias regides mundiais de plantio do tomateiro, 0s tospovirus séo
considerados importantes agentes fitopatogénicos nas épocas mais quentes do ano (German et
al., 1992).

Os tospovirus sdo transmitidos de planta para planta por insetos da ordem
Thysanoptera (tripes) (Mound, 1996) pertencentes aos géneros Frankliniella, Thrips e
Scirtothrips. Estes tém sido relacionados como vetores de dez espécies virais (Mound, 1996;
Lourencdo et al.,2005). A transmissdo ocorre de maneira circulativa e propagativa (Mound,
1996). A associacdo de insetos vetores com o virus, como é o caso do tripes / tosposvirus é
muito especifica, com apenas algumas das muitas espécies de tripes conhecidos sendo
capazes de adquirir e transmitir o virus. No caso de TSWV, por exemplo, o inseto s6 pode
transmitir o virus se for adquirido durante a fase larval. Os tospovirus também podem ser
transmitidos mecanicamente (German et al., 1992), ndo existindo relatos de transmisséo pelas
sementes (Adkins et al., 2005).

O controle dos tospovirus € dificil, em parte pela sua ampla gama de hospedeiras,
mas também pela resisténcia dos tripes aos inseticidas e pela falta de resisténcia das culturas
hospedeiras. Como medidas de controle fitossanitarias adotadas destacam-se a resisténcia
cultural, medidas quimicas e de controle biolégico que precisam ser baseadas em principios
epidemioldgico tais como, fontes internas e externas de indculo, as fases precoces ou tardias
de disseminacéo do virus e as fases vulneraveis do virus, vetor e ciclo da cultura (Jones, 2005;
Mandal et al., 2012).

Os tospovirus apresentam particulas virais pleomérficas com 80-120 nm de
tamanho que possuem projecdes de superficie composta por duas glicoproteinas virais. Seu
genoma €é constituido por RNA fita simples (ssSRNA) polaridade negativa ou ambisenso

envelopado, sendo caracterizado pela presenca de trés RNAs gendmicos denominados de



32

pequeno (S), médio (M) e grande (L) (Adkins et al., 2005; Webster et al., 2011) (Figura 2). O
componente L é senso negativo e contém uma grande matriz aberta de leitura (ORF) que
codifica uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRP). Os componentes M e S séo
ambisenso. O componente M abriga 0s genes das proteinas NSm (proteina de movimento
responsavel pelo transporte célula-a-célula) e precursores das glicoproteinas G¢c e Gn. Ja o
componente S codifica a proteina NSs (supressora do silenciamento génico) e a proteina N
que forma o nucleocapsideo viral e esta envolvida na regulacdo da transcrigéo e replicagédo (Li
et al., 2009; Pappu et al., 2009; Webster et al., 2011; Briese et al., 2013) (Figura 2).

As moléculas de RNA gendémico tém terminais 5’ e 3’ complementares
(AGAGCAAU na extremidade 5> ¢ UCUCGUUA na extremidade 3°) e podem assumir uma
estrutura pseudocircular ou “ panhandle”. Ambos 0s RNAs S e M possuem uma regido
intergénica com um elevado contetido de adenina (A) e uracila (U) que sdo capazes de formar

uma estrutura em forma de grampo (hairpin) estavel (Dong et al., 2008).
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Figura 2. llustracdo esquematica da particula de um tospovirus (TSWV) e sua organizacdo
genbmica. Quatro sdo as proteinas estruturais virais: as glicoproteinas Gn e Gc (em amarelo e laranja)
formando o dimero e inseridas no envelope da particula; a proteina N (em verde) ancorada nos RNAs
virais e a proteina L (em cinza), também associada aos RNAs virais. Essas duas ultimas formam os
complexos ribonucleotprotéicos também conhecidos como ribonucleocapsideos (RNP). Os RNAs
virais, de acordo com o seu tamanho séo classificados em S (small — pequeno), M (medium — médio)
e L (large — grande). Fonte da ilustragdo: expasy.com/ViralZone2010 Swiss Institute of
Bioinformatics.

Ao entrar na célula, o virus é liberado da sua membrana, provavelmente pela
fusdo de vesiculas membranosas, com 0s nucleocapsideos infecciosos sendo liberados no
citoplasma. Nesta fase 0 RNA viral sera transcrito ou replicado. A mudanca da transcri¢do
para 0 processo de replicacdo viral é controlada pela concentracdo da proteina N livre no
citoplasma como j& observado no ciclo infeccioso de outras viroses de RNA de fita negativa.
No inicio da infeccdo, devido as baixas concentracGes da proteina N, a enzima replicase

produz RNAs mensageiros que serdo traduzidos e acumularam diversas proteinas virais. A
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medida que a concentracdo da proteina N aumenta, a polimerase muda o foco para 0 processo
replicativo, passando a replicar os RNAs gendmicos virais (Prins & Goldbach, 1998).

Quando comparada com outras proteinas dos tospovirus, a proteina do
nucleocapsideo N é muito conservada apresentando funcbes quase idénticas em todos 0s
membros do género, fato que sugere a existéncia de pressdes seletivas semelhantes. Trata-se
de uma proteina multifuncional requerida em varios processos tais como a encapsidacao do
RNA viral, na regulacdo da mudanca da maquinaria replicativa da transcricdo para a
replicacdo do genoma viral e RNA antigenémico (Dewey et al., 1997). Multiplos dominios de
ligagdo ao RNA, que se encontram dentro da proteina, tém sido caracterizados (Richmond et
al., 1998). Ribeiro e colaboradores (2008) mostraram que a proteina N interage com as
proteinas Gn e Gc, facilitando a formacgdo de particulas virais maduras e envelopadas
demonstrando assim o papel primario dessa proteina na encapsidacéo.

O genoma dos tospovirus esta sujeito a mutagdes pelo fato de ser constituido por
trés segmentos de RNA que ndo estdo sujeitos a um mecanismo de reparo (proof-reading)
durante a replicacdo viral, o que pode aumentar as taxas de mutacdo (Roossinck, 1997).
Assim, o surgimento de novos isolados capazes de sobrepujar genes de resisténcia
estabelecidos € relativamente comum dentro de uma dada espécie (Herrero et al., 2000).

As perdas econdmicas provocadas pelos tospovirus em diversas areas de producdo
agricola mundial levaram a pesquisas sobre resisténcia genética relacionadas com o manejo
dessa doenca. Dessas as realizadas com o Unico gene dominante de resisténcia Sw-5 de
Solanum peruvianum é uma das mais promissoras. O gene Sw-5 introgredido na cultivar de
tomate Stevens mostrou fornecer resisténcia ndo somente ao TSWV mas também a dois
outros tospovirus GRSV e TCSV que infectam tomateiro (Folkertsma et al., 1999).

Com uma distribuicdo mundial ampla, algumas espécies de tospovirus como
TSWYV, Impatiens necrotic spot virus (INSV) e Iris yellow spot virus (I'YSV) sdo encontradas
nos cinco continentes (Pappu et al., 2009).

2.3.1- Tomato chlorotic spot virus (TCSV)

As tospoviroses constituem doencas de grande relevancia econémica no Brasil,
especialmente nas culturas da pimenta, pimentdo e tomate. Em 1940 a presenca de TSWV,
espécie tipo do género, foi relatada em diversas culturas brasileiras. Apds algumas décadas,
entretanto, novas espécies foram identificadas, destacando-se: Tomato chlorotic spot virus
(TCSV), Groundnut ring spot virus (GRSV), Impatiens necrotic spot virus (INSV), Iris
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yellow spot virus (IYSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) Zucchini lethal
chlorosisvirus (ZLCV) (Bezerra et al., 1999).

O TCSV foi descrito na America do Sul infectando diferentes espécies vegetais
(De Avila et al., 1993; Nagata et al., 1995) tendo sido recentemente encontrado em campos
de cultivo de tomate na Flérida, como um isolado natural formado por rearranjos de TCSV
com GRSV (S e L RNA pertencentes ao GRSV, e M RNA pertencente ao TCSV (Webster et
al., 2011, Londofio et al., 2012).

As principais espécies que infectam tomateiro na América do Sul sdo o TSWV,
TCSV, GRSV e CSNV, estando elas disseminadas por todas as regides produtoras do Brasil
(Giordano et al., 2000; Williams et al., 2001). De modo geral, as regides neotropicais séo
consideradas um provavel centro de origem dessas quatro espécies virais (Fauquet et al.,
2005).

Apesar de GRSV, TCSV e TSWV serem trés espécies geneticamente distintas
com base nas sequéncias do gene N (De Avila et al., 1993), estes virus produzem sintomas
semelhantes e muitas vezes visualmente indistinguiveis em plantas de tomateiro na América
do Sul (Williams et al, 2001; Webster et al., 2011).

Nas condicgdes brasileiras, um levantamento da ocorréncia de isolados de
tospovirus em diferentes estados revelou a predominancia da espécie TCSV, bem como de
GRSV, nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (Nagata et al., 1995). O
TCSV é considerado o principal tospovirus no estado de Sao Paulo prejudicando a producéo
de diversas culturas (Colariccio et al., 2001). Colariccio e colaboradores em 2004, utilizando

identificacdo soroldgica e caracterizagdo molecular de dois isolados de TCSV, relataram a
infeccdo de plantas de alface (cv. Verbnica) cultivadas em sistema hidroponico nos
municipios de Campinas e Sumaré. Por outro lado, um isolado do TCSV de jild, oriundo do
Vale do Paraiba, uma das principais regifes produtoras desta hortalica no estado de Sé&o

Paulo, foi detectado, identificado e caracterizado (Eiras et al., 2002).

2.4- Respostas das plantas aos patdégenos

Por serem atacadas por diversos inimigos potenciais (virus, bactérias, fungos,
insetos) ou por agentes ndo bioldgicos (radiacdo, temperaturas extremas, poluicdo, dentre
outros), as plantas desenvolveram diferentes mecanismos de resposta a tais danos, que sao

acionados assim que a agressdo é reconhecida.
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O sistema de defesa vegetal € multicomponente e age de maneira dinamica e
coordenada, no momento e local apropriados, e com a magnitude adequada (Pascholati &
Leite, 1995). Toda a complexidade funcional, espacial e temporal tem inicio com o
reconhecimento pela planta hospedeira de sinais exogenos derivados do patogeno (0s
mencionados PAMPS), prosseguindo com o0s mecanismos de transdugdo desses sinais e
resultando em uma extensa reprogramacgdo do metabolismo celular vegetal, envolvendo
mudancas na atividade génica (Walters et al., 2007).

Para restringir a infeccdo ou colonizacdo pelos patogenos, as plantas
desenvolveram diferentes barreiras, de natureza estrutural e bioquimica, que séo parte
constituinte dos mecanismos de defesa pré e pés-formados. Os mecanismos estruturais
constituem-se em barreiras fisicas a penetracdo e/ou colonizacdo do patégeno, enquanto que
0s mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes de inibir o desenvolvimento do
patdgeno ou gerar condi¢Bes adversas para a sobrevivéncia nos tecidos da hospedeira. Os
ultimos devem estar presentes em concentracdes adequadas nas partes invadidas e em forma
acessivel ao patogeno, de tal maneira que mudancas na concentracdo da(s) substancia(s)
impliguem em mudancas na expressdo da doenca (Schwan-Estrada et al., 2008).

A resisténcia da hospedeira a um fitopatdgeno, sob o aspecto fisioldgico, pode ser
definida como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente
atividade do patégeno em seus tecidos (Goodman et al., 1986).

Nos mecanismos de resisténcia bioguimicos pré-formados (devido a auséncia de
um precursor remoto) as substancias estdo presentes em altas concentragfes nos tecidos
sadios da planta, antes do contato com o fitopatégeno, ou convertem-se em substancias
altamente tdxicas com o inicio da infeccdo. No caso dos mecanismos pés-formados, as
substancias encontram-se ausentes ou em niveis muito baixos antes da infeccdo, sendo
ativadas em resposta a presenca do agente patogénico ou produzidas a partir de um precursor
remoto (Garcion et al., 2007).

Os mecanismos de resisténcia conhecidos como pré-formados, passivos ou
constitutivos, sdo barreiras estruturais/fisicas ja existentes antes do contato com o
fitopatdgeno, que visam conter a agressdo. Estas sdo normalmente representadas por ceras,
cuticula, tricomas, parede celular espessa, bem como substancias quimicas pré-formadas
como fendis, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos fenolicos, glicosideos cianogénico,
fototoxinas, inibidores protéicos e enzimas hidroliticas (Agrios, 2005; Schwan-Estrada et al.,
2008; Stangarlin et al., 2011).
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Por outro lado, os mecanismos pds-formados, ativos ou induziveis, isto &, que sdo
ativados ou aumentam o nivel de compostos pré-existentes apos a infec¢édo, estdo envolvidos
na formacdo de barreiras estruturais como papila, halo, lignificacdo, camada de cortica,
formacdo de tiloses e deposicdo de goma, e acumulacdo de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina (HRGP) e glicina (GRP). J& os compostos constituintes dos mecanismos
bioquimicos pos-formados sdo fitoalexinas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e as
proteinas relacionadas a patogenicidade (PRs) (Agrios, 2005; Schwan-Estrada et al., 2008;
Stangarlin et al., 2011).

Para penetrar nas plantas hospedeiras, os virus precisam inicilamente superar essa
série de barreiras fisicas e quimicas pré-existentes. Um exemplo disso é a calose, uma [1,3]-p-
D- glucana que é depositada entre a membrana plasmatica e a parece celular como parte da
resposta HR que regula o tamanho do limite de exclusdo do plasmodesma, interferindo com a
movimentacao viral (Iglesias & Meins Jr., 2000). Em um estudo realizado com a combinacéo
de vérias plantas hospedeiras e viroses (Nicotiana glutinosa - Tobacco mosaic virus; tabaco
culvivar 'Samsun NN’ e feijdo 'Pinto’ - Tobacco mosaic virus e Tobacco necrosisvirus e feijao
'Pinto’ - Cowpea mosaic virus) observou-se que a deposicao de calose pode ser detectada
antes mesmo da formacé&o da lesdo local (Shimomura & Dijkstra, 1975).

A lignina e seus precursores também funcionam como barreira, impedindo a
penetracdo viral ndo somente no local primario da infeccdo, mas também na protecdo
sistémica. 1sso ocorre através da inibicdo da translocacao do virus nas células vizinhas, o que

restringe assim o aumento da lesdo (Ouchi, 1983).

2.4.1- Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

A infeccdo por patdgenos induz uma série de respostas de defesa dentre as quais
um colapso localizado das células vegetais conhecido como reacdo de HR. Nessa reacdo ha a
produgdo de intermediarios reativos de oxigénio, conhecidos como ‘Espécies Reativas de
Oxigénio’ (EROS), incluindo o O,, H,0, e OH (Resende et al., 2003), que posteriormente
irdo promover o estabelecimento gradual da resisténcia sistémica adquirida (SAR)(Alvarez et
al., 1998).

O termo espécies reativas de oxigénio (EROS) ou reactive oxygen species (ROS)
sdo expressOes utilizadas para descrever uma variedade de moléculas e radicais livres,
derivadas do oxigénio molecular (O), que embora ndo possuam elétrons desemparelhados

s&o muito reativas, devido a sua instabilidade (Ribeiro et al., 2005).
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Nas plantas, varias perturbagcdes ambientais, como por exemplo, alta intensidade
de luz, salinidade, seca, calor, frio, ferimentos, ozdnio (Og3), herbicidas, metais pesados,
infeccdo por patdgenos, poluentes atmosféricos e toxinas fotossensibilizantes induzem os
eventos oxidativos também conhecidos como exploséo oxidativa que culminam na producao
excessiva de diferentes EROS tais como: superdxidos, peréxido de hidrogénio, radicais
hidroxila, radicais peroxidos, radicais alcoxi e oxigénio singlet (Mittler, 2002; Bhattacharjee,
2005; Vellosillo et al., 2010).

As EROS sdo subprodutos normais de diversas vias metabolicas nas plantas,
sendo produzidas sob condigdes de estresse em varios compartimentos celulares, incluindo
cloroplastos, mitocéndrias, peroxissomas, reticulo endoplasmatico (ER) e membranas
plasmaticas (Mittler, 2002; Navrot et al., 2007; Barros et al., 2010; Karuppanapandian et al.,
2011; Sharma et al., 2012). Estima-se que cerca de 1-2% de O, consumido pelas plantas é
desviado para a producdo de EROS (Karuppanapandian et al., 2011; Sharma et al., 2012).

As EROS desempenham um papel importante na sinalizagdo em varios processos
adaptativos. As plantas podem perceber, transduzir e traduzir sinais de EROS em respostas
celulares apropriadas com a ajuda de algumas proteinas sensiveis a redox. Neste contexto, 0
peroxido de hidrogénio (H,O) pode agir como uma molécula de sinalizacdo e mensageiro
secundario frente a estresses bidticos e abidticos. O H,O, é apontado como um fator chave
mediador da morte celular programada (Bhattacharjee, 2005, Wang et al., 2013). Além disso,
H,0, pode induzir a expressdo génica e modular proteinas de sinalizagdo, tais como proteinas
fosfatases (PP), proteinas quinases (PK), fatores de transcri¢do e de canais de calcio que estao
localizados na membrana plasmatica ou em outros compartimentos celulares (Lin et al., 2012;
Wang et al., 2013).

Geralmente os niveis de EROS sdo baixos nas células vegetais, mas sua producao
¢ aumentada em resposta a estresses bidticos, em infec¢bes por organismos Vvivos ou em
processos fotooxidativos decorrentes de estresses ndo bioldgicos (Barros et al., 2010). As
EROS possuem um papel duplo nas plantas, podendo beneficid-las ou prejudica-las
dependendo da sua concentracdo. Em alta concentracdo, as EROS causam danos a
biomoléculas, enquanto que em concentracdo baixa e ou moderada, elas atuam como
mensageiros secundarios nas cascatas de sinalizacdo intracelular que medeiam varias
respostas celulares das plantas (Sharma et al., 2012).

As EROS podem atuar de diferentes maneiras durante a resposta de resisténcia
das plantas tais como: a) diretamente sobre o patdgeno, inibindo seu desenvolvimento; b)

fortalecendo a parede celular por favorecer a formacdo de ligagdes cruzadas com proteinas
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estruturais; c) promovendo a peroxidacdo de lipideos da membrana plasmatica, fortalecendo
assim a sua integridade devido a reducgdo da sua fluidez; d) quando transportado atraves da
membrana, o peréxido de hidrogénio pode regular a expressao de genes requeridos para a
ativacdo da resisténcia ou pode induzir a formacdo de acido jasmodnico, um mensageiro
secundario, a partir da atividade da enzima lipidio hidroperoxidase presente na membrana
plasmatica (Stangarlin et al., 2011).

Em sistemas biologicos, devido a sua rapida destruicdo e detoxificacao
(“scavenging”) por mecanismos antioxidantes celulares, a deteccdo e quantificacdo das
espécies reativas de oxigénio é bastante complicada. Por serem moléculas altamente reativas e
extremamente instaveis, a deteccdo das EROS baseia-se na medi¢do dos produtos finais
formados quando da reacdo das mesmas com substancias especificas. O superoxido e o
peréxido de hidrogénio tém sido tradicionalmente detectados por técnicas de coloracéo.
Anion superéxido pode ser detectado empregando tetrazélio nitroblue (NBT) e o perdxido de
hidrogénio por coloragdo de diaminobenzidina (DAB) (Lee et al., 2002; Jambunathan, 2010).

O apurado equilibrio entre a producdo e a eliminacdo de EROS € garantido por
uma grande rede de genes que inclui mais de 152 genes em arabidopsis, e cujos produtos
regulam firmemente a producdo, destrui¢do e detoxificagdo (“scavenging”) das EROS
(Mittler et al., 2004; Karuppanapandian et al., 2011). Esse aspecto permite a mencionada
dualidade funcional das espécies reativas em plantas.

No mecanismo de detoxificacdo celular, a acdo combinada dos sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos é de suma importancia para evitar danos oxidativos celulares
prejudiciais aos organismos vivos submetidos a variadas condigdes de estresses. No interior
das células, o sistema enzimatico é formado por enzimas capazes de remover, neutralizar ou
limpar as espécies reativas de oxigénio (Scandalios, 1993). As principais enzimas de remocao
de EROS incluem a superéxido dismutase (SOD), a peroxidase de ascorbato (APX), a
catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPX) e a peroxiredoxina (PrxR), em conjunto com
os antioxidantes acido ascorbico e glutationa (Mittler et al., 2004).

2.4.2- Proteinas relacionadas a patogenicidade (PRs)

As proteinas relacionadas a patogenicidade (pathogenesis related proteins — PRs)
sdo proteinas de defesa da planta que sdo induzidas em resposta a infeccdo por um patégeno
ou por estimulos abidticos, podendo estar correlacionadas com a resisténcia ndo especifica do

hospedeiro ao patdgeno (Van Loon, 1997; Stangarlin et al., 2011).
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As PRs foram descritas pela primeira vez no inicio da década de 70 por Van Loon
em folhas de fumo. Este autor observou o acimulo de proteinas incomuns apds a infecgdo de
plantas com o Tobacco mosaic virus (TMV), as quais exibiram reacdo de hipersensibilidade
(Durrant & Dong, 2004; Pinto et al., 2011; Stangarlin et al., 2011).

Em infeccBes por virus, durante a defesa ativa, sdo expressas informacdes para
contra-atacar a multiplicacdo e/ou disperséo do virus. Com frequéncia, a resposta ativa toma a
forma de uma reacdo hipersensivel, onde o virus é contido em uma mancha circular no tecido
ao redor da lesdo necrética no sitio no qual ele penetrou. Essa reacdo nao é especifica, de
maneira que as lesGes necrdticas similares sdo formadas apds a infecgdo por fungos e também
bactérias (Scherer, 2002).

As PRs ndo s6 se acumulam localmente na folha infectada, mas também podem se
acumular em locais distantes desse local, sendo induzidas sistemicamente e associadas com 0
desenvolvimento da resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Van Loon & Van Strien, 1999). A
SAR ¢€ igualmente um fendmeno que gera um aumento da capacidade de defesa das plantas,
apos a infeccdo inicial podendo proporcionar resisténcia a infeccdo secundaria, a uma vasta
gama de patdgenos por dias (Palukaitis et al., 2008).

A principio, as PRs foram definidas como proteinas acidas, resistentes a proteases
e posteriormente também foram identificadas proteinas bésicas. Em fumo, as proteinas
intracelulares (localizadas nos vacuolos) sdo principalmente basicas e sdo constitutivamente
expressas em altos niveis nas raizes, enquanto as formas acidas sao geralmente extracelulares.
As PRs encontradas no espago extracelular estdo diretamente em contato com o patdgeno
penetrando o tecido, enquanto que aquelas presentes nos vacuolos exercem provavelmente um
efeito na reacdo de defesa apds a descompartimentalizacdo das células (Sticher et al., 1997).
Nas plantas elas sdo encontradas na epiderme das folhas, mesofilos, células-guarda de
estdmatos, vasos condutores e em zonas de abscisdo (Van Loon et al., 2006).

As PRs possuem propriedades fisico-quimicas tipicas que as distinguem das
demais proteinas encontradas nas plantas, tais como: sdo estaveis em pH baixos, em torno de
2,8; mostram-se resistentes a acdo de enzimas proteoliticas; normalmente apresentam-se
como mondémeros com massa molecular variando entre 5 e 8 kDa; sdo estaveis sob altas
temperaturas (em torno de 60 -70 °C); dentre outras (Stangarlin et al., 2011).

Na plantas, as PRs parecem integrar a primeira linha de defesa devido a sua rapida
inducdo e acumulacdo apo6s a infeccdo (Whalen, 2005). Atualmente essas proteinas séo

classificadas em 17 familias. De acordo Van Loon e colaboradores (1994) essa classificacdo
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deve ser feita com base na similaridade das sequéncias de aminoacidos, relagdo soroldgica e
atividade enzimatica ou bioldgica.

Na resisténcia de plantas contra agentes patogénicos, o papel das PRs pode ser
direto ou indireto. Na acéo direta, a inibi¢do do crescimento do patdégeno ou da germinacgéo de
esporos, representa uma condicdo simplificada da defesa das plantas contra a entrada de
agentes patogénicos. Consequentemente, muitas PRs apresentam atividade antimicrobiana in
vitro. Isoformas basicas geralmente exercem maior atividade antifungica e apresentam uma
reduzida acdo contra bactérias, insetos, nematdides ou virus. Por outro lado, a maioria das
PRs de agéo indireta desempenha papel importante no processo de indugdo de resisténcia.
Dentre as func@es relacionadas destaca-se: acdo preventiva contra a penetracdo de patdgenos,
modulacdo oxidativa de componentes da parede celular (peroxidases PR-9), ou envolvimento
na transducdo de sinais durante a interacdo do patdgeno com a planta hospedeira, como € 0
caso da acdo das oxalato oxidases (PR-15) e de proteinas ndo especificas relacionadas com o
transporte de lipideos (PR-14) (Van Loon et al., 1994; Van Loon et al., 2006; Stangarlin et
al., 2011).

A atividade enziméatica como mecanismos de acdo esta associada a um pequeno
nimero de familias de PRs tais como glucanases (PR-2), quitinases (PR-3, PR-8 e PR-11),
peroxidases (PR-9), ribonucleases (PR-10 e PR-4), endoproteinase (PR-7) e a ac¢do inibitoria
pela atividade de inibidores enziméaticos (PR-6). A atividade inibitoria de proteases e a-
amilases é atribuida as familias PR-5, PR-12 e PR-14 (Van Loon et al., 1994; Van Loon et al.,
2006; Stangarlin et al., 2011).

Os mecanismos de acdo das PRs sdo baseados em atividades hidroliticas sobre a
parede celular, toxicidade direta, permeabilizacdo da membrana plasmaética, sinalizacdo no
processo de defesa ou inibi¢do, como por exemplo, de enzimas do trato digestdrio de insetos.
Nesse contexto, quitinases (PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11) e glucanases (PR-2) tém acdo direta
sobre os componentes 1,3-B-glucano e quitina da parede celular de fungos, enquanto que PR-5,
PR-12, PR-13 e PR-14 interferem com a membrana plasmaética. A acdo antimicrobiana direta
por meio da permeabilizacdo da membrana parece estar relacionada a PRs de natureza béasica
com a-hélice anfipatica, permitindo a ligacdo destas a membrana e posterior inclusdo na
bicamada lipidica (Van Loon et al., 1994; Van Loon et al., 2006; Stangarlin et al., 2011).

Proteinas e glicoproteinas associadas a matriz extracelular envolvidas em diversos
processos que incluem a germinacdo, o desenvolvimento da planta e as respostas a agentes
agressores de origem biotica e abidtica fazem parte das familias de PR-15 e PR-16. Por outro

lado, a familia PR-17 apresenta membros que sao induzidos por patdégenos, e na sua maioria
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relacionados com a resisténcia da planta hospedeira. Estes € 0 caso, por exemplo, das proteinas
de cevada HvPR-17a e HvPR-17b, que se acumulam somente em tecidos infectados pelo
fungo Brumeria graminis (Christensen et al., 2002). Por sua vez, a HvPR-17a foi detectada em
plantas resistentes e suscetiveis infectadas com afideos (Stangarlin et al., 2011).

A Unica familia de PRs cuja atividade biolégica permanece desconhecida
compreende as proteinas PR-1. Membros especificos dessa familia presentes em tabaco e
tomate apresentaram atividade antifungica, porém ndo se conhece seu mecanismo de acdo
(Van Loon & Van Strien, 1999). Muitas vezes as proteinas PR-1 sdo utilizadas como
marcadores do aumentado estado de defesa conferido pela SAR induzida por patégeno (Van
Loon et al., 2006).

2.4.3- Receptores de proteinas quinase em plantas

Os receptores de proteina gquinase, também conhecidos como receptores quinases
(RPK) constituem-se de diversos grupos de proteina que atravessam a membrana plasmatica e
permitem que as células reconhecam e respondam a diversos estimulos do ambiente
extracelular (Becraft, 1998; Becraft, 2002).

Os RPKs podem ser divididos em trés classes de acordo com as diferentes
especificidades de substratos protéicos dos seus dominios quinase. A primeira classe
corresponde aos receptores tirosina-quinase (RTK) que estdo implicados na fosforilacdo de
residuos de tirosina. Na segunda classe sdo encontrados os receptores serina/treonina quinases
(STK) que fosforilam os aminoécidos serina e treonina, enquanto que na terceira subclasse
estdo agrupados os chamados receptores histidina-quinase (RHK) que fosforilam residuos de
histidina (Becraft, 2002). Nas plantas sdo encontrados receptores do tipo RHK, e em maior
quantidade, receptores serina/treonina quinases (RSTK) (Afzal et al., 2008) (Figura 3).

Entre os receptores serina/treonina quinases presentes em plantas encontram-se 0s
RLKs (receptor-like kinases) que compde a familia RLK/Pelle (Figura 3). Essa familia
apresenta cerca de 600 representantes em arabidopsis e mais de 1000 em arroz (Krupa et al.,
2006) e tem como protdtipo uma proteina de membrana dotada de um dominio extracelular
altamente divergente, com uma Unica passagem transmembrana em forma de hélice e um
dominio quinase citoplasmatico do tipo serina/treonina (Walker, 1994; Shiu & Bleecher,
2001; Afzal et al., 2008; Liu et al., 2009). Estes receptores participam de uma ampla gama de
processos, incluindo regulacdo do desenvolvimento, resisténcia a doencas, percep¢do de

hormdnios e autoincompatibilidade (Shiu & Bleecher, 2001).
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A familia RLK/Pelle pode ser subdividida em pelo menos 50 subfamilias, dado
que revela a sua alta diversidade e complexidade. Dois tercos dos membros dessa familia s&o
receptores quinases transmembrana (Shiu & Bleecker 2003), sendo os demais divididos entre
receptores ndo quinases, receptores quinases citoplasmaticos e as proteinas tipo receptores
(RLP) (Figura 3). As RLPs sdo estruturalmente semelhantes aos RLKs quanto aos dominios
extracelulares, porém sdo desprovidas do dominio quinase interno e devido a isso, proteinas
que contém tal dominio devem ser recrutadas antecipadamente para ativar a sinalizacéo
downstream (Afzal et al., 2008; Chaparro-Garcia et al., 2011; Liebrand et al., 2013a). As
RLPs estdo geralmente envolvidas em respostas de defesa, tais como as proteinas Cf e Vel,
bem como no desenvolvimento (Shiu & Bleecher, 2001; Wang et al., 2010).

RPK (Receptor de Proteina Quinase)

RTKs STKs RHKs
Receptor Tirosina Quinase Receptor Serina / Treonina Receptor Histidina Quinase
n3o detectado em plantas Quinase
RLKs

Receptores Quinase / Pelle

RLP RLCK

Proteina tipo receptor Receptor Citoplasmatico Quinase

Figura 3. Esquema de classificacdo para receptores de proteinas quinase (RPK) envolvidos no
desenvolvimento da planta e resisténcia a doengcas modificado de Afzal et al., 2008. RPKs podem
ser divididos em trés subclasses principais de acordo com diferentes especificidades de substrato do
dominio quinase. Os receptores tirosina-quinase (RTK) que fosforilam residuos de tirosina, serina /
treonina quinases (STKS) fosforilam serina e treoninas e histidina quinases fosforilam residuos de
histidina (RHKS). Receptores STKs caem em uma ampla familia conhecida como o receptor
quinase (RLK) / familia Pelle. Os RLKs podem ser subdivididos em RLCKs (receptores quinase
citoplasmaticos) e RLP (proteina tipo receptor).

Conhecimentos adquiridos sobre o funcionamento de tais receptores sustentam

que o receptor percebe sinais mediante seu dominio extracelular e o propaga através do
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dominio quinase intracelular (Shiu & Bleecker, 2001). Os receptores RLKs encontram-se na
membrana como mondmeros inativos. A interacdo com o ligante induz uma mudanca na
conformacdo do dominio extracelular que resulta na sua dimerizacdo, o que faz os dominios
quinases intracelulares se aproximarem, permitindo-lhes a autofosforilacdo e fosforilacdo
subsequente de outros alvos. No entanto, existem excecOes a esse modelo geral, como por
exemplo, o fato de varios RLKs serem multiméricos em sua forma inativa (Becraft, 2002).

Entre os membros da familia RLK/Pelle, os RLKs dotados de dominios LRR
(LRR-RLK) séo altamente numerosos e podem ser incluidos em duas categorias funcionais
principais. A primeira consiste em LRR-RLKSs envolvidas no crescimento e desenvolvimento
vegetal, tendo com exemplos em A. thaliana: o receptor HAESA envolvido na abscisdo de
orgéos florais, 0 BRI1 (Brassinosteroid insensitive) implicado na regulacdo do crescimento
celular e 0 CLAVATAL implicado no controle do desenvolvimento do meristema apical. A
segunda categoria inclui LRR-RLKSs envolvidos na interacdo planta-patdgeno e nas respostas
de defesa e imunidade inata, tais como o produto do gene OsXa2l que confere resisténcia a
mancha bacteriana em arroz e do gene FLS2 (Flagelin sensing 2) responsavel pelo
reconhecimento da flagenina um elicitor bacteriano. Além disso, proteinas adicionais que ndo
se enquadram nessas duas classes funcionais podem ser relacionadas. Estas estdo implicadas
na simbiose (NORK/SYMRK e HAR1), em fendmenos de auto-incompatibilidade (receptores
quinases S; SRK), ou ainda no controle da fixacdo do nitrogénio atmosférico (SRH5) (Afzal
et al., 2008; Apfata, 2010). Cabe ressaltar que o dominio LRR nestes receptores varia em
numero e apresenta distribuicdo variavel ao longo da regido extracelular.

A maior parte dos RLKSs caracterizados até 0 momento provém de plantas modelo
tais como arabidopsis e Medicago truncatula, porém esforgos estdo sendo realizados para
expandir esses estudos para espécies de interesse econdémico. Os cerca de 200 LRR-RLKSs
presentes em arabidopsis estdo agrupados, com base na organizacdo, numero de copias e
arranjo das repeticdes LRR presentes na regido extracelular, em 15 subfamilias (LRR 1 a LRR
XV) (Shiu & Bleecker, 2001; Liu et al., 2009; Sakamoto et al., 2012). Anélises comparativas
de grande escala empregando LRR-RLKSs de arabidopsis, arroz e soja identificaram cerca de
600 representantes em soja (Liu et al., 2009). Evidéncias experimentais demonstram que as
subfamilias com funcdo no desenvolvimento apresentam tamanho conservado, enquanto
aquelas envolvidas na resposta de defesa tem expandido seus membros, principalmente por
duplicacdo em tandem (Sakamoto et al., 2012).

Os perfis de expressdo de alguns dos genes codificadores de LRR-RLKSs ja foram

deternimados. Verificou-se que a maioria é expressa em 6rgdos/tecidos ou em estagios de
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desenvolvimento especificos, tais como 0s genes PRK1 e PRK2 de tomate que sdo expressos
nos tubos polinicos, o gene SERK (somatic embryogenesis receptor-like kinase) de Daucus
carota é expresso no embrido durante o inicio da fase globular, e 0 RKF1 (receptor-like
kinase in flowers 1) expresso no primordio floral e durante o inicio do desenvolvimento do
estame. Todavia, poucos genes codificadores de RLKSs sdo expressos de forma ubiqua. Como
exemplos é possivel citar o gene TMK1 (Arabdopsis receptor-like transmembrane kinase 1)
que € expresso em altos niveis em diversos orgaos/tecidos, e o gene RPK1 de arabidopsis que
é encontrado em todos os principais Orgdos/tecidos e tem a sua expressdo aumentada pelo
tratamento com &cido abscisico (ABA) e sob varias condi¢cdes de estresse abidtico (Shiu &
Bleecher, 2001).

De maneira geral, o dominio catalitico das proteinas quinases apresentam um
tamanho que varia entre 250 — 300 residuos de aminoacidos. Estes ndo sdo conservados
uniformemente, consistindo de regides alternadas de alta e baixa conservagdo. Segundo
Castells & Casacuberta (2007), doze grandes subdominios conservados sdo evidentes, dos
quais os subdominios VI e VII sdo de interesse pois contém os residuos conservados
normalmente presente nos sitios cataliticos das serina/treonina (S/T) ou tirosina quinases, e
podem desempenhar um papel no reconhecimento da hidroxila correta do aminoacido a ser
fosforilado (Rudrabhatla et al., 2006).

Com relacdo ao dominio extracelular, diversos motivos estdo presentes, sendo
varios deles encontrados em proteinas de plantas e animais, enquanto outros sao exclusivos de
plantas. Alguns desses motivos estdo implicados em interacdes proteina-proteina, na ligacdo a
varios carboidratos, incluindo componentes da parede celular microbiana ou glicoproteinas de
vérias origens (Shiu & Bleecker 2001; Morris & Walker, 2003). As plantas desenvolveram
um complexo diversificado de dominios extracelulares, sendo a maioria representada pelo ja
mencionado dominio LRR.

Em plantas, os LRR-RLKS que estéo envolvidos nos eventos iniciais da imunidade
inata sdo denominados “receptores de reconhecimento padrdes” (RRPs) e sdo capazes de
detectar elecitores especificos denominados ‘“padrdes moleculares associados ao
patégeno/microorganismo” (PAMPs/MAMPs). Neste caso, apos a ligagdo dos PAMPs ao seu
receptor cognato, inicia-se um bem caracterizado conjunto de respostas de defesa denominado
“imunidade desencadeada por PAMP” (PTI). Dentre os processos desencadeados pela PTI
encontram-se a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a deposicdo de calose, a

geracdo de mensageiros secundarios e a expressao de genes de defesa. A elicitacdo de RPKs
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leva também a ativagdo de varias proteinas quinases ativadas por mitdgenos conhecidas como
MAPs (Greeff et al., 2012).
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3- Capitulo 1:

Caracterizacdo molecular do receptor quinase (SOBIR1) em plantas de tomateiro
infectadas com os virus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) e Tomato chlorotic spot
virus (TCSV).

1-INTRODUCAO

Diversos relatos sobre o perfil de expressdao génica diferencial em plantas de
tomateiro infectadas por viroses ja foram descritos. Um dentre eles revelou que em plantas de
tomate infectadas pelo PepYMV, género Potyvirus, o gene que codifica um LRR-RLK foi
reprimido 72 horas ap0s o0 processo de infeccdo (Alfenas-Zerbini et al., 2009). Por outro lado,
pesquisa realizada com tomateiros infectados por TSWV revelou uma elevada expressdo de
genes relacionados a defesa e transdugéo de sinal (Catoni et al., 2009). Entretanto, o receptor
LRR-RLK identificado como sendo reprimido na interacdo do tomateiro com PepYMV néao
figura entre os genes modulados pelo TSWV no trabalho de Catoni e colaboradores. Assim, a
modulacdo deste gene pela infeccdo do tomateiro com outras espécies virais permanece
desconhecida.

Mesmo que nenhum receptor capaz de detectar a presenca de viroses invasoras
tenha sido descrito até o momento, o presente trabalho levantou a hipotese do possivel
envolvimento do gene que codifica um receptor LRR-RLK de tomate na resposta de defesa da
planta frente a infeccdo pelas mencionadas espécies virais.

Devido a auséncia de estudos relacionados a um receptor RLK em plantas de
tomateiro (Solanum lycopersicum), em contradi¢do aos varios ja relatados em plantas modelo
como tabaco e arabidopsis, 0 presente capitulo buscou realizar a caracterizacdo molecular
deste receptor de tomate na tentativa de entender o funcionamento da complexa rede de
interacdo e ativacdo das respostas de defesa da planta hospedeira. Para isso, o perfil de
expressao deste receptor frente as infeccBes pelos virus PepYMV e TCSV, e em resposta ao
estresse mecanico, foi determinado. Em seguida investigou-se a sua localizacdo subcelular e
uma arvore filogenética foi construida.

Cabe ressaltar que no decorrer da realizacdo dos nossos experimentos, um estudo
publicado em 28 de maio de 2013a por Liebrand e colaboradores mostrou que o receptor

LRR-RLK de tomate alvo do presente estudo é um ortdlogo de SOBIR1 (Suppressor of BIR1-
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1) de Arabidopsis thaliana. Os autores mostraram que SOBIR1 é um LRR-RLK que atua
como um regulador positivo da resposta de defesa do tomate a infecgdo por fungos. Por esta

razdo, adotou-se a sigla SSOBIRL para designar o gene em questao.
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2- MATERIAISE METODOS

2.1-Obtencéo e manutencao dos isolados dos virus

O isolado 304 do PepYMV (Pepper yellow mosaic virus) (Moura et al., 2011) eo
isolado de TCSV (Tomato chlorotic spot virus) utilizados neste estudo foram fornecidos pelo
Laboratorio de Virologia Vegetal, do Departamento de Defesa Fitossanitaria da Faculdade de
Ciéncias Agronémicas, UNESP — Botucatu. Esses se encontravam mantidos em Nicotiana
tabacum L. “TNN’, por meio de sucessivas inoculacOes via extrato vegetal tamponado (EVT;
tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,2, contendo sulfito de sodio 1 g/L) utilizando carborundum (600
mesh) como abrasivo. As plantas de tabaco infectadas estavam sendo mantidas em casa de

vegetacéo.

2.2-Inoculacéo das plantas e coleta das amostras

Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) foram semeadas em
solo autoclavado com substrato e mantidas em casa de vegetacdo. Apos 12 dias de semeio, as
plantas foram transferidas para vasos e individualizadas, totalizando 18 plantas. Apos 10 dias,
estas foram separadas em 3 parcelas com 6 plantas cada. O segundo par de folhas
completamente expandidas das plantas de uma das parcelas foi inoculado mecanicamente
(via EVT) com extrato de planta infectada com o isolado 304 do PepYMV:; para tal foi usado
tampdo de inoculacdo (fosfato de potéassio 0,05 M pH 7,2, contendo sulfito de soédio 1 g/L) e
carborundum (600 mesh) como abrasivo. O segundo par de folhas das 6 plantas da outra
parcela foi inoculado apenas com uma mistura de tampdo com abrasivo (controle mock),
enquanto que as plantas da Gltima parcela foram mantidas sem nenhum tipo de inoculagdo nas
folhas (plantas NT ) para constituir o controle negativo. As plantas foram mantidas dentro de
gaiolas antiafidicas (medindo 1 metro de largura e 80 centimetros de altura) em casa de
vegetacao sobre condicdes controladas.

As folhas das plantas inoculadas com os tratamentos “PepYMYV, mock e NT”
foram coletadas a 72 horas, 7, 14 e 21 dias ap6s a inoculagdo (dpi). Essas foram
imediatamente colocadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

Estes mesmos procedimentos foram adotados para a obtencdo de plantas de
tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) para posterior inoculagdo com o virus
TCSV.
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2.3-Extracdo de RNA total para detecgdo do PepYMV e TCSV

Para a extracdo de RNA total visando confirmar a presenca dos virus em cada
uma das 6 plantas inoculadas foram utilizadas amostras de folhas coletadas aos 21 dias ap0s a
inoculacdo. Os RNAs totais foram extraidos empregando o kit de extracdo Total RNA

Purification (Norgen) de acordo com as instrugdes do fabricante.

2.4- ExtracOes de RNA total dos tecidos foliares para analise de PCR em tempo real

Para a extracdo de RNA total foram realizados pools de amostras de folhas (cada
pool contendo folhas provenientes das 6 plantas) para cada tempo de coleta e tratamento com
PepYMV e TCSV, respectivamente. No caso das plantas sem nenhum tipo de inoculacdo nas
folhas (plantas NT), o RNA total foi extraido apenas do pool de amostras do tempo de 72
horas. As folhas foram maceradas com pistilo e grau contendo nitrogénio liquido. A extracdo
ocorreu conforme protocolo descrito por Korimbocus et al., (2002), com modificacGes. Para a
extracao foram utilizados 100 mg de cada pool de amostra. Ao macerado adicionou-se 500 puL
de tampé&o de extracdo (CTAB 2%; NaCl 1,4 M; 20 mM de EDTA; 100 mM de Tris-HCI
pH8,0; PVP 1%, completado com &gua ultrapura autoclavada para um volume final de 100
mL) previamente aquecido a 65°C. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em
agitador e incubadas por 10 minutos a 65°C. Passado este periodo foram adicionados 500 pL
de cloroférmio acrescido de alcool isoamilico (24:1) e agitadas. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante transferido para novos
microtubos. Os procedimentos de adicdo da mistura cloroformio: &lcool isoamilico e
centrifugacdo foram repetidos. Apos a transferéncia do sobrenadante para novos tubos,
adicionou a este 1 volume de LiCl (5 M), verteu-se os tubos sendo os mesmos mantidos a -
20°C durante a noite.

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 30 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi retirado. Ao precipitado foram adicionados 200 puL de TE (Tris + EDTA)
contendo SDS 1%; 100 puL de NaCl 5M e 300 pL de isopropanol, seguido por uma incubagao
de 30 minutos a -20°C. As amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 rpm por 20 min
a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se ao precipitado 1 mL de etanol 70%
gelado (preparado com agua DEPC-dietilpirocarbonato) e centrifugou-se por mais 5 minutos
a 10.000 rpm a 4°C. O etanol foi retirado e o precipitado seco por aproximadamente 20

minutos a temperatura ambiente e ressuspendido em 30 pL de 4gua tratada com DEPC.
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2.5-Quantificacdo dos RNAs totais

O RNA total extraido de cada pool de amostras proveninentes das plantas
incouladas com PepYMYV ou TCSV foi quantificado e avaliado quanto ao grau de pureza
através do espectrofotobmetro (NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop
Technologies) usando 1 pL de cada amostra. As medidas de absorbancia foram realizadas nos

comprimentos de onda de 260 e 280 nm, e a relacdo 260/280 determinada.

2.6-Analise da integridade das amostras de RNA total

A integridade das amostras de RNA total foi verificada por eletroforese em gel
desnaturante de agarose 1% (p/v) contendo formaldeido. Antes da eletroforese, as amostras
foram desnaturadas a 65°C por 5 minutos sendo transferidas imediatamente para gelo. As
corridas eletroforéticas ocorreram com tampéo de corrida 1X MOPS (10X - MOPS 20 mM
pH 7,0, acetato de sddio 100 mM e EDTA 500 mM), por aproximadamente 1 hora a 80 volts.
Os geis foram corados com brometo de etidio, expostos a luz ultravioleta em transiluminador

e fotografados.

2.7-Tratamento com DNAse e Reacdo da Transcriptase Reversa (RT)

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse | (Promega) para evitar
contaminacdo com DNA nas andlises posteriores. Para tal, ao RNA total (2 pg) foram
adicionados 2 pL de tampao de reagdo de DNAse I (10x com MgCly); 2 L de DNAse I (1U/
pl) e agua tratada com DEPC para completar um volume final de 20 pL. Incubou-se a
mistura por 30 minutos a 37°C, ¢ a enzima DNAse I foi inativada pela adi¢cdo de 2 pL de
EDTA (25 mM) seguida de aquecimento por 10 minutos a 65°C.

Apoés o tratamento com DNAse procedeu-se a sintese do DNA complementar
(cDNA) com o uso do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems)
conforme as recomendacdes do fabricante. As amostras foram incubadas em termociclador
MasterCycler Gradient (Eppendorf) a 25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5
minutos. Os cDNAs obtidos foram quantificados em espectrofotdmetro (NanoDrop ND-1000

UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies) e armazenados a -20°C.
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2.8-PCR convencional para detec¢do do PepYMV e TCSV

A presenca dos virus PepYMV e TCSV nas plantas infectadas foi confirmada
empregando os cDNAs produzidos na etapa anterior por PCR convencional (Reacdo em
Cadeia da Polimerase). Os oligonucleotideos especificos utilizados (Tabela 1) foram: um par
que amplifica parte da regido codificadora da proteina capsidial do PepYMV (descrito por
Moura et al., 2011); um par cujo primeiro oligo (senso complementar) se anela na regido néo
traduzida do terminal 3' do S RNA (do nucleotideo 1 a 15) e o segundo no gene que codifica
para a proteina N (nucleotideo 433 a 453) (senso viral) do TCSV (Eiras €t al., 2001). Além
desses, um par que amplifica um gene enddgeno que codifica a proteina TCTP
(Trandationally Controlled Tumor Protein) de tomate (Carvalho, 2010) foi empregado para
verificar a qualidade dos cDNAs produzidos.

As reagdes foram preparadas em um volume de 25 pL contendo: 12,5 pL do
reagente GoTaq® Colorless Master Mix 2x (Promega), 1 uL de cDNA (100 ng/ pL), 10,5 pL
de agua livre de nuclease e 0,5 puL dos oligonucleotideos acima (10 mM). Como controles
positivos das reacOes utilizou-se 0 cDNA de plantas sabidamente infectadas pelo PepMYV e
TCSV, respectivamente. Como controle negativo foram usadas aliquotas das amostras de
RNA total tratadas com DNAsel.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador MasterCycler Gradient
(Eppendorf) utilizando 35 ciclos. Os parametros utilizados foram: desnaturacdo inicial (5
minutos/ 95°C) seguida de um ciclo basico de desnaturacdo (30 segundos/ 94°C), e de uma
etapa de annealing que diferiu conforme o par de oligonucleotideos especificos utilizado. No
caso dos oligonucleotideos para 0 PepYMV empregou-se 45 segundos a 53°C; para 0 TCSV
empregou-se 2 minutos a 48°C e para os oligonucleotideos usados para amplificacdo da
TCTP empregou-se 45 segundos a 54,6°C. Em todos os casos, as etapas seguintes
consistiram de polimerizacdo por 1 minuto a 72°C, seguida de um periodo de extensdo final
de 7 minutos a 72°C. Os produtos de amplificacdo foram verificados em géis de agarose 1%

corados com brometo de etidio, observados em transiluminador ultravioleta e fotografados.
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Tabela 1. Descri¢do dos oligonucleotideos utilizados para a deteccdo dos virus PepYMV e TCSV e
amplificacdo do gene da TCTP empregados para reacdes de PCR convencional.

Alvo Sequéncias dos Oligonucleotideos

PepNib-F. 5 GWTSGYYGMMTTGGATGATG 3’
PepYMV

PepUTR-R. 5 AGTAGTACAGGAAAAGCC 3’
TSy BR60 5 AGAGCAATCGTGTCA 3'

BR65 5 ATCAAGCCTTCTGAAAGTCAT 3'
- Forward 5° ATGTTGGTTTATCAGGATCTC 3’

Reverse 5> GCACTTGATCTCCTTCAAAC 3°

2.9-Desenho dos iniciadores (oligonucleotideos) para PCR em Tempo Real (QPCR)

Os oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do receptor SSOBIR1 foram
desenhados utilizando como query a sequéncia de nucleotideos da regido codificadora de um
receptor de proteina quinase de Nicotiana tabacum (GenBank: AB073628) como descrito no
estudo de Alfenas-Zerbini et al. (2009). A referida sequéncia de nucleotideos foi comparada
com as sequéncias depositadas no banco de dados de sequéncias expressas (EST) de
solanédceas (SOL Genomics Network Solgenes, http://www.sgn.cornell.edu) utilizando-se o
algoritmo BLAST. Dois contigs de tomate (SGN-U565512 e SGN-U568730) foram
identificados, sendo que o primeiro (SGN-U565512) apresentava maior similaridade (melhor
hit) a sequéncia usada como query. Assim, a sequéncia do EST representativo do contig SGN-
U565512  foi alinhada com a do tabaco empregando  CLUSTAL
(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) e oligonucleotideos foram desenhados
empregando o software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems). As sequéncias destes
oligonucleotideos estdo disponiveis na Tabela 2.

O normalizador empregado como gene de referéncia nas reacdes de PCR em
tempo real foi o0 gene APT1 (Tabela 2) que codifica uma Adenosil-Fosforibosil Transferase e
cuja expressdo ja havia sido validada por Alfenas-Zerbini et al., (2009) para infeccdo com
PepYMV. O mesmo também foi empregado nas reacdes de qPCR das amostras infectadas
com o TCSV, pois dentre os genes de referéncia testados, o APT1 foi o que apresentou menor

variacao de expressao.
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Tabela 2. Descricdo dos oligonucleotideos desenhados para a validacao da expressao génica do gene
S SOBIR1 por PCR em tempo real.

Gene Sequéncias de Oligonucleotideos

RLK-F. 5" ACT GAT CAA GAA AGC CGA GGA C3’
SSOBIR1

RLK-R. 5 TCA AGC GAT GCC ACTCCAT 3’
APTL F.”5> GAA CAG ACA AGATTG AGATGC ATGTA 3’

R 5 CCA CGA GGG CACGTT CA 3’

2.10-PCR em Tempo Real para Validagdo da Expressédo Génica

Para as reaces de PCR em tempo real utilizou-se o kit GoTaqg® gPCR Master
Mix 2X (Promega). As reacOes foram preparadas para um volume total de 10 plL, em
triplicatas, em uma placa de 96 pogos, utilizando os seguintes reagentes: 5 pL. de GoTaq®
gPCR Master Mix 2X, 0,3 uL (10 mM) de oligonucleotideos para o gene avo (Tabela 2), 2 puL
de ¢cDNA (70 ng/uL) ¢ 2,4 uL de agua livre de nuclease. No caso do gene de referéncia foram
empregados 0,15 pL (10 mM) dos oligonucleotideos (Tabela 2). O controle negativo foi
realizado adicionando-se &gua a reacdo, visando a certificacdo da auséncia de qualquer tipo de
contaminagéo.

A amplificacdo dos fragmentos alvos foi realizada em termociclador 6tico (Sep
One Plus Real-Time PCR System - Applied Biosystems), com um ciclo inicial de
desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 15
segundos e extensdo a 60°C por 1 minuto. No final do processo, para a quantificacdo dos
dados, foi realizado um ciclo suplementar de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C e 15
segundos a 95°C. Posteriormente os dados Opticos foram analisados no programa Step One
System Software v2.1 (Applied Biosystems).

Ao término das reacOes obteve-se a representacdo grafica (Amp Plot) e numérica
(Ct, Threshold Cycle) do aumento da fluorescéncia ocorrida durante os ciclos das reacdes. A
expressdo génica relativa foi calculada pelo método do AACt (Livak & Schmittgen, 2001), o
qual se baseia na reacdo exponencial da PCR. Para tal, a expressdo QR (Quantificacdo

Relativa) = 2744

, onde QR representa o nivel de expressdao génica, Ct representa o ciclo de
amplificacdo no qual cada amostra apresenta amplificagdo exponencial; ACt se refere a
diferenca entre o Ct da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra

amplificada para o gene referéncia, e AACt representa a diferenga entre o ACt da amostra de
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interesse em determinado tempo ¢ o ACt da amostra de referéncia. A eficiéncia das reagdes
(amplificacdo de cada um dos oligonucleotideos utilizados) foi determinada por meio de
diluicdes seriadas (1:1, 1:5, 1:25 e 1:125). A partir do valor de Ct de cada aliquota, as curvas

padrdes foram elaboradas e o slope das retas foi determinado. Estes valores foram entéo

=1/sl
inseridos na formula: E = (10 SOpe) x 100 para calcular a eficiéncia (E). Analisou-se também

a presenca de amplificacdo inespecifica por meio da curva de dissociagao.

Os testes estatisticos foram realizados empregando o software REST 2009
(Relative Expression Software Tool). Este programa compara dois grupos, o grupo de
amostras tratadas com o grupo controle, sendo a comparacao sempre realizada a partir de um
gene normalizador. A significancia das diferencas de expressao relativa entre as referidas

amostras € entdo verificada por um teste de randomizacdao (Pfaffl et al., 2002).
2.11-Inducéo de estresse mecanico empregando tampéao e abrasivo

Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) foram semeadas e
em seguida transferidas para vasos individualizados, totalizando 12 plantas. Seis plantas
foram separadas e tiveram o segundo e terceiro par de folhas estressadas mecanicamente com
abrasivo. Para tal foi utilizado extrato vegetal tamponado (EVT) e abrasivo; as outras 6
plantas foram mantidas sem tratamento (NT) para constituir o controle negativo da analise.
Essas plantas foram mantidas dentro de gaiolas antiafidicas em casa de vegetacdo sobre
condicdes controladas.

As coletas das folhas estressadas e ndo estressadas foram realizadas conforme
descrito no item 2.2 nos tempos de 1, 3 e 6 horas pds-tratamento. A extracdo de RNA total foi
realizada a partir de um pool de folhas (obtido de 6 plantas) para cada tempo de coleta, sendo
empregado o protocolo de extracdo de RNA por CTAB como descrito no item 2.4.

O RNA total foi quantificado e passou pelas etapas de analise da integridade,
tratamento com DNAsel e produgdo de cDNA, PCR convencional e PCR em tempo real,

conforme protocolos descritos anteriormente.
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2.12-Anélise da expressdo génica do receptor SSOBIR1 em diversos 6rgdos/tecidos de

tomateiro

Para verificar o nivel de expresséo do gene SSOBIR1 em diferentes
orgdos/tecidos de tomateiro, amostras de folha, caule, raiz, flor e frutos em diferentes fases de
desenvolvimento (fruto verde, amarelo e vermelho) foram coletadas. A expressao relativa foi
determinada por RT-qPCR utilizando como normalizador o gene que codifica uma Ubiquitina
(UBI) de tomate (Tabela 3).

Tabela 3. Descri¢cdo dos oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do gene normalizador UBI
usado durante a validacdo do nivel de expressdo génica do gene SSOBIRL em diferentes
Orgdos/tecidos de plantas de tomateiro por PCR em tempo real.

Gene Sequéncias de Oligonucleotideos

F.5 GAT CAT CAA TGT GTT TTC GCT TTT 3’
R 5" CAC AAA CTG CAT ATT CAT AAA GATACCA 3

UBI

2.13-Regido codificadora do gene SSOBIRL e seus sitios de restri¢do

A sequéncia de nucleotideos do EST contendo a regido codificadora de SSOBIR1
disponivel no banco SOL foi inicialmente analisada no programa Expasy Proteomics Server
usando a ferramenta Trandate (http://web.expasy.org/translate/). Dessa forma foi possivel
verificar a localizacdo dos respectivos cddons de inicio e término da regido codificadora do
receptor bem como estimar o tamanho da proteina codificada.

Essa sequéncia de nucleotideos também foi utilizada para analise no programa
NebCutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) com o objetivo de localizar os sitios das

enzimas de restricdo que clivam a regido para o estabelecimento da estratégia de clonagem.

2.14-Desenho dos oligonucleotideos para amplificacdo e clonagem da regido codificadora de
SSOBIR1

O fragmento correspondente a regido codificadora do gene SSOBIR1 foi
amplificado por PCR convencional (conforme descrito no item 2.8) empregando 0s

oligonucleotideos descritos na Tabela 4. Neste caso, alterou-se a temperatura de anelamento
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(56,4°C por 45 segundos), a etapa de polimerizagéo (2 minutos a 72°C), e a extensdo final (10
minutos a 72°C).

O produto de amplificacao foi ligado ao vetor de clonagem pGEM-T Easy (kit
pPGEM-T Vector Systems - Promega). A reacao de ligacao foi composta de 1 ul da enzima T4
DNA ligase (3 U - Fermentas), 1 puL do vetor (50 ng/ul), 7,5 uL de tampao 2X da DNA
Ligase, 1,5 pL do produto de amplificacdo (150 ng/ uL) e 4 puL de agua livre de nuclease para
um volume final de 15 pL. A liga¢do foi incubada a 4°C por 16 horas para posterior

transformacéo em células competentes de Escherichia coli.

Tabela 4. Descricdo dos oligonucleotideos utilizados para amplificar a regido codificadora do gene
SSOBIRL.

Gene Sequéncias dos Oligonucleotideos
RLKrc F 5’AT GAC TTC GAATATCCACT 3’
RLKrc R 5°CTA ATG CTT GAT CTG AGT TAA CAT GC 3’

SSOBIR1

2.15-Transformacéo de células competentes de Escherichia coli

Apos a ligacéo do produto de PCR ao plasmideo realizou-se a transformacéo de E.
coli nas seguintes condi¢des: 100 uL de E. coli DH5a competente foi descongelada no gelo e
incubada com 10 pL do produto de ligagdo por 30 minutos. Realizou-se um choque térmico
por 1 minuto e 30 segundos a 42°C. Em seguida, as bactérias foram mantidas no gelo por
mais 5 minutos, sendo depois acrescentados 400 pL. de meio LB liquido. As bactérias
transformadas foram incubadas sob agitacdo a 37°C por 1 hora e plaqueadas em meio LB
solido contendo o antibidtico de selecdo ampilicina (100 mg/mL) adicionado de IPTG
(Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo - 24 mg/ml) e X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-
Dgalactosideo - 50 mg/ml). Apds crescimento a 37°C por 16 horas, o DNA plasmidial dos

clones positivos foi extraido conforme protocolo descrito a seguir.
2.16-Analise dos clones transformantes
As col6nias brancas selecionadas foram repicadas individualmente em tubos de 15

mL estéreis, contendo 3 mL de meio LB liquido e 3 pL do antibidtico ampicilina (100

mg/mL) (pré-indculo). Os tubos foram incubados a 37 °C por 16 horas sob agitacdo de 150
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rpm. Antes de dar inicio & extragdo de DNA plasmidial, para cada clone selecionado foram
feitas culturas permanentes adicionando-se 150 pL de glicerol e 850 uL de cultura bacteriana,
incubacdo em nitrogénio liquido e armazenamento a -80 °C.

Para a extracdo de DNA plasmidial foi utilizado o protocolo de lise alcalina (mini-
preparacdo) conforme descrito por Sambrook et al., (1989). Os DNAs plasmidiais foram
quantificados em espectrofotdmetro (NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer,
NanoDrop Technologies).

A confirmacéo da insercdo do fragmento de interesse nos clones recombinantes
foi realizada por digestdo com enzima de restricdo em reacdes com volume final de 30 pL
contendo: 20 uL. de DNA plasmidial, 0,5 uL. da enzima EcoR | (10 U/uL) (Fermentas), 6 uL
do tampdo da enzima Tango 2X e 3,5 puL de agua livre de nuclease. As reagdes foram
mantidas a 37°C por 4 horas. Os produtos da digestdo foram visualizados em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio.

Alguns clones positivos tiveram o seu DNA plasmidial purificado através do kit
QlAprep Spin Miniprep (Quiagen), conforme instrugdes do fabricante, para posterior

sequenciamento.

2.17-Sequenciamento

O sequenciamento do DNA plasmidial dos clones selecionados foi realizado
utilizando o kit BigDye™ Terminator v3. 1 Cycle Sequencing versdo 3.1 (Applied
Biosystems) em sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems). Foram realizadas
duas reacdes para cada clone, sendo uma com o oligonucleotideo foward e outra para o
reverse (Tabela 5).

Para tal, foi utilizado 2 pL do tampdo 2,5 Save Money (400 mM Tris-HCI pH 9,0,
10 mM MgCl,), 2 uL do mix de BigDye, 1 puL (5 mM) dos oligonucleotideos (Tabela 5) e o
equivalente a 200 ng de DNA plasmidial. As reacfes foram realizadas em termociclador com
os ciclos de temperatura programados para: desnaturacdo inicial a 96°C por 2 minutos,
seguida de 40 ciclos de 96°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C por 4 minutos.
Apos a amplificagdo as amostras foram mantidas a 10°C até a precipitacéo.

As amostras foram secas a temperatura ambiente e o precipitado ressuspendido
em 10 pl de formamida Hi-DiTM (Applied Biosystems). No momento da aplicacdo no
sequenciador, as amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e rapidamente transferidas

para o gelo.
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As sequéncias de nucleotideos obtidas foram analisadas empregando o programa
Bioedit v.7.05, e submetidas no NCBI (National Center for Biotechnology Information —
Estados Unidos da América) utilizando a ferramenta BLAST. A sequéncia deduzida de
aminoacidos da proteina, por sua vez, foi analisada por diferentes programas de andlise
protéica disponibilizados no sitio do Expasy Bioinformatics Resource Portal

(http://www.expasy.org/).

Tabela 5. Descricdo dos oligonucleotideos usados para sequenciar a regido codificadora do gene
SSOBIR1

Gene Sequéncias dos Oligonucleotideos
T7 F-5> TAATACGACTCACTATAG GG 3’
SP6 R-5' TAT TTA GGT GAC ACT ATA G 3’

2.18-Reacdo de PCR convencional utilizando a enzima Pfu para clonagem no vetor
pENTR/D- TOPO®

A regido codificadora do gene SSOBIRL inserida em pGEM-T Easy foi
reamplificada por PCR visando a sua insercdo no vetor de entrada pENTR/D-TOPO®. Os
oligonucleotideos disponibilizados na Tabela 4 foram utilizados, porém, no oligonucleotideo
forward foi necessario adicionar os nucleotideos CACC ao seu terminal 5°.

A reagdo foi preparada em um volume final de 50 uL. contendo: 5 pL. 10X tampao
Pfu com MgSQ,, 1 uL de dNTPs (10 mM), 1 uL de cada oligonucleotideo (10 mM), 0,5 uL
de Pfu DNA Polymerase (Fermentas) (2,5 U/ uL), 1 pL. de DNA plasmidial kit (100 ng/ pL) e
40,5 uL de &gua livre de nuclease. A amplificacdo foi realizada em termociclador
MasterCycler Gradient (Eppendorf) utilizando 35 ciclos. Os parametros utilizados foram:
desnaturacdo inicial (5 min/ 95°C) seguida de um ciclo basico de desnaturacédo (45 segundos/
94°C), uma etapa de anelamento (35 segundos/ 56,4°C), polimerizacdo por 4 minuto a 72°C,
seguida de extenséo final de 10 minutos a 72°C. O fragmento gerado foi visualizado em gel

de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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2.19-Construcgdo baseada em vetor TOPO

A clonagem do produto correspondente a regido codificadora do gene SSOBIR1
no vetor pENTR/D- TOPO® foi realizada utilizando-se o kit pENTR Directional TOPO®
Cloning (Invitrogen). Este kit permite a clonagem do produto de reacdo da PCR sem
extremidades coesivas nos vetores do Sistema Gateway® onde uma recombinagdo sitio
especifica possibilita a clonagem do inserto na orientacdo correta com eficiéncia igual ou
superior a 90%.

A reacdo de clonagem direcionada no vetor constituiu-se de 1 puL do produto da
PCR (aproximadamente 150 ng/uL), 1 uL de solugdo salina, 1 puL do vetor TOPO (15-20 ng/
uL) e 3 uL de agua livre de nuclease.

Para a transformacéo do vetor pENTR/D- TOPO® foram utilizados 3 pL da reagdo
de ligacdo, misturada com E. coli TOP 10. Esta mistura foi colocada no gelo por 30 minutos,
apos realizou-se choque térmico a 42°C por 1 minuto e 30 segundos, sendo novamente
incubada no gelo por 2 minutos. Em seguida, acrescentou-se 250 pL de meio SOC
(disponibilizado no kit) e deixou-se agitar a 37°C por 1 hora a 150 rpm. As bactérias foram
plagueadas em meio LB sélido contendo o antibidtico de selecdo canamicina (100 mg/mL) e
incubadas a 37°C por 16 horas.

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada inicialmente por meio de lise alcalina
(mini-preparacdo) e os clones positivos confirmados através da PCR convencional
empregando os oligonucleotideos especificos da regido codificadora do gene SSOBIR1
(Tabela 4).

Alguns clones positivos tiveram o seu DNA plasmidial purificado atraves do kit
QlAprep Spin Miniprep (Quiagen), conforme instrucdes do fabricante, quantificados e
sequenciados (item 2.17) wusando o par de oligos universais M13 (F:
5GTAAAACGACGGCCAG3 e R 5 CAGGAAACAGCTATGAC 3"). Adicionalmente,
um oligonucleotideo interno (5’ACA TTT CAG GGA ATA GTT TCC 3’) foi desenhado para

completar o sequenciamento do fragmento clonado.
2.20-Clonagem no vetor binario Gateway contendo GFP

Com a obtencdo do vetor de entrada pENTR/D- TOPO®:9SOBIR1 a regido

codificadora foi transferida para o vetor de destinagdo pK7WGF2,0 (Figura 1), gerando uma
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construgdo (pEGFP:SSOBIR1) que permite a expressdao de SSOBIR1 fusionado a proteina

GFP (Green Fluorescent Protein).
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Figura 1. Representagdo esquematica do vetor pK7WGF2,0 com a indicagdo dos sitios attR,
local de insercdo do clone de entrada.

A reacdo LR consiste em uma recombinac&o sitio-especifica na qual os sitios attL
presentes no vetor de entrada (pENTR/D- TOPO®) e que estdo, portanto, flanqueando o
produto da PCR, sdo com este transferidos para o vetor de destino pK7WGF2,0 que contém
os sitios attR (Figura 2). Para a reacdo foram utilizados 1 uL do vetor de entrada (25 ng/ uL),
1 puL do vetor de destinagdo (50 ng/ puL), 3 uL de agua livre de nuclease, 1 pL. do tampao 5X
LR-Clonase Reaction Buffer e 1 uL da enzima LR Clonase. A reagdo foi incubada a 25°C por
2 horas, sendo em seguida adicionados 0,5 L de Proteinase K e incubagdo por mais 10
minutos a 37°C. Essa rea¢do foi usada para transformar células eletrocompetentes de E. coli
DH5a.
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Figura 2. Diagrama esquematico da constru¢do pEGFP:S SOBIR1contendo a regido codificadora
de JSOBIR1 fusionada a Egfp sob controle do promotor e terminador 35S do CaMV
(Cauliflower mosaic virus). Can denota o gene nptll que confere resisténcia a canamicina; attR2 e
attR1 sdo as regides de recombinagdo homologas; Egfp (proteina fluorescente verde com
enhancer) e bordas (LB e RB).

2.21-Transformacdo de E. coli eletrocompetentes com pEGFP:9SOBIR1 e selecdo dos

transformantes

Para a transformacdo 2 pL da reacdo LR foram misturadas a células
eletrocompetentes de E. coli DH5a. Em seguida, essas células foram transferidas para uma
cuveta (0,1 cm) de eletroporacdo, a qual foi mantida no gelo e submetidas a um choque
elétrico com capacitancia de 25 pF e 1,8 kV de carga e 400Q de resisténcia. Apos a
eletroporacdo, as células foram ressuspendidas em 450 uL. de meio SOC e incubadas a 37°C
por 1 hora sob agitacdo de 150 rpm. A suspensdo celular foi plaqueada em meio LB solido
contendo o antibidtico de selecdo estreptomicina (100 mg/mL) e incubada a 37°C por 16
horas.

Os clones recombinantes foram confirmados através da anélise de restricdo com o
uso das enzimas Xbal e Hindlll bem como por reagdo de PCR convencional (item 2.8)
empregando os oligonucleotideos correspondentes a regido codificadora do gene SSOBIR1
(Tabela 4). Como controles dessa reacdo foram empregados DNA plasmidial correspondente
ao vetor de entrada (controle positivo) e agua livre de nuclease (controle negativo).

Os resultados da analise de restricdo e os produtos amplificados na PCR foram

visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
2.22-Transformagdo de Agrobacterium tumefaciens
A cepa LBA 4404 de A. tumefaciens eletrocompetente adicionou-se 1uL de DNA

plasmidial contendo o cassete de expressdo pEGFP:SSOBIR1 (Figura 5) sendo incubada no

gelo por 2 minutos. Toda a suspensao foi transferida para uma cuveta (gelada) e a mesma foi
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posicionada no eletroporador para a aplicacdo do pulso (capacitancia de 25 pF e 1,8 kV de
carga e 400Q de resisténcia). Imediatamente apds o pulso adicionou-se 1 mL de meio SOC e
a suspensdo foi transferida para microtubos e incubada por aproximadamente 2 horas a 28°C
sob agitacdo de 150 rpm. A suspensdo foi plaqueada em meio LB solido contendo os
antibioticos rifampicina (100 mg/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e espectiomicina (90
mg/mL). As placas foram embrulhadas em papel aluminio e incubadas a 28°C por cerca de 2
a 3 dias.

As colbnias crescidas foram repicadas individualmente em tubos de 15 mL
estéreis, contendo 3 mL de meio LB liquido e os antibidticos acima citados. Os tubos foram
incubados no escuro a 28°C por cerca de 2 dias sob agitacdo de 150 rpm.

A confirmacéo dos clones positivos foi realizada empregando PCR (item 2.8) com
os oligonucleotideos descritos na Tabela 4. O controle positivo da reacdo foi o DNA
plasmidial extraido de uma coldnia transformada com o vetor de entrada, e 0 negativo, agua

livre de nuclease.

2.23-Germinacao das sementes de Nicotiana benthamiana

Sementes de N. benthamiana foram semeadas em vaso contendo solo autoclavado
com substrato e mantidas em sala climatizada. As plantulas foram individualizadas 20 dias
apos o0 semeio, totalizando 6 vasos, 0s quais permaneceram por aproximadamente 45 dias sob

condicdes controladas até a realizacdo dos ensaios de agroinfiltracdo.

2.24-Ensaios de agroinfiltracdo e observacédo da localizagcdo subcelular

Para os ensaios de agroinfiltracdo as agrobactérias contendo o cassete de
expressdo pEGFP:9S0BIR1 (Figura 2) foram cultivadas em meio LB liquido (20 mL)
adicionado dos antibioticos seletivos, sendo as mesmas mantidas no escuro sob agitacdo (150
rpm) por cerca de 2 dias a 28°C até atingirem uma absorbancia a 600 nm (Aggo) entre 0,6 e
0,8. As bactérias foram coletadas por centrifugacéo a 5.700 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente e o sobrenadante descartado. O precipitado bacteriano foi entdo ressuspendido em
20 mL de tampdo de agroinoculagdo (MES 10 mM, pH 5,6 contendo MgCl, 10 mM e
Acetoseringona 200 puM) e incubadas no escuro sob agitagdo (150 rpm) a 28°C por

aproximadamente 3 horas.
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A construcdo pm-rk CD3-107 foi usada como controle positivo de localizagdo nos
ensaios de agroinfiltracdo, sendo a mesma coinfiltrada com a construgdo pEGFP:3SOBIRL.
Essa construcdo, inserida no vetor binario pBIN20, contém a sequéncia codificadora de uma
aquaporina de membrana (gene AtPIP2A) fusionada a proteina fluorescente mCherry
(fluorescéncia vermelha) sob controle de um duplo promotor 35S (2X35S) (Nelson et al.,
2007). O clone foi adquirido junto ao Arabidopsis Biological Resource Center. A construcao
pm-rk CD3-107 foi inserida em A. tumefaciens cepa LBA 4404 e empregada nos ensaios de
agroinflitracao.

As solugbes bacterianas contendo as construgdes pEGFP:SSOBIRL e
2x35S:AtPIP2A:mCherry, respectivamente, foram levemente misturadas para serem
coinfiltradas nas folhas de N. benthamiana. A solucdo bacteriana foi injetada com seringa de
plastico de 1 mL na face abaxial das folhas, entre as nervuras secundarias, por meio de quatro
a seis pontos de inoculagdo. As plantas foram mantidas em condi¢Ges controladas por um
periodo de 48 a 72 horas para posterior visualizacao.

As analises de localizacdo das proteinas de fusdo, mediante visualizacdo de
fluorescéncia, foram realizadas em microscépio Confocal Leica (modelo - TCS P5), usando a
epiderme das folhas agroinfiltradas. A epiderme foi isolada com o auxilio de uma pinca e
mantida em placa de Petri contendo agua Milli-Q autoclavada.

2.25-Anélise filogenética

Uma analise filogenética foi realizada empregando as sequéncias de aminoacidos
do dominio catalitico PKc (quinase) de diferentes RLKs de plantas. Inicialmente foram
selecionadas sequéncias provenientes de RLKs de tomate (Solyc04g077010 2.1;
Solyc06g065260 2.1; Solyc119g020280 1.1; Solyc089g066320 2.1; Solyc12g008500 2.1;
Solyc08g066210 2.1; Solyc09g072810 2.1; Solyc04g071680 1.1; Solyc04g074020 2.1;
Solyc06g069650 2.1; Solyc03g059490 1.1; Solyc069g048620 2.1; Solyc03g033610 1.1;
Solyc02g084370 1.1; Solyc07g005540 1. 1) e arabidopsis (AT5G49660.1; AT3G19700.1;
AT1G09970.2; AT1G72180.1; AT5G25930.1; AT1G35710.1; AT4G08850.1; AT1G74360.1;
AT3G02130.1; AT5G01890.1; AT1G75640.1; AT4G36180.1; AT5G45800.1; AT5G58150.1
e AT2G24230.1). Além dessas, as sequéncias de aminoacidos das proteinas SOBIR1 de
arabidopsis (AT2G31880.1) e de tomate [Solyc069g071810 1.1 - SGN-U565512 (proteina
estudada) e Solyc03g111800 2.1] também foram incluidas. A selecdo de tais sequéncias foi

baseada no trabalho de Sakamoto e colaboradores (2012) que identificaram e classificaram
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todos os putativos RLKs de tomate através da comparacdo com os RLKs previamente
descritos em A. thaliana (Shiu & Bleecker, 2003; Shiu et al., 2004).

Adicionalmente, a sequéncia de aminoacidos entre 0 334 ao 576, correspondente
ao dominio quinase da proteina SSOBIR1 foi comparada com as sequéncias depositadas no
GenBank utilizando a ferramenta BLAST, sendo selecionadas as seguintes sequéncias:
PREDICTED:SOBIR1-like [Vitis vinifera](XP_002276125.1); PREDICTED:SOBIR1-like
[Cucumis sativus](XP_004138075.1); PREDICTED:SOBIR1-like [Glycine
max](XP_003523117.1); PREDICTED:SOBIR1-like [Fragaria vesca subsp.
vesca](XP_004299167.1) e Nicotiana tabacum mRNA for receptor-like protein kinase
(AB073628.2) (WRK) denominado NtSOBIR1 (Liebrand et al., 2013a).

As sequéncias foram alinhadas empregando-se o programa CLUSTAL W. Para as
analises de agrupamento e constru¢do do dendrograma foi usado “Neighbor-joining (NJ)”
(Saitou & Nei, 1987) com 1000 réplicas. Todas as anélises filogenéticas foram implementadas
empregando o pacote de ferramentas MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011).
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3- RESULTADOS

3.1-Analise da expressdo do receptor SSOBIR1 em plantas de tomate infectadas pelos virus
PepYMV e TCSV

Para analisar a expressao do gene SSOBIR1 nas plantas de tomate inoculadas com
PepYMV e TCSV foi utilizado RNA total extraido de pools de amostras de folhas (cada pool
contendo folhas de 6 plantas) para cada tempo de coleta (72 horas, 7, 14 e 21 dias) das plantas
inoculadas com os virus e plantas mock. A qualidade dos cDNAs obtidos foram analisadas
pela amplificagcdo por PCR convencional, de parte da regido codificadora da TCTP de tomate,
gue pode ser usada como um controle de qualidade do cDNA, por se tratar de uma proteina
que apresenta a presenca de transcritos em todos os tecidos vegetais (Carvalho, 2010). A
eletroforese dos produtos da PCR amplificados gerou um fragmento de aproximadamente 500
pb (pares de base) correspondente a regido codificadora da TCTP (Carvalho, 2010)
demonstrando assim que os cDNAs encontravam-se em boa qualidade.

Antes das analises de tempo real, a presenca dos virus PepYMV e TCSV nas
plantas de tomateiro inoculadas foi confirmada por RT-PCR empregando oligos especificos
para cada espécie viral. Para tal foram utilizadas as amostras de RNA total extraidas aos 21
dpi, portanto, proveninentes de folhas sistemicamente infectadas. A eletroforese dos produtos
da PCR permitiu observar a presenca de um fragmento de 960 pb nas plantas infectadas pelo
PepYMV (Moura et al., 2011) (Figura 3), e a presenca de um fragmento de 453 pb (Eiras et
al. 2001) nas plantas infectadas com o TCSV (Figura 4). As bandas correspondentes foram
observadas em todas as amostras analisadas revelando assim, que as plantas encontravam-se

devidamente infectadas pelos respectivos virus.
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Figura 3: Amplificacdo por RT-PCR da parte da regido codificadora da proteina capsidial do
PepYMV (seta) em amostras de plantas de tomateiro inoculadas com o virus. Amostras: Pep-1 —
Pep-6 de plantas 21 dpi; L (marcador molecular de 1Kb); (+) controle positivo — planta que serviu

como fonte de pré-inéculo e (-) controle negativo — agua. Gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo.
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Figura 4: Amplificacdo por RT-PCR da regido ndo traduzida do terminal 3' do S RNA e de parte
do gene que codifica para a proteina N (senso viral) do TCSV em amostras de plantas de tomateiro
inoculadas com o virus. Amostras: TCSV-1 — TCSV-6 de plantas 21 dpi; L (marcador molecular
de 1Kb); (+) controle positivo — planta que serviu como fonte de pré-indculo, e (-) controle
negativo — agua. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

A andlise de expressdo relativa por PCR em tempo real do gene que codifica o
receptor SSOBIRL revelou uma repressédo estatisticamente significativa (P<0,05) nas plantas
inoculadas com o PepYMV em relacdo ao controle ndo tratado (NT), em todos os tempos

avaliados (Figura 5). Ou seja, a acumulacdo de transcritos do gene alvo nos diferentes tempos
de coleta foi drasticamente afetada pela presenca do virus.
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Figura 5. Expressdo relativa do gene SSOBIR1 em plantas infectadas pelo PepYMV.
Amostra NT (ndo tratada); M (controle mock - mistura de tampéao com abrasivo). Anéalises
realizadas a 72 h e 7, 14 e 21 dpi. Os asteriscos indicam expresséo diferencial significativa
em relacdo ao controle NT com P < 0,05.

Por outro lado, nenhuma modulacao significativa na expressdo do gene SSOBIR1
foi observada nas plantas tratadas com a mistura de tamp&o com abrasivo (controle mock),
excecdo feita ao tempo de 14 dpi. Neste tempo, uma reducdo significativa na expressao
relativa foi detectada quando comparada com o controle ndo tratado. Esse resultado parece
indicar que o gene alvo poderia estar respondendo ao ferimento provocado pelo uso do
abrasivo, na auséncia do virus. Corroborando essa hipdtese, a inducao pelo estresse mecanico
da expressao do gene WRK (wound-induced receptor-like kinase), que codifica um LRR-RLK
de tabaco com alta similaridade ao SSOBIRL1 ja foi relatada na literatura (Ito et al., 2002).

Devido a isso, um novo gréafico de expresséao foi elaborado visando mostrar o que
provavelmente possa corresponder somente ao efeito da infeccdo viral pelo PepYMV nos
niveis de transcritos do gene SSOBIRL nessas plantas, descontando a influéncia do estresse

mecéanico que é observado nas plantas controle mock (Figura 6).
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Figura 6. Expressao relativa do gene SSOBIR1 onde os niveis de acimulos dos transcritos
foram obtidos a partir dos valores de expressdo das plantas infectadas pelo PepYMV
deduzidos dos valores de expressdo das plantas controle mock. Amostra NT (ndo tratada);
Andlises realizadasa 72 he 7, 14 e 21 dpi.

No caso da anélise de expressdo relativa do gene SSOBIR1 em plantas infectadas
pelo TCSV, um aumento na sua expressdo nas plantas inoculadas em relacdo ao controle néo
tratadas (NT) foi observado nos tempos de 7, 14 e 21 dpi. Um pico siginificativo de
acumulacdo de transcritos (P<0,05) foi detectado no tempo de 14 dpi (Figura 7). J& para o
tempo de 72 hpi ndo se observou variagdo nos niveis de expressao de SSOBIR1 em relagdo ao
controle ndo tratado (NT). Diante disso, pode-se inferir que a infeccdo da planta hospedeira
por um tospovirus leva a um actumulo de transcritos do gene alvo como um provavel
mecanismo de ativacdo para uma resposta de defesa da planta frente ao patégeno.

AlteracBes significativas na expressdo do gene SSOBIRL também foram
verificadas nas plantas tratadas com a mistura de tampao com abrasivo (controle mock) nos
tempos 7, 14 e 21 dpi, sendo que em 72 horas ap0s o ferimento houve um pegueno aumento

nos niveis de transcritos em relacao ao controle (NT) (Figura 7).
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Figura 7. Expresséo relativa do gene SSOBIR1 em plantas infectadas pelo TCSV. Amostra
NT (ndo tratada); M (controle mock - mistura de tampdo com abrasivo). Anélises realizadas
a72he7, 14 e 21 dpi. Os asteriscos indicam expressao diferencial significativa em relacéo
ao controle NT com P < 0,05.

3.2-Andlise da expressdo em plantas de tomateiro tratadas com tampao e abrasivo

Tendo em vista a hipotese de modulagdo da expressdo do gene SSOBIRL por
estresse mecanico, um novo experimento foi instalado para verificar se o referido gene
poderia ser responsivo ao ferimento. Para tal pools de folhas tratadas com uma mistura de
tampdo e abrasivo (cada pool contendo folhas de 6 plantas) foram usados para a extragdo de
RNA total, sendo que folhas provenientes de plantas ndo tratadas foram usadas como
controle. Neste caso, as coletas foram realizadas em tempos menores, uma vez que a resposta
a injuria mecanica acontece de forma rapida (Ledn et al., 2001). Os cDNAs obtidos foram
empregados na andlise de PCR real time utilizando-se oligonucleotideos SSOBIR1-
especificos e gene APT1 como normalizador.

Como resultado, verificou-se que o gene SSOBIRL é notavelmente induzido pelo
estresse mecanico (ferimento), apresentando um aumento de aproximadamente 8 vezes em
relacdo ao controle ndo tratada (NT) detectado 1 hora apds ao tratamento (Figura 8).
Entretanto, depois desse pico inicial a expressdo é diminuida nos demais tempos, sendo um
nivel basal observado ap6s 3 h e uma reducdo significativa em relacdo ao controle constatada

apos 6 h.
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Figura 8. Expressédo relativa do gene SSOBIR1 em plantas de tomate submetidas ao tratamento
com tampdo e abrasivo (mock). Amostra NT (ndo tratada). Os asteriscos indicam expressao
diferencial significativa em relacdo ao controle NT com P < 0,05.

3.3-Analise da expressdo génica em diferentes drgaos/tecidos de tomateiro

A expressdo relativa do gene SSOBIR1 foi avaliada em diferentes 6rgdos/tecidos
de tomateiro. Foram avaliadas amostras de folha, caule, raiz, flor, fruto verde e fruto amarelo.
Os RNAs destes diferentes 6rgaos/tecidos foram tratados com DNasel e serviram de molde
para a sintese dos cDNAs utilizados na reacdo de gPCR.

Na Figura 9 € possivel observar que o gene SSOBIRL é expresso na folha, caule e
flor, com um maior nivel de expressdo observado na folha. Por outro lado, a acumulagéo de
transcritos do gene alvo nos demais 6rgdos/tecidos analisados (raiz e frutos verde e amarelo)
foi muito baixa ou ndo detectada quando a analise é normalizada com o gene que codifica a
Ubiquitina de tomateiro. Cabe ressaltar que um pool de cDNAs provenientes de todos os
6rgdos analisados foi usado como calibrador e expressao obtida considerada igual a 1. Estes
resultados mostram que o gene SSOBIR1 é expresso predominantemente nas folhas.
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Figura 9. Expressao relativa do gene SSOBIRL em diferentes érgdos/tecidos de tomateiro. Um
pool de cDNAs provenientes de todos os 6rgdos analisados foi usado como calibrador.

3.4-EST correspondente a regido codificadora de SSOBIR1 - anélises in silico

O EST (SGN-U565512) identificado no banco de dados SOL Genomics apresenta
2096 nucleotideos e contém uma fase aberta de leitura de 1878 nucleotideos (nt). A regido 5’
ndo-traduzida (UTR) tem 98 nt enquanto que a regido 3’ apresenta 120 nt. A proteina
codificada apresenta 625 aminodcidos (Figura 10), massa molecular predita de 69.8 kDa e
ponto isoelétrico de 9.16.

Um dominio serina/treonina quinase esta presente entre os aminoacidos 331-625
sendo o sitio ativo [LIVMFY C]-x-[HY]-x-D-[LIVMFY]-K-x(2)-N-[LIVMFYCT] localizado
entre 0s aminoacidos 469-481. A existéncia de um peptideo sinal que se estende até o
aminoacido 21 foi predita pelo programa SignalP 4.1. Adicionalmente, 0s programas
TMHMM e TOPPred indicaram a existéncia, com alta significancia, de uma unica hélice
transmembrana entre os aminoacidos 270-290 (Figura 10).

S ﬂ ﬂ - Quinase

1 — 331 625
LRR

Figura 10. Representacdo esquematica do receptor SSOBIR1 mostrando os diferentes
dominios/motivos presentes em sua sequéncia primaria de aminoacidos. S- peptideo sinal; LRR —
repeti¢Oes ricas em leucina; TM — dominio transmembrana.
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3.5-Clonagem da regido codificadora de SSOBIR1 no vetor binario Gateway contendo GFP

A construcdo do vetor de entrada (PENTR/D- TOPO®) contendo a referida regido
codificadora foi transferida para o vetor de destinacédo o vetor binario pK7WGF2,0 que gerou
um clone capaz de expressar o receptor SSOBIR1 fusionado a proteina EGFP. Para a selecdo
dos transformantes, o DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina e empregado
para a analise dos recombinantes por meio da digestdo com as enzimas de restricdo Xba | e
Hind I11 e via PCR. O vetor recombinante (pEGFP:9SOBIR1) assim obtido foi inserido em A.
tumefaciens para a realizacdo dos ensaios de agroinfiltracdo em tabaco.

3.6-Localizacdo subcelular do receptor SSOBIR1

Para a localizagdo subcelular do receptor SSOBIR1, as construcoes
PEGFP:SSOBIRL e 2X35S:AtPIP2A-mCherry, usado para a marcagdo da membrana
plasmatica, inseridas em A. tumefaciens, foram coinfiltradas em folhas de N. benthamiana.
Ap0s 48 e 72 horas de inoculacéo, a epiderme das folhas infiltradas foi delicadamente retirada
e avaliada sobre microscépio confocal, sendo a localizacdo do receptor verificada.

Nas imagens capturadas na microscopia confocal apds 72 horas a fluorescéncia
associada a fusdo EGFP:9SOBIRL foi visualizada na periferia das celulas infiltradas estando
aparentemente associada a parede celular/membrana plasmatica (Figura 11). Um padrédo
altamente similar foi observado quando o filtro foi trocado visando capturar a emissdo da
fluorescéncia associada a fusdo AtPIP2A-mCherry. Neste caso, a fluorescéncia vermelha
também foi visualizada na periferia das células, mais precisamente junto da membrana
plasmatica, uma vez que este € marcador especifico de membrana plasmatica. A sobreposi¢ao
das imagens confirma a co-localizacdo das duas proteinas, o que permite inferir que o

receptor SSOBR1 esta associado a membrana plasmaética.
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Figura 11 - Localizagdo subcelular do receptor SSOBIR1 em células da epiderme foliar de N.
benthamiana. (A) Sinal fluorescente verde da fusdo EGFP:9SOBIRL; (B) Sinal fluorescente vermelho
da fusdo AtPIP2A-mCherry (controle); (C) Sobreposicéo das fluorescéncias emitidas. Escala da barra =
30,0 um.

3.7-Relacdes filogenéticas do receptor SSOBIR1

Uma anélise filogenética foi realizada na tentativa de encontrar indicativos do
possivel papel funcional para o receptor SSOBIR1 de tomate. Para tal foram empregadas 39
sequéncias de putativos LRR-RLKs de tomate e arabidopsis. A arvore filogenética obtida
(Figura 12) revelou que os LRR-RLKSs incluidos na analise foram distribuidos nos ramos
correspondentes as diferentes subfamilias LRR ja descritas (LRR-1 a LRR-XV). Nove das
sequéncias analisadas foram agrupadas e formaram um ramo externo, que inclui os receptores
SOBIRL1 de arabidopsis e de tomate. A sequéncia do receptor SSOBIR1 apresentou maior
identidade de sequéncia com o receptor WRK de N. tabacum que esta envolvido com a
resposta de hipersensibilidade e que foi denominado de NtSOBIR1 por Liebrand e
colaboradores (2013a).

A anédlise filogenética empreendida neste estudo corroborou com a analise
realizada por Sakamoto e colaboradores (2012) empregando diversos RLKs putativos de
tomate, incluindo receptores citoplasmaticos. Os autores verificaram que os LRR-RLKSs
foram agrupados com pelo menos um LRR-RLK de arabidopsis e distribuidos dentro das 15
subfamilias de LRR descritas. Neste estudo observou-se que o receptor SSOBIR1 agrupou-se
com o receptor SOBIR1 de arabidopsis em um mesmo ramo da arvore ndo sendo, porém,

incluido em nenhuma das subfamilias.
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Figura 12. Arvore filogenética mostrando a relacdo da sequéncia deduzida de aminoacidos do
dominio catalitico PKc (quinase) do receptor SSOBIR1 de tomate com mais de 39 outras
sequéncias de receptores. A arvore foi construida usando Neighbor-Joining com bootstrap de
1000 repeticdes. O ramo que contém o receptor de tomate investigado esté realcado de vermelho.
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4- DISCUSSAO

Inimeros estudos de analise da expressdo génica global tém sido utilizados para
investigar as alteracbes no transcriptoma da planta hospedeira provocadas por infecc¢oes
virais. Tais analises tém fornecido informacg6es importantes sobre o impacto da infeccao viral
nos mecanismos de defesa da planta hospedeira, permitindo a identificacdo de genes
potencialmente envolvidos na resposta de defesa antiviral.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo
de um gene que codifica um receptor do tipo LRR-RLK em tomate e cuja expressdo
diferencial em uma interacdo compativel com um potyvirus foi constatada em ensaios de
macroarranjo empregando folhas inoculadas. Por outro lado, essa mesma expressao
diferencial em outra interagdo compativel com um tospovirus ainda ndo havia sido relatada.

Segundo Alfenas-Zerbini e colaboradores (2009), o gene do receptor de proteina
quinase de tomate teve sua expressao reprimida pelo PepYMV no tempo de 72 hpi. No
presente trabalho, a subsequente validacdo do perfil de expressédo deste gene (denominado
SSOBIR1,; Liebrand et al., 2013a) em plantas de tomateiro cv. Santa Clara inoculadas com o
PepYMV mostrou que esta repressdo também ocorre nos estagios mais tardios da infecgédo
viral.

Em relagdo a validagdo do perfil de expressdo do gene SSOBIRL nas plantas de
tomateiro inoculadas com o TCSV, um aumento nos niveis de transcritos do gene durante a
infeccdo sistémica foi constatada. Catoni e colaboradores (2009) estudando a resposta
transcricional de genes em caule e raizes de plantas de tomateiro infectadas pelo TSWV
(Tomato spotted wilt virus), um virus pertencente ao género Tospovirus, verificaram a
expressdo induzida de genes relacionados a defesa e sinal de transducdo nas raizes. Neste
estudo observou-se que todos os genes envolvidos na cascata de sinalizacdo da proteina
quinase ativada por mitégenos (MAPKKK) foram ativados.

Assim, com base nos dois tipos de modulacdo negativa e positiva observadas no
presente trabalho levantou-se a hipétese de que este receptor poderia estar atuando de forma
indireta nas vias de sinalizacdo relacionadas com a resposta antiviral.

Diversos relatos mostram que os virus de RNA sdo capazes de promover uma
modulacdo negativa da expressao de genes da planta hospedeira. A repressao de importantes
genes endogenos foi observada, por exemplo, em plantas de N. benthamiana infectadas pelo
Cymbidium ringspot virus (CymRSV), sendo essa repressdo considerada um componente

primordial para o completo desenvolvimento dos sintomas da doenca (Havelda et al., 2008).
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Os autores mostraram que a replicagdo viral ndo é necessaria para a manutencao da regulacdo
negativa destes genes e que o mecanismo de silenciamento por RNA ndo implica na regulacéo
negativa. Além disso, verificou-se que a repressdo de genes da hospedeira devido a infeccéo
viral decorre de uma combinacéo particular entre o virus e a planta hospedeira havendo um
importante envolvimento do componente genético nesse processo (Havelda et al., 2008).
Corroborando essa observacdo, andlises transcriptdmicas demonstraram que a resposta global
de diferentes ecoétipos de arabidopsis frente a infeccdo pelo Tobacco etch virus (TEV) é
variavel e, segundo o ecotipo analisado, envolve a ativacao e repressao de genes de diferentes
categorias funcionais (Hillung et al., 2012). Com base nesses dados € possivel sugerir que a
repressdo do receptor SSOBIR1 seja especifica da interacdo tomate-PepYMV.

Curiosamente, genes codificadores de diversas classes de receptores gquinase,
incluindo receptores do tipo LRR-RLK como o SSOBIRL1, tém sido comumente relatados
como sendo diferencialmente expressos em diferentes patossistemas virais (Naqgvi et al.,
2011; Czosnek et al., 2013). Na maioria das vezes, esses genes sdo regulados positivamente
frente a infeccdo viral, como verificado no presente trabalho para o gene SSOBIR1 em
plantas de tomateiro infectadas com o tospovirus TCSV.

Na interacdo entre Brachypodium e 0s virus Panicum mosaic virus (PMV) e seu
satélite SPMV, por exemplo, Mandadi & Scholthof (2012) observaram que genes LRR-RLK
pertencentes a subfamilias LRR-VIII-2 e LRR-XII eram altamente induzidos pela infec¢do
viral. Em plantas de N. benthamiana inoculadas com os virus envelopados Sonchus yellow
netvirus (SYNV) (género Rabdovirus) e um tospovirus Impatiens necrotic spot virus (INSV),
a expressdo do gene que codifica para um receptor SOBIR1-like (GenBank: BQ516009) foi
induzida durante a infeccéo sistémica de ambos os virus (Senthil et al., 2005).

Em um estudo mais abrangente, Whitham e colaboradores (2003) investigaram o
padrdo de expressdo génica em folhas de A. thaliana inoculadas com cinco espécies virais
com genoma composto por moléculas de RNA fita simples de polaridade positiva e negativa,
incluindo um potyvirus [TVCV (tobamovirus), ORMV (tobamovirus), PVX (potexvirus),
CMV (cucumovirus) e TuMV (potyvirus)]. A analise revelou alteragdes coordenadas na
expressao de genes em resposta a infeccdo pelos diferentes virus, incluindo mudancas virus-
especificas e gerais. Dentre 0s genes que tiveram a expressdo induzida pelas infeccdes
encontra-se o ortélogo do receptor SSOBIR1 de arabidopsis (AT2G31880), cuja expressao foi
regulada positivamente em resposta a todas as cinco viroses em um ou mais tempos durante o
curso da infeccdo. Observa-se, neste caso, que 0 receptor SOBIR1 teve sua expressao

aumentada independente da espécie viral, e do tipo de genoma associado (RNA de fita
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simples de polaridade positiva ou negativa), utilizada na inoculacdo das plantas (Whitham et
al., 2006).

Por outro lado, demonstramos que a expressdao do gene SSOBIR1 é também
modulada por estresse mecanico. Neste contexto, Ito e colaboradores (2002) relataram que a
expressdo do gene WRK, renomeado NtSOBIRL1 (Liebrand et al., 2013a) € sensivel a mudanga
de temperatura e também induzida rapidamente por ferimento em plantas de tabaco que
carregam o gene N. O gene N € um gene que confere resisténcia ao Tobacco mosaic virus
(TMV) e promove a morte celular dependente da temperatura. O gene NtSOBIRL € dentre 0s
genes ortdlogos a SSOBIR1 aquele que apresenta maior identidade (82%) com o referido
receptor de tomate.

No estudo de Ito e colaboradores (2002) verificou-se que elevados niveis de
acumulacdo de transcritos do gene NtSOBIRL eram encontrados antes da formacéo da leséo
necrotica (resposta de hipersensibilidade) em folhas de tabaco carregando o gene N inoculadas
com TMV. Por outro lado, a ocorréncia de baixos niveis de acumulagdo de transcritos do
referido gene era detectada em plantas de tabaco (cv. Samsunn nn) recessivas para o gene de
resisténcia. Além disso, a inducdo do gene alvo por ferimento ocorria minutos apds o
ferimento, sendo portanto réapida e transiente (Ito et al., 2002; Takabatake et al., 2006). De
acordo com Takabatake e coautores (2006) quando as plantas sofrem algum tipo de ferimento
elas respondem rapidamente, recompondo os tecidos danificados e protegendo-os de ataques
posteriores.

Cabe ressaltar que em nossos experimentos, apesar de ndo termos empregado um
cultivar de tomate contendo algum gene de resisténcia para o PepYMV ou TCSV, foi possivel
observar claramente que o receptor de tomate responde rapidamente ao processo de injuria
causado nas folhas. O pico de expressdo em resposta ao ferimento ocorreu 1 hora apds a
aplicacdo do estresse, sendo essa expressao reduzida ao longo do tempo.

De acordo com Takabatake e colaboradores (2006) mesmo havendo centenas
de genes receptores de proteina quinase encontrados no genoma de plantas, poucos foram
analisados pelos seus papéis fisioldgicos. Neste contexto, apesar de um acumulo de
transcritos serem observados apds o ferimento, a razdo e as consequéncias desta inducéo
ainda n&o foram esclarecidas de forma definitiva.

Avaliando a expressdo relativa do gene SSOBIR1 em diferentes 6rgaos/tecidos de
tomateiro foi possivel conferir que este gene € expresso na folha, caule e flor, apresentando
um maior nivel de expressdo na folha. Por outro lado, a acumulacdo de transcritos do gene

alvo nos demais 6rgéos/tecidos analisados (raiz e frutos verde e amarelo) apresentou-se muito
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baixa ou ndo detectavel, revelando que o gene SSOBIR1 é expresso predominantemente nas
folhas. Contrariamente, Ito e colaboradores (2002) observaram que o gene NtSOBIR1 na
auséncia de estresse é expresso em baixos niveis de forma constitutiva e ubiqua. Por outro
lado, uma comparacdo subjetiva dos nossos dados com os depositados no arabidopsis eFP
Browser (www.bar.utoronto.ca), uma ferramenta que disponibiliza dados de expressdo génica
de arabidopsis (Winter et al., 2007), demonstrou que o gene ort6logo AtSOBIRL1 encontra-se
expresso em baixos niveis em varios 6rgdos/tecidos, porém sua expressdo € elevada nas
folhas como observado para o gene SSOBIR1. E importante salientar que as folhas
representam locais de penetracdo para diferentes patdgenos, o que pode explicar a maior
expressao do receptor SSOBIRL neste 6rgao.

Adicionalmente, utilizando agroinfiltragdo e microscopia confocal foi
demonstrado que o receptor SSOBIR1 esta associado a membrana plasmatica. Resultados
similares foram obtidos por Liebrand e colaboradores (2013a) investigando este mesmo
receptor, e por Takabatake e co-autores (2006) pesquisando o receptor ortélogo de tabaco
NtSOBIRL.

Na tentativa de buscar identificar um possivel papel funcional para o receptor
SSOBIR1, uma éarvore filogenética foi construida empregando diversas sequéncias de
putativos LRR-RLKs de tomate e arabidopsis (Shiu & Bleecker, 2003; Shiu et al., 2004;
Sakamoto et al., 2012). A &rvore obtida corroborou com a anélise realizada por Sakamoto e
colaboradores (2012) no qual verificaram que os receptores do tipo SOBIR1 agrupam-se em
um ramo externo da arvore ndo sendo incluidos em nenhuma das subfamilias de LRR
conhecidas. Neste estudo a analise filogenética demonstrou que o receptor SSOBIR1 teve
maior identidade com o receptor SOBIR1 de tabaco cuja funcdo estd relacionada com a
transducdo de sinais relacionados a resposta de hipersensibilidade e ao estresse mecanico
(Takabatake et al., 2006). Os dados obtidos também apontam para um possivel papel do
receptor SSOBIR1 na resposta ao estresse mecanico em plantas de tomate. No entanto, este
receptor apresentou comprovadamente alteracfes na sua expressao com a infeccdo viral, o
que sugere que sua funcdo ndo estd restrita somente a uma resposta exclusivamente
relacionada ao ferimento.

Com relacdo ao papel desempenhado por SSOBIR1, recentemente foi descrita a
interacdo deste receptor com receptores de proteinas (RLPs) Cf-4 e Vel de tomate (também
conhecidas como proteinas de aviruléncia —Avr) que ativam a resposta de hipersensibilidade e
imunidade da planta a duas racas de fungos (Liebrand et al., 2013a). Curiosamente,

SSOBIR1 foi capaz de interagir ndo s6 com RLPs envolvidos na imunidade da planta, mas
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também com RLPs envolvidos no desenvolvimento vegetal, o que sugere que SSOBIR1 atue
como um regulador basal para diferentes tipos de receptores de superficie celular (Liebrand et
al., 2013a).
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5- CONCLUSOES
v" O gene SSOBIRL1 é reprimido durante a infeccdo do tomateiro com o Pepper
yellow mosaic virus (PepYMV);

v' O gene SS0OBIR1 ¢ induzido durante a infeccdo do tomateiro com o Tomato

chlorotic spot virus (TCSV);
v O gene SSOBIRL1 € responsivo ao estresse mecanico;
v O gene SS0BIR1 é expresso preferencialmente nas folhas;

v' O receptor 9SOBIR1 estd localizado na membrana plasmatica da célula

vegetal;

v O receptor SSOBIR1 agrupa-se com os receptores SOBIR1 de arabidopsis,

tabaco e uva.



82

4- Capitulo 2:

Estudo funcional do gene que codifica o receptor SOBIR1 de tomate (SISOBIR1)

empregando superexpressdo em plantas de tabaco.

1-INTRODUCAO

Estudos recentes realizados com o gene SSOBIRL e seus ortélogos apontaram
para algumas possiveis funcdes desempenhadas por este receptor (Gao et al., 2009; Liebrand
et al., 2013a). Neste sentido, Liebrand e colaboradores (2013a) demonstraram que o receptor
SSOBIRL1 interage com receptores de superficie celular diretamente envolvidos na resposta
de defesa do tomate a duas racas diferentes de fungos. Os autores observaram gque 0S mesmos
interveem de maneira direta ndo s6 na resisténcia contra tais patdégenos, mas também
interagem com proteinas tipo receptores associados ao desenvolvimento da planta.

Diante das hipoteses de que o PepYMV poderia estar interferindo em alguma
via de sinalizacdo mediada por SSOBIR1 e que 0 TCSV poderia estar ativando a sinalizagao
dessa mesma via, este capitulo buscou investigar o efeito da superexpressdo deste receptor
frente a infeccdo com cada uma dessas espécies virais. Em paralelo procurou-se investigar a
expressdo de genes de defesa previamente selecionados e proceder a deteccdo de espécies
reativas de oxigénio nas plantas com superexpressdo. Neste caso, buscou-se correlacionar a
expressdo constitutiva do receptor com possiveis padrées de tolerancia ou susceptibilidade
das plantas a esses dois tipos de infeccgdes virais.
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2-MATERIAISE METODOS
2.1-Clonagem no vetor binario Gateway pK7WG2,0

Apbs a construcdo do vetor de entrada pENTR/D-TOPO®:SSOBIR1 (item 2.19 —
material e métodos capitulo 1), a regido codificadora do gene SSOBIR1 foi transferida para o
vetor binario pK7WG2,0 (Figura 1 e 2), gerando uma constru¢cdo que permite a

superexpressdo deste receptor em plantas transgénicas.
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Figura 1. Representacdo esquematica do vetor binario pK7WG2,0 com a indicacao dos sitios
attR.
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Figura 2. Diagrama esquematico da construcédo inserida no vetor pK7WG2,0 contendo a regido
codificadora do gene SSOBIR1 sob controle do promotor (p35S) e sinais de terminacdo da
transcri¢do (T35S) do CaMV. Can denota o gene nptll que confere resisténcia a canamicina, attR2
e attR1 sdo as regides de recombinagdo homdlogas.

Posteriormente realizou-se a transformacdo de células eletrocompetentes de E.
coli e a sele¢do dos transformantes, conforme descrito no item 2.21 (capitulo 1).

O DNA dos clones positivos foi entdo sequenciado, sendo o DNA plasmidial
contendo o cassete de expressdo (Figura 2) posteriormente usado para transformar cepa de
Agrobacterium tumefaciens LBA 4404.

2.2-Esterilizacdo e germinacdo das sementes de Nicotiana tabacum

Sementes de N. tabacum SR1 foram inicialmente esterilizadas passando por um
periodo de incubacdo em agua ultrapura autoclavada por 1 hora. Posteriormente, as sementes
foram imersas (sobre agitagdo) em etanol 70% por 5 minutos, seguida de dois processos de
lavagem com &gua ultrapura. As sementes foram incubadas em hipoclorito de sodio 50% por
1 minuto e lavadas quatro vezes em agua ultrapura. As sementes foram transferidas para
placas de Petri contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962) sélido. As placas foram
mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz e temperatura de 20
+ 2°C. Ap0s a germinacdo, as plantulas foram transferidas para frascos com meio novo a fim

de obterem bom desenvolvimento.
2.3-Obtencéo de plantas transgénicas de tabaco

Para a obtencdo de plantas transgénicas de tabaco foi utilizado o protocolo
descrito no “Manual de transformacao genética de plantas modelos” da EMBRAPA (2002).

As agrobactérias transformadas com o cassete de expressao foram incubadas em 5
ml de meio LB liquido seletivo com agitacdo de 150 rpm a 28°C, até atingirem uma
absorbancia a 600 nm (Aggo) de aproximadamente 1,5. A suspensdo foi diluida até chegar a

uma Aggo de aproximadamente 0,1.
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Para a transformagdo foram utilizados discos foliares retirados de plantas
crescidas em condi¢des estéreis como descrito acima (item 2.2). Aproximadamente 40 discos
foliares foram utilizados. Os discos foram imersos por 10 minutos em meio LB contendo as
agrobactérias sendo posteriormente secos em papel de filtro estéril e transferidos para placas
contendo meio MS solido, sendo mantidos com a face adaxial em contato com o meio. As
placas foram mantidas no escuro por 48 horas a 28°C. Posteriormente, os discos foram
transferidos para placas de Petri contendo meio MS adicionado de BAP (citocinina 6-
benzilaminopurina — 2 mg/L) e os antibidticos cefotaxina (300 mg/L) e canamicina (50
mg/uL) (meio de regeneragdo). Estas foram mantidas em sala de crescimento sob fotoperiodo
de 16 horas de luz até o surgimento de calos.

Com o aparecimento dos primeiros calos nos discos foliares, estes foram
transferidos das placas de Petri para frascos de vidro (devidamente esterilizados) também
contendo meio de regeneragéo.

Os calos foram mantidos por 45 dias em meio de regeneracdo. Apos esse periodo,
as brotacOes derivadas dos calos foram individualmente transferidas para novos frascos
contendo meio de enraizamento [meio MS adicionado de cefotaxina, ANA (acido
naftalenoacético (auxina) — 0,1 mg/L) e canamicina)] para formagao das raizes.

Apo0s o estagio de enraizamento, 26 plantas foram transferidas para copos de
plastico de 300 mL contendo vermiculita e terra vegetal (na propor¢édo 1:2) respectivamente e
aclimatadas em caixas cobertas parcialmente com filme de PVC transparente. Apds a
aclimatacdo, as plantas foram transferidas para vasos maiores e mantidas em estufa até a

coleta das sementes.

2.4-Extracdo de DNA genémico

O DNA genbémico das plantas transgénicas de tabaco foi extraido de folhas
conforme protocolo de Konieczny et al., (1993), parcialmente modificado. Para isso 100 mg
de tecido foliar foram macerados em nitrogénio liquido até a obtencdo de um pd. Esse
material foi transferido para microtubos onde foi adicionado 500 pL do tampdo de extragdo
(100 mM de Tris-HCI pH 8.0; 50 mM de EDTA pH 8,0; 500 mM de NaCl; 10 mM de B-
Mercaptoetanol e dgua ultrapura autoclavada ), sendo acrescido a este volume 70 uL de SDS
10%, seguida de agitagdo em agitador, com posterior incubagdo por 10 minutos a 65 °C. A
amostra foram adicionados 216 uL de acetato de potdssio 3 M (pH 5,5), sendo a mesma

misturada por inversdo e incubada por 5 minutos no gelo. Posteriormente centrifugou-se a
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12.700 rpm por 10 minutos e transferiu-se o sobrenadante para novos microtubos. Foram
adicionados 640 pL de alcool isopropilico e 60 puL de acetato de sodio 3 M ao sobrenadante,
seguido por uma incubacdo de 10 minutos a -20 °C, centrifugacdo por 15 minutos a 12.700
rpm e descarte do sobrenadante.

O precipitado foi dissolvido em 200 pL de TE pH 8,0, sendo a amostra
centrifugada por mais 5 minutos a 12.700 rpm o sobrenadante foi transferido para novos
microtubos acrescidos de 20 pL de acetato de s6dio 3M e 440 pL de etanol 100%. Incubou-se
por 10 minutos a -20 °C, centrifugou-se por 5 minutos a 12.700 rpm e descartou-se 0
sobrenadante. Ao precipitado acrescentou-se 500 uL de etanol 70%, centrifugou-se
novamente por 5 minutos a 12.700 rpm e descartou-se o sobrenadante. O DNA gendémico foi
seco por aproximadamente 5 minutos em estufa a 37 °C, sendo entdo ressuspendido em 50 pL
de agua livre de nuclease, tratado com RNAse e quantificado em espectrofotdmetro
(NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies).

2.5-Confirmacao da insercao via PCR de DNA genémico

A verificacdo da inser¢do do cassete de expressdo no genoma das 26 plantas
regeneradas foi realizada através de PCR de DNA gendmico. As rea¢Ges foram preparadas em
um volume de 25 pL contendo: 12,5 ul do reagente GoTaq® Colorless Master Mix 2x
(Promega), 1 pL. de DNA gendmico (aproximadamente 200 ng/uL), 10,5 uL de agua livre de
nuclease e 0,5 pL dos oligonucleotideos (10 mM). Os oligos, cujas sequéncias estdo
disponibilizadas na Tabela 1, pareiam, respectivamente, no promotor 35S e na regido
codificadora do receptor SSOBIR1, gerando um fragmento de aproximadamente 2015 pb. Os
controles utilizados foram: DNA plasmidial contendo o cassete de expressdo (controle
positivo), DNA gendmico extraido de planta de tabaco selvagem (WT) e agua livre de

nuclease como controles negativos.

Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos utilizados para confirmacdo da inser¢do do cassete nas
plantas de tabaco transformadas.

Gene Sequéncias de Oligonucleotideos

P35S F.5> ACA ATC CCACTATCCTTC 3’

SSOBIR1 RLKrc R 5°CTA ATG CTT GAT CTG AGT TAA CAT GC 3’
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Nas amplificagdes os parametros utilizados foram: desnaturagéo inicial (5 minutos
/ 95°C) seguida de um ciclo basico de desnaturacao (30 segundos/ 94°C), de anelamento (45
segundos / 56,4°C), etapa de polimerizagédo (2 minutos e 30 segundos / 72°C,) e extensdo final
(10 minutos / 72°C). Os produtos amplificados na PCR foram visualizados em gel de agarose

1% corado com brometo de etidio, observados em transiluminador ultravioleta e fotografados.

2.6-Extracdo de RNA total das plantas transgénicas

Dentre as plantas que apresentaram a insercdo do cassete algumas foram
selecionadas para a extracdo do RNA total visando confirmar a expressao do transgene. O
RNA foi extraido a partir de folhas maceradas em nitrogénio liquido empregando o protocolo
descrito por Korimbocus et al.,(2002). Os procedimentos de quantificacdo, andlise da
integridade, tratamento com DNAsel e producdo de cDNA, foram realizados como descrito
nos itens 2.4 a 2.7 do Capitulo 1.

2.7-Quantificacdo da expressao relativa do gene SSOBIRL1 nas plantas de tabaco transgénicas

A técnica de PCR em tempo real foi empregada para quantificar a expressdo
relativa do gene SSOBIR1 em 6 plantas transgénicas de tabaco (TO) correspondentes a
eventos independentes de transformacdo. As reagdes foram preparadas de acordo com o item
2.10 (Capitulo 1), o normalizador empregado foi o gene que codifica uma Actina em tabaco
(0,15 pL a 10 mM) oligos: F. 5> AGC CAA AAT AGA ACC TCC AATCCAA3 eR 5
TTT CCT GGA ATT GCT GAT AGG ATG A 3’.

2.8-Selecdo de eventos de transformacdo para experimentos posteriores

As plantas correspondentes aos trés eventos de transformacdo com maiores
niveis de expressao do gene SSOBIR1 (denominadas T-1, T-2 e T-6) foram selecionadas para
a realizacdo dos ensaios posteriores. Para tal, as sementes foram coletadas e armazenadas.

2.9-Inoculacéo das plantas transgénicas com PepYMV e analise da acumulacéo viral

Sementes dos referidos eventos de transformacédo foram inicialmente germinadas

em vasos de tamanho pequeno contendo uma mistura de vermiculita e solo (1:2). Apos a
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germinacdo, as plantulas foram transferidas para novos vasos, em uma quantidade de 3
plantas/vaso, totalizando 24 vasos por evento de transformacdo analisado. Além dos
transformantes também foram semeadas sementes de tabaco selvagem néo transformado para
serem usadas como controle. Todas essas plantas foram mantidas em casa de vegetacdo em
condicdes controladas e tiveram a insercdo do cassete de expressdo reconfirmada por PCR
convencional empregando DNA gendmico extraido conforme protocolo descrito por Edwards
et al., (1991) com modificacdes.

As plantulas dos 3 eventos de transformacdo, bem como do controle nédo
transformado, foram separadas em parcelas contendo 6 plantas cada. Todas as plantas de uma
parcela tiveram suas folhas inoculadas mecanicamente (via EVT) empregando extrato de
tabaco selvagem infectado com o isolado 304 do PepYMV. As 6 plantas da outra parcela
tiveram suas folhas inoculadas apenas com a mistura de tampdo com abrasivo (controle
mock); enquanto que as 6 plantas da ultima parcela foram mantidas sem nenhum tipo de
inoculacdo nas folhas (NT) para constituir o controle negativo. Todas as plantas foram
mantidas dentro de gaiolas antiafidicas em casa de vegetacao sobre condi¢des controladas.

A acumulacdo viral nas plantas inoculadas e nos diferentes controles (mock e NT)
foi determinada usando folhas coletadas a 72h, 7, 14 e 21 dias ap6s a inoculagdo (dpi). O
material foliar foi acondicionado a 4°C, sendo posteriormente maceradas em tampdo de
extracao segundo protocolo da técnica de ELISA indireto.

Paralelamente, as 12 plantas restantes de cada evento de transformacgdo foram
tratadas, respectivamente, com uma mistura de tampéao com abrasivo (6 plantas) e ndo tratadas
para constituir o controle negativo. O mesmo foi realizado com as plantas de tabaco néo
transformadas. A coleta das folhas tratadas e ndo tratadas foi realizada apés 1, 3 e 6 horas.
Para a extracdo do RNA total foram obtidos pools de amostras de 6 folhas de cada evento de
transformacdo para cada tempo de coleta, sendo que 0 mesmo foram extraido utilizando o
protocolo de extracdo de RNA por CTAB. A quantificagdo, analise da integridade, tratamento
com DNAsel e producdo de cDNA foram realizados conforme descritos nos itens 2.4 a 2.7 do

capitulo 1.
2.10-Teste de ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) indireto
Para verificar a acumulacdo do PepYMV nas plantas de tabaco foi utilizado o

teste de ELISA indireto empregando um anti-soro universal anti-potyvirus (Agdia). As

amostras de folhas (0,18 g) foram inicialmente maceradas em tampdo de extracdo Indirect
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Sample Extraction 1X [1,59 g de Na,COs; 2,93 g de NaHCOg3; 0,2 g de NaNgs; 20 g de
Polyvinylpyrrolidona (PVP) dissolvidos em 1000 mL de agua destilada, pH 9,6] na propor¢édo
1:10. Cem pL do macerado foram adicionados a cada cavidade da placa de poliestireno, a
qual foi incubada por 2 horas a 4°C. Apos este periodo, a placa foi lavada 7 vezes com tampéao
PBS-Tween 1X (8,0 g de NaCl; 1,15 g de Na;HPOy; 0,2 g de KH,POy; 0,2 g de KCI; 500 uL
de Tween 20 dissolvidos em 1000 mL de &gua destilada obtendo uma solugéo final com pH
7,4). Adicionou-se o0 anticorpo primario (anti-poty) diluido (1:200) em tampéao ECI 1X (2,0 g
de albumina bovina; 20 g de PVP, 0,2 g de azida de sddio dissolvidos em 1000 mL de agua
destilada com pH 7,4), sendo a placa incubada por 16 horas a 4°C. O ciclo de 7 lavagens em
tampdo PBS-Tween (1X) foi repetido. Apos as lavagens, o anticorpo secundario conjugado a
fosfatase alcalina (anti-mouse 1gG) diluido (1:200) em tampdo ECI (1X) foi adicionado e a
placa incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Um novo ciclo de 7 lavagens com PBS-
Tween (1X) foi repetido. A revelagdo foi realizada utilizando-se p-nitrofenilfosfato em
pastilha de 5 mg, diluida em 5 mL de tampéo PNP (1X) (0,1 g de MgCI2. 6H20; 0,2 g de
azida de sddio; 97 mL de dietanolamina dissolvidos em 1000 mL de agua destilada obtendo
uma solucdo final com pH 9,8). A leitura das densidades Opticas foi realizada em
espectrofotdbmetro (Multiskan Plus Version 2.03) usando uma absorbancia a 405 nm. Foram
consideradas positivas as amostras com valor de absorbancia pelo menos trés vezes maior que
0 obtido para as plantas sadias.

Os dados obtidos por ELISA foram submetidos a teste de homogeneidade de
variancias (Levene) e atendendo as pressuposic¢des estatisticas foram submetidos a anélise de
variancia ANOVA. As médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Todas essas analises foram realizadas no programa estatistico SAS (Statistical
Analysis System) versao 9.0.

2.11-Analise do acimulo viral de TCSV por gPCR em plantas de tabaco transgénicas

Sementes de tabaco da geragcdo T2 dos eventos de transformacdo T-1, T-2 e T-6,
bem como sementes de tabaco selvagem, foram semeadas em solo autoclavado com substrato
e mantidas em casa de vegetacdo. Apos 12 dias de semeio, as plantulas resultantes foram
individualizadas, totalizando 48 plantas, as quais foram separadas em 2 parcelas contendo trés
plantas para cada evento de transformacdo e controle selvagem. O segundo par de folhas
completamente expandido das plantas de uma das parcelas foi inoculado mecanicamente (via

EVT) com extrato de planta infectada com o isolado de TCSV, enquanto que as plantas da
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outra parcela foram mantidas sem nenhum tipo de inoculagéo nas folhas (plantas NT) para
constituir o controle negativo. As plantas foram mantidas dentro de gaiolas antiafidicas em
casa de vegetacao sobre condi¢des controladas.

As folhas das plantas inoculadas com TCSV e ndo inoculadas (NT) foram
coletadas a 72h, 7 e 14 dias apds a inoculacdo (dpi). Essas foram imediatamente colocadas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, para posterior extracdo de RNA total empregando
0 kit de extracdo Total RNA Purification (Norgen) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Em seguida os RNAs foram quantificados em espectrofotdmetro (NanoDrop ND-
1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies), tratados com DNAse e 0s
cDNAs foram produzidos utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems) conforme as recomendacdes do fabricante. Estes cDNAs foram
empregados na analise de PCR em tempo real para verificar a acumulacéo viral.

A quantificacdo relativa da carga viral de TCSV foi realizada utilizando um
método de curva padrdo ou curva de diluicdo seriada para processamento em tempo real de
dados de PCR relativa (Larionov et al., 2005). Para tal, oligonucleotideos virus-especificos
(Tabela 2) foram desenhados com base na sequéncia de nucleotideos do isolado de TCSV
usado na inoculagdo. As sequéncias gendmicas foram fornecidas pelo Laboratério de
Virologia Vegetal, do Departamento de Defesa Fitossanitaria da Faculdade de Ciéncias
Agrondémicas, UNESP — Botucatu.

As reacdes foram preparadas em duplicatas para um volume total de 10 pL
utilizando 0,15 pL (10 mM) de ambos os oligonucleotideos: o especifico para o TCSV e
aqueles usados para amplificiar o gene 18S (Tabela 2) usado como normalizador. As
amplificagdes (ciclagem e temperaturas) foram realizadas de acordo com o item 2.10 (capitulo
1).

Tabela 2. Descricdo dos oligonucleotideos utilizados para a quantificacdo relativa do nimero de
copias do virus TCSV bem como para amplificacdo do normalizador empregado nas reacdes de PCR
em tempo real.

Alvo Sequéncias de Oligonucleotideos

TCSV-F. 5> CACATTGCCAGGATAAGTAACG 3’
Tesv TCSV-R. 5> AGTGTAGATCTAGACCGCTC 3’
185 F.5 AGGAATTGACGGAAGGGCA 3’

R 5" GTGCGGCCCAGAACATCTAAG 3’
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A quantidade viral relativa presente em uma amostra de planta selvagem escolhida
aleatoriamente e coletada aos 7 dpi, periodo no qual a infeccéo viral ja se tornou sistémica, foi
normalizada com a expressdo do gene 18S (amostra calibrador). Em cada placa, uma curva
padrdo foi realizada utilizando diluicdo serial de dez vezes (até 10°) de ambos os cDNASs
utilizados como molde nas reagdes de gPCR.

A quantidade basal relativa do virus presente na amostra de planta selvagem
coletada aos 7 dpi recebeu o valor relativo de 0,1 e as concentracBes em todas as amostras

foram normalizadas proporcionalmente. Para tal utilizou-se das seguintes equacdes:

Alvo Normalizado (amostra teste) = Alvo
Controle Enddgeno

Alvo Normalizado (amostra calibrador) = Calibrador
Controle Enddgeno

Os valores dos alvos normalizados s@o divididos para calcular a diferenga de
vezes na quantidade dos alvos entre as amostras testes e a amostra calibrador, da seguinte

forma:

Diferenca de vezes no alvo = Alvo Normalizado (amostra)
Alvo Normalizado (amostra calibrador)

2.12-PCR em tempo real para verificagcdo do nivel de expressao de proteinas relacionadas a

patogenicidade (pathogenesis related proteins — PRs) em plantas de tabaco transgénicas

O actmulo de transcritos dos genes PR-1 e PR-6 (PI-II), que codificam
proteinas (basicas) relacionadas a resposta a ferimento e defesa, nas plantas de tabaco
transgénicas (evento de transformacdo T1) foi determinado por RT-qPCR. As reacdes foram
preparadas de acordo com o item 2.10 (capitulo 1) utilizando 0,25 pL (10 mM) dos
oligonucleotideos referentes as respectivas PRs e como normalizador o gene da Actina (0,15
puL a 10 mM) (Tabela 3).

O acumulo de transcritos do gene enddgeno que codifica o receptor WRK (wound-
induced receptor-like protein kinase) de tabaco, recentemente nominado NtSOBIR1, foi

determinado em paralelo.
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Tabela 3. Descricéo dos oligonucleotideos utilizados para verificacdo da expresséo relativa dos genes
PR-1, PR-6 e WRK nas plantas de tabaco transgénicas submetidas a ferimento. O gene que codifica
uma Actina foi utilizado como normalizador das reacdes.

Gene Sequéncias de Oligonucleotideos
F.5 GTC CAT ACT AAT TGA AAC GACCTAC 3’
PR-1 R. 5> CCA CTT CAG AGG ATT ACATAT ATAGTAC 3
F.” 5> ATG GCG AGT TTG TTT GTG AAG 3’
PR-6 R 5> ACCCTT GTC TGC GTT ACA AC 3
F.5" GGA ACTTTG TCT CCT GCC ATT G 3’
WRK R. 5° CCC AGA AAA CAG ATT GTT TCC AAG 3’

F.5 AGC CAA AAT AGA ACCTCC AATCCA A3
Actina R. 5" TTT CCT GGA ATT GCT GAT AGG ATG A 3

2.13-Deteccdo de ions superdxido em folhas de tabaco

Para a deteccdo dos ions superoxido (O;), folhas de plantas de tabaco
transgénicas (eventos de transformacdo T-1, T-2 e T-6 — geracdo T2) e folhas de tabaco
selvagem foram utilizadas. As plantas em estudo foram germinadas em vasos de tamanho
pequeno contendo uma mistura de vermiculita e solo (1:2), em uma quantidade de 2
plantas/vaso, totalizando 8 vasos. Essas plantas foram mantidas em casa de vegetacdo em
condicBes controladas. Aproximadamente trés semanas ap6s a germinagdo, as folhas dessas
plantas foram feridas com um pinca e avaliadas quanto a presenca das espécies reativas de
oxigénio em 1, 3 e 6 horas apo6s o ferimento, sendo as coletas sempre realizadas da mesma
planta. Para a avaliacdo da presenca de superoxido, quatro folhas de cada planta transgénica e
selvagem, respectivamente, foram coletadas e infiltradas a vacuo durante 10 minutos em uma
solucdo contendo 0,5 mg/mL de NBT (tetrazélio nitroblue) em tampdo HEPES 25 mM, pH
7,6. As folhas foram mantidas na solucdo em temperatura ambiente e no escuro por duas
horas. Em seguida, as folhas foram lavadas por diversas vezes em alcool 80% para a retirada
da clorofila das amostras.
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3- RESULTADOS

3.1-Confirmacao da insercdo do cassete de expressdo

A regido codificadora do gene SSOBIR1 inserida no vetor de entrada (PENTR/D-
TOPO®) foi transferida para o vetor binario pK7WG2,0 para superexpressdo. Plantas de
tabaco (N. tabacum SR1) foram entdo transformadas e regeneradas.

Para confirmara a inser¢cdo do cassete de expressdao nas plantas regeneradas
procedeu-se a extracdo de DNA gendmico. Para tal foram utilizadas folhas coletadas de
plantas correspondentes a 26 eventos de transformacdo independentes e oligonucleotideos
complementares ao promotor 35S (P35S) e a regido codificadora de SSOBIR1. Dos 26
eventos de transformacéo analisados, 19 apresentaram amplificacdo do fragmento de tamanho

esperado (= 2015 pb), confirmando, portanto, a inser¢do do cassete (Figura 3).

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

2000pb —p <4— = 2015pb

L 19 20 21 22 23 24 25 26 WT +

3
20000b —p Lo W =05

Figura 3. Amplificacdo por PCR do cassete de expressdo nas diferentes linhagens transgénicas
de tabaco selecionadas (numeradas 1 a 26). Controle negativo - tabaco selvagem néo
transformado (WT); Controle positivo - vetor com a regido codificadora do gene SSOBIRL1 de
tomate (+); Controle negativo —agua (-); L (Marcador molecular de 1Kb).
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3.2-Expressao do transgene nas plantas de tabaco transformadas

Das 19 plantas que apresentaram a inser¢do do cassete de expressdo, seis foram
selecionadas aleatoriamente para verificar a expressdo do transgene. A expressao relativa foi
determinada por RT-gPCR utilizando-se oligonucleotideos complementares a regido
codificadora de 9SOBIR1. Os resultados obtidos evidenciaram que todas as plantas
analisadas apresentavam expressdao do transgene (Figura 4). Dentre o0s eventos de
transformacéo analisados, os eventos denominados T-1, T-2 e T-6 foram 0s que apresentaram
maiores niveis de transcritos do gene alvo. A expressao em planta WT (tabaco selvagem néo
transformado) foi verificada, porém nenhuma expressao do transcrito foi observada devido ao

uso na reacdo de oligonucleotideos especificos para a regido codificadora de SOBIR1 de

tomate.
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Figura 4. Expressdo relativa do gene que codifica o receptor SSOBIR1 em plantas de tabaco
transgénicas. Os valores de expressdo génica relativa sao mostrados como porcentagem do nivel
mais elevado de expressdo detectado em planta transgénica individual (100%). Os resultados de
expressao relativa foram normalizados contra o gene da Actina.

3.3-Acumulacéo de PepYMV nas plantas transgénicas e selvagens de tabaco

A acumulacdo do PepYMV nas plantas de tabaco inoculadas foi determinada
empregando ELISA indireto e anti-soro universal para potyvirus. Para tal foram coletadas
folhas de todas as plantas (eventos de transformacéo e plantas selvagens), dos 3 tratamentos
(inoculadas com virus, controle mock e plantas nao tratadas) nos diferentes tempos.

O aparecimento de sintomas (mosaico) nas plantas transformadas (T-1, T-2 e T-6)

e selvagens (ndo transformado) inoculadas com o virus foi observado aos 14 dpi. Os sintomas
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observados nas folhas das plantas transgénicas foram semelhantes aqueles observados nas
plantas selvagens, ndo sendo possivel identificar uma predominancia de sintomas nestes dois
grupos. Como o esperado, nenhuma das plantas do controle mock e do controle sem

inoculacdo desenvolveram sintomas (Figura 5).

WT-NT T-2-NT T-6-NT

WT-M T-1-M T-2-M T-6-M

I

WT-Pep T-1-Pep T-2-Pep T-6-Pep

Figura 5. Sintomas observados aos 14 dpi em folhas de tabacos transgénicos capazes de
superexpressar 0 gene SSOBIR1 de tomate e tabaco selvagem (WT) inoculadas com o PepYMV.
NT (n&o tratadas) e M (inocula¢do mock).
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Corroborando essa sintomatologia, o teste ELISA confirmou a infeccdo das
plantas inoculadas com o virus bem como a auséncia de infeccdo nas plantas dos controles
mock e ndo inoculado.

Os valores médios de absorbancia obtidos nos extratos foliares provenientes dos 3
eventos de transformacédo e das plantas de tabaco selvagem (ndo transformado) inoculadas
com o PepYMV foram entdo plotados em grafico e submetidos a andlise estatistica (Figura 6).

Os dados obtidos ndo revelaram variacdo significativa na acumulacéo viral entre
as amostras controle e transgénicas a 72 hpi, muito embora os transformantes T-2 e T-6
diferiram estatisticamente entre si (Figura 6). Aos 7 dpi, a acumulacdo viral foi
significativamente maior no controle néo transformado do que nos transformantes T-2 e T-6,
porém ndo diferiu significativamente do transformante T-1. O transformante T-6 foi o que
apresentou menor acumulacdo viral neste periodo, diferindo dos demais (Figura 6). Aos 14
dpi, a acumulacdo viral foi significativamente menor no transformante T-2, porém nenhuma
diferenca significativa foi observada para as demais amostras analisadas (Figura 6). Para o
tempo de 21 dpi, a acumulagdo viral foi significativamente menor no controle nédo
transformado se comparada com os transformantes T-1 e T-6. Por outro lado, a acumulacéo

viral na planta selvagem foi similar aquela detectada para o transformante T-2 (Figura 6).
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Figura 6. Detecgdo do PepYMV em plantas transgénicas de tabaco capazes de superexpressar o
receptor ISOBIR1. Eventos de transformacdo independentes foram analisados (T-1, T-2 e T-6);
(WT) plantas selvagens ndo transformadas. Letras diferentes indicam variacdo significativa
segundo o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.4-Acumulagéo do TCSV nas plantas de tabaco transgénicas

A acumulacdo de TCSV nas plantas de tabaco capazes de superexpressar O
receptor SSOBIR1 foi verificada empregando a técnica de PCR em tempo real devido a
indisponibilidade de um anti-soro para esse virus. Para as analises foram utilizadas folhas
coletadas de todas as plantas (eventos de transformacéo e plantas selvagens) dos 2 tratamentos
(inoculadas com virus e plantas ndo tratadas) nos diferentes tempos. As plantas que nao foram
inoculadas (NT) foram avaliadas somente no tempo de 72 hpi.

Nenhum sinal de amplificacdo pode ser evidenciado durante a qPCR quando
amostras provenientes de plantas NT foram usadas, demonstrando que as mesmas ndo se
encontravam infectadas (Figura 7). Confirmando essa observacdo, nenhum produto de
amplificacdo foi observado quando uma aliquota da duplicata de reacdo foi submetida a

eletroforese em gel de agarose 1,5% (Figura 8).
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Figura 7. Plot da amplificagdo obtido usando L T2l T22 T2-3 Tel T6-2 T6-3 WT-TCSV

amostras de plantas ndo inoculadas (NT).

Figura 8. Amplificacdo do virus TCSV nas plantas
ndo inoculadas (NT). Amostras provenientes de
plantas selvagens (WT) ou de diferentes eventos de
transformacado (T-1, T-2 e T-6); Controle positivo —
planta selvagem infectada pelo TCSV; L (Marcador
molecular de 50 pb).

A determinacdo da carga viral relativa nas plantas selvagens e transformadas
(superexpressando o receptor) a 72 hpi ndo revelou diferencas entre elas (Figura 9). Aos 7 dpi
verificou-se um aumento da carga viral em todas as plantas analisadas (Figura 9), sendo este
aumento, entrentanto, mais expressivo nos transformantes T-2 e T-6 (de 7 e 9x,

respectivamente, quando comparado com a carga viral determinada a 72 hpi). Um aumento
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subsequente na carga viral foi observado em todas as plantas analisadas aos 14 dpi. Este
aumento foi uniforme e a carga viral aparenta ter atingindo niveis maximos neste ponto, uma

vez que a partir desse periodo de infec¢éo, as plantas ja comecam a apresentar definhamento.
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Figura 9. Carga viral relativa de TCSV presente nas plantas transgénicas de tabaco capazes de
superexpressar o receptor SOBIR1. Eventos de transformacéo independentes foram analisados
(T-1, T-2 e T-6); (WT) planta selvagen ndo transformada. Os valores das amostras encontram-se
relacionadas a amostra calibrador que recebeu o valor relativo de 0,1.

O aparecimento de sintomas nas plantas transgénicas (T-1, T-2 e T-6) e selvagens
(ndo transformadas) inoculadas com o TCSV foi observado aos 14 dpi, sendo estes muito
mais severos do que aqueles observados quando da inoculagdo com PepYMV. No caso do
TCSV, os sintomas observados incluiram: paralisacdo do crescimento das plantas, manchas
em forma de anéis concéntricos, deformacdo foliar severa, clorose, mosqueado e necrose
intensa, ndo sendo possivel identificar uma predominancia desses sintomas entre estes dois
grupos. Como o esperado, todas as plantas que ndo sofreram inoculacdo ndo desenvolveram

sintomas (Figura 10).
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TCSV

NT

Figura 10. Sintomas observados aos 14 dpi em folhas de tabacos transgénicos capazes de
superexpressar 0 gene SSOBIR1 e de tabaco selvagem (WT), respectivamente, inoculadas com
TCSV. NT (plantas nédo tratadas ou inoculadas).

3.5-Analise da expressdo génica de proteinas relacionadas a patogenicidade (PRs)

Tendo em vista que plantas que superexpressam o receptor SOBIR1 de
arabidopsis apresentam um aumento na expressdo de genes codificadores de proteinas de
defesa PR (PR-1 e PR-2) (Gao et al., 2009), uma anélise foi empreendida para verificar se a
expressao de algum destes genes poderia estar alterada nas plantas transgénicas de tabaco

geradas no presente estudo em resposta a ferimento.
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A figura 11A mostra que nédo foi observada diferenga significativa entre os valores
de ACt obtidos durante a amplificagdio do gene PR-1 em plantas de tabaco selvagem e
transgénicas ndo submetidas a estresse. Contudo, a analise de expressdo relativa do gene PR-1
revelou um significativo aumento de expressdo do gene alvo (P<0,05) em todas as plantas
tratadas com a mistura de tamp&o e abrasivo (Figura 11B). Varia¢Ges temporais no perfil de
expressao do gene alvo foram observadas nas plantas do evento de transformacéo T-1, sendo
um pico de acumulacéo de transcritos observado 1 hora ap6s a da aplicacdo do estresse, com
posterior reducdo nos demais tempos até atingir um nivel basal. Nas plantas de tabaco
selvagem e nas do evento de trasformacdo T-6, um aumento significativo no nivel de
transcritos do gene PR-1 foi verificado 3 h ap6s o ferimento, sendo que nas plantas T-6 este
aumento foi aproximadamente 50 vezes menor do que o ocorrido nas plantas de tabaco
selvagem. As plantas do evento de transformacédo T-2 foram as que apresentaram o aumento

dos niveis de transcrito mais tardiamente (6 h).
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Figura 11. A: Valores de ACt obtidos na amplificacdo do gene PR-1 em plantas néo estressadas de
tabaco selvagem e transgénicas. B: Expressdo relativa do gene PR-1 de tabaco em pools de 6
plantas submetidas a ferimento e abrasivo. Amostra NT (amostras de tabaco ndo tratadas); WT —
tabaco selvagem tratado; T-1, T-2 e T-6 — eventos de transformacédo tratados. Coletas 1, 3 e 6
horas. Os asteriscos indicam expressdo diferencial significativa em relacdo aos controles nédo
tratado, com P < 0,05.
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De forma semelhante ao ocorrido na anélise do gene PR-1, a Figura 12A
demonstra que em condic¢des ndo estressantes ndo foi observada diferenga significativa nos
valores de ACt obtidos durante a amplificacdo de PR-6 em plantas de tabaco selvagem e
transgénicas.

Por outro lado, em todas as plantas tratadas com a mistura de tampdo com
abrasivo (mock) foi verificado um aumento significativo da expressdo (P<0,05) de PR-6 (PI-
I) (Figura 12B). Nas plantas do evento de transformacdo T-2 e nas plantas de tabaco
selvagens a elevacdo dos nivéis dos transcritos foi detectada ao longo das horas, com um pico
de expressdo ocorrendo 6 horas apos a aplicagdo do estresse. Nas plantas do evento de
transformacdo T-1, os niveis de transcritos do gene PR-6 aumentaram ap6s 1 hora do
tratamento mantendo-se elevados nos demais tempos de analise. J& nas plantas do evento de
transformacdo T-6, o nivel de transcritos elevou-se 1 hora ap6s o ferimento, e um pico de
expressao foi observado em 3 horas. Neste caso, diferentemente do que ocorreu nas plantas
dos outros eventos de transformacdo (T-1 e T-2) e nas plantas selvagens, uma reducdo na

expressédo foi observada no tempo de 6 horas (Figura 12B).
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Figura 12. A: Valores de ACt obtidos na amplificacdo do gene PR-6 em plantas ndo estressadas de
tabaco selvagem e transgénicas. B: Expressao relativa do gene PR-6 de tabaco em pools de 6 plantas
submetidas a ferimento e abrasivo. Amostra NT (amostras de tabaco ndo tratadas); WT — tabaco
selvagem tratado; T-1, T-2 e T-6 — eventos de transformacdo tratados. Coletas 1, 3 e 6 horas. Os
asteriscos indicam expressdo diferencial significativa em relagdo aos controles ndo tratados com P
<0,05.
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Com base nos resultados obtidos nesses experimentos pode-se concluir que em
todas as amostras analisadas observou-se um aumento da expressdo dos genes PR-1 e PR-6
em resposta ao ferimento provocado pelo uso de abrasivo, sendo que pequenas variacdes
temporais puderam ser notadas.

Por outro lado, o perfil de expressdo do gene enddgeno NtSOBIR1 (WRK) foi
bastante similar entre plantas transgénicas e selvagens apresentando um pico de expresséo no
tempo de 1 hora pos-tratamento, com posterior reducdo da expressao relativa nos demais
tempos (Figura 13). Esse resultado indica a efetividade do tratamento realizado uma vez que
WRK é relatado como sendo induzido por ferimento (Ito et al., 2002; Takabatake et al.,
2006). Cabe ressaltar que as proteinas SSOBIR1 e NtSOBIR1 apresentam 82% de identidade.
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Figura 13. Expresséo relativa do gene que codifica o receptor WRK de tabaco em pools de 6
plantas submetidas a ferimento com abrasivo. Amostra NT (amostras de tabaco ndo tratadas);
WT - tabaco selvagem tratado; T-1, T-2 e T-6 — eventos de transformagdo tratados. Coletas 1, 3
e 6 horas. Os asteriscos indicam expresséo diferencial significativa em relacdo aos controles ndo
tratados com P <0,05.

3.6-Deteccéo de superoxido em folhas de tabaco

A deteccdo de ions superoxido nas folhas das plantas selvagens e transgénicas
submetidas a ferimento, no tempo de 1 hora, revelou uma maior concentracao de superéxido

nas folhas da planta transgénica (Figura 14 B), proximo ao local de ferimento, se comparada
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com a folha da planta selvagem (Figura 14 A). A ocorréncia de uma coloragdo azul mais
intensa junto ao local da lesdo pode ser observada nas folhas transgénicas (Figura 14B),
enquanto essa coloracdo foi mais dispersa na folha selvagem. Por outro lado, nos demais
tempos avaliados (3 e 6 horas ap6s o ferimento), observou-se uma distribui¢do generalizada

da colocaracdo azul pelas folhas ndo permitindo uma disting¢ao efetiva.

Figura 14. Visualizacdo do radical superdxido detectado por coloracdo NBT em folhas de plantas
selvagem (WT) e transgénica 1 hora apos o ferimento. A- folha de planta selvagem; B- folha de
planta transgénica (evento de transformagéo T-6) e respectivos aumentos.
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4- DISCUSSAO

Os resultados obtidos no primeiro capitulo do presente estudo mostraram a
ocorréncia de uma modulacdo diferencial da expressdao do receptor SSOBIR1 frente a
infeccdo por duas espécies virais. Com base nos resultados obtidos, o PepYMV poderia estar
interferindo negativamente em alguma via de sinalizagdo mediada por SSOBIR1, uma vez
que o gene é reprimido pela infeccdo viral, enquanto que o TCSV poderia estar ativando a
sinalizacdo dessa mesma via, devido ao consideravel aumento dos niveis de transcritos do
gene SSOBIRL1 nas plantas infectadas.

Neste segundo capitulo, na tentativa de corroborar as hipéteses mencionadas, uma
analise funcional foi realizada utilizando plantas transgénicas de tabaco capazes de
superexpressar o receptor. Os trés eventos de transformacao selecionados para os estudos
apresentaram niveis elevados do transcrito do gene SSOBIR1. Os mesmos foram inoculados
mecanicamente, juntamente com plantas de tabaco selvagem (que ndo expressam este
receptor e sim o seu ort6logo NtSOBIR1), com os virus PepYMV e TCSV para averiguar 0s
padrdes de tolerancia ou suscetibilidade frente a essas infecces.

Em relacdo ao PepYMV, apesar de pequenas variagcbes no acumulo viral terem
sido observadas nos transformantes, quando comparado a planta selvagem, os dados obtidos
ndo permitiram distinguir um padr&o biologico possivelmente relacionado a um aumento de
tolerancia ou susceptibilidade das plantas transgénicas superexpressando o gene SSOBIRL.

No caso da infec¢do pelo TCSV, mesmo utilizando uma técnica de maior acurécia
para a quantificacdo da carga viral, os dados obtidos também ndo discriminaram um padréo
bioldgico que eventualmente pudesse estar associado a um aumento de tolerancia ou
susceptibilidade das plantas transgénicas ao virus.

Os resultados obtidos sugerem que a superexpresséo do receptor SSOBIR1 ndo
interfere com a resposta de defesa da planta hospedeira aos processos infecciosos causados
por ambas as espécies virais. O fato da expressao do gene SSOBIR1 ser modulada de forma
diferente nas plantas de tomateiro infectadas pelo PepYMV (repressdo) e pelo TCSV
(inducéo) sugere que tais alteragOes de expressdo séo influenciadas pelo tipo de interacdo
planta-virus especifica, bem como pela agresssividade das espécies virais envolvidas, pois
neste estudo verificou-se a ocorréncia de sintomas bem mais severos da doenca nas plantas
infectadas por TCSV.

Outro fator relevante é que as proteinas transmembranas, tais como LRR-RLKSs e

LRR-RLPs sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico (ER), de onde s&o transportadas para a
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membrana plasmatica pela maquinaria de trafego celular, e posteriormente podem ser
removidas da membrana por endocitose (Liebrand et al., 2013b).

No estudo realizado por Liebrand e colaboradores (2013a), verificou-se que
SOBIR1 pode estar envolvido no trafico endosomal. A expressdo transiente do receptor
fusionado a EGFP em células da epiderme de folhas de Nicotiana benthamiana revelou que
SOBIR1 localiza-se principalmente na membrana plasmética, como observado em nossos
experimentos, mas adicionalmente se concentra também em vesiculas citoplasmaticas moveis.
Esta localizacdo pode resultar em uma possivel interacdo do receptor com proteinas virais,
fato que poderia provocar mudancas na expressédo do receptor. Alguns estudos apontam que a
fosforilacdo de proteinas virais estd ligada a atividade especifica de receptores kinase da
hospedeira, e que ambos desempenham um papel direto no sentido de facilitar as funcgdes
virais e a patogenicidade (Fontes et al., 2004; Mariano et al., 2004; Florentino et al., 2006).

Em paralelo, nés investigamos o efeito da superexpressao do gene SSOBIR1 no
aumento ou diminuicdo da expressao de genes relacionados com respostas a estresse biético e
abiotico, mais especificamente aqueles que codificam proteinas relacionadas a patogenicidade
[genes PR-1 e PR-6 (PI-11)]. Nossos resultados para o nivel de expressdo do gene PR-1
indicaram pouca variacdo entre os trés eventos de transformacao analisados e o controle ndo
transformado (planta selvagem), contudo em todas as amostras, um pico de expressdo em
algum ponto ao longo do tempo foi detectado. No caso do gene PR-6, um perfil de expressdo
similar foi observado, com aumento gradativo da expressdo até atingir um pico em
determinado tempo, porém sem diferencas entre plantas transgénicas e selvagens.

Essas proteinas de patogenicidade sdo induzidas apds a resposta de
hipersensibilidade (HR), no entanto, elas respondem de forma diferente ao ferimento.
Geralmente, os niveis de expressao dos genes PRs sdo determinados pelo equilibrio entre
indutores e inibidores enddgenos nas células (Ohashi & Ohshima, 1992). Em seu estudo,
Takabatake e colaboradores (2006) constataram, por northern blot, um aumento na expresséo
dos genes PR-1 e PR-6 em folhas estressadas mecanicamente provenientes de plantas
transgénicas capazes de superexpressar 0 gene NtSOBIR1. Os autores verificaram que nas
plantas controle os niveis de ambos 0s transcritos eram inferiores aos das plantas transgénicas
superexpressando o receptor no tempo de 24 horas pds-estresse. Por outro lado, em plantas
onde o gene NtSOBIRL1 foi silenciado, a expressdo destes genes foi bastante reduzida.

Segundo Balandin e colaboradores (1995) o nivel de expressdo de PR-6 em
plantas de tabaco apds o ferimento varia ao longo do tempo de analise. A primeira inducéo da

expressdao de PR-6 &€ normalmente observada 6 horas ap6s o ferimento, sendo que esta
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expressdo pode ser aumentada em até pelo menos 3 dias. Contudo, nas folhas superiores sem
ferimento ndo se constata aumento da expresséo de PR-6 ao longo do tempo.

Nas nossas condic@es, o perfil de expressdo do gene enddgeno NtSOBIR1 (WRK)
apos o ferimento foi bastante similar entre plantas transgénicas e selvagens, ocorrendo um
pico de expressdo no tempo de 1 hora pos-ferimento. A expressdo foi mantida em niveis
relativamente elevados em relagdo ao controle ndo tratado ao longo do tempo, confirmando
assim os resultados obtidos por Takabatake e colaboradores (2006).

E importante destacar que a superexpressdo de AtSOBIR1 em arabidopsis é capaz
de ativar a resposta de defesa da planta (Gao et al., 2009). Esses autores avaliaram duas
linhagens representativas, uma com baixo nivel de expressdo de SOBIR1 (5x) e outra com
expressao elevada (70x), e verificaram que os cotilédones da linhagem com alta expressao
morreram logo ap0s a germinacdo, sinalizando que a superexpressdao desse gene em
arabidopsis leva a ativacdo da morte celular. Os genes PR-1 e PR-2 tiveram sua expressdo
aumentada de maneira constitutiva na linhagem com alta expressédo de SOBIR1. Além disso, a
superexpressdo de SOBIR1 determinou uma maior resisténcia da planta a bactéria
Pseudomonas syringae pv. tomate, sugerindo a ativacdo de respostas de resisténcia ao
patdgeno (Gao et al., 2009). Cabe ressaltar que SOBIR1 foi identificado em uma triagem para
supressores do fenotipo birl-1 em A. thaliana. BIR1 é um receptor que interage com o
receptor BAK1 in vivo, sendo que o mutante birl-1 promove uma ativacdo da resposta de
defesa de maneira constitutiva. Por outro lado, o mutante sobirl-1 é capaz de suprimir
fortemente a morte celular observada em birl-1, indicando que SOBIR1 é um regulador
positivo da sinalizacdo de defesa (Gao et al., 2009).

O receptor SOBIR1 também esta envolvido com crescimento e desenvolvimento
em arabidopsis. Pela analise de mutantes para o0 gene que codifica uma proteina denominada
NEVERSHED (NEV), que regula o trafico na membrana e é essencial para a queda do 6rgdo
floral foi identificado um LRR-RLK denominado EVERSHED (EVR)/ SOBIR1 que age
como inibidor da abscisdo. Uma mutacdo em EVR recupera os defeitos na estrutura de Golgi
em mutantes nev nas células na zona de abscisdo, sugerindo que EVR pode regular o trafico
na membrana durante esse processo (Leslie et al., 2010).

Quanto a deteccdo de ions superdxido, os resultados obtidos sugerem um maior
acumulo de superdxido nas plantas de tabaco geneticamente transformadas em relacdo a
planta selvagem uma hora apds o ferimento das folhas com o uso de uma pinga. Por outro

lado, nos tempos mais tardios ndo foi possivel notar diferencas entre as plantas. A constatada
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maior acumulacdo de EROS imediatamente apds o estresse pode ser uma evidéncia da
participacao destas na resposta mediada por SOBIRL.

O ferimento funciona como um estimulo aumentando os niveis das espécies
reativas de oxigénio (Song et al., 2006). As respostas a ferimento em plantas sdo limitadas a
ativagdo de vérios sinais locais tais como EROS e célcio, a ativagdo da via de morte celular e
a geracdo de sinais a longa-distancia que envolve EROS e ondas elétricas, bem como varios
hormdnios (Suzuki & Mittler, 2012). No estagio inicial de resposta ao ferimento as plantas
produzem superdxido e peréxido de hidrogénio que podem desempenhar importantes papéis
na transducdo de sinal (Ledn et al., 2001; Suzuki & Mittler, 2012). O fato das plantas
transgénicas apresentarem um rapido acumulo de superéxido mediante o ferimento pode
indicar uma maior agilidade de acionamento das respostas de defesa mediadas por SSOBIRL.

Em suma, os resultados obtidos no presente estudo forneceram informacgdes
importantes sobre o gene SSOBIR1 e seu produto, mas ndo permitiu esclarecer de forma
definitiva o papel deste durante os processos de infeccao viral causados pelos virus PepYMV
e TCSV. E provavel que as alteracdes nos perfis de expressdo do gene SSOBIR1 sejam um
efeito colateral do processo de infeccdo ocasionados pelos virus na planta hospedeira, uma
vez que este receptor estd associado com a resposta basal de defesa e imunidade das plantas
(Liebrand et al., 2013b). Outra possibilidade estaria relacionada com possiveis mudancgas no
padréo de fosforilacdo das proteinas da hospedeira ou mesmo das proteinas virais, fato que

precisa ser averiguado.
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5- CONCLUSOES

v Nao foram evidenciadas diferencas na acumulacéo viral entre plantas de tabaco

transgénicas superexpressando o receptor SSOBIRL e plantas selvagens ndo transformadas;

v/ Um aumento na expressdo dos genes PR-1 e PR-6 foi evidenciado nas plantas
superexpressando o receptor SSOBIRL1 logo apds o ferimento, porém de modo similar ao

observado em plantas de tabaco selvagem.

v/ Um provavel aumento na liberacdo do anion super6xido pode ser observado
nas plantas de tabaco superexpressando SSOBIR1 em relacdo a planta selvagem na fase

inicial da resposta a ferimento.
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APENDICE
ELABORACAO DE UM CAPITULO DE LIVRO

Durante o desenvolvimento do meu doutorado passei por diversas situacfes que
me deixaram muitas vezes desanimada, desacreditada e me fazendo pensar até em desistir,
porém como uma das minhas grandes qualidades é a minha perceverencia e persisténcia,
mesmo com tudo isso continuei na minha caminhada. Como para quem nunca desiste uma
hora as oportunidades chegam, em um certo periodo desses onde tudo parecia estar dando
errado, eis que recebo um convite por email para participar da elaboragéo de um livro que iria
abordar vérios temas sobre virologia, tema este que esta vinculado ao meio trabalho, pois
estudei a interacdo virus-planta que também fez parte do meu mestrado.

Fiquei muito contente em ler o email, ele despertou em mim o desejo de poder
fazer algo inovador, além da oportunidade de demostrar a minha capacidade de fazer aquilo
que eu verdadeiramente me disponho a realizar e aceitei o convite. De imediato ja tinha um
grande desafio, pois precisava elaborar uma proposta de tema a ser abordado e que 0 mesmo
fosse para mim algo interessante e desafiador. Frente a essa chance de produzir, pedi ajuda a
alguns amigos do laboratério (Juliana, Alessandra e Rodrigo) e eles prontamente aceitaram
essa aventura comigo.

Mas diante de tantos assuntos que podiamos escrever, pois no livro poderia ter
trabalhos ineditos ou de revisfes, muitas coisas passaram pelas nossas cabecas, até que por
incentivo do Rodrigo decidimos escrever uma revisao sobre supressores do silenciamento
génico em plantas. Todo deslumbrado pelo tema, porque se tratava do seu trabalho de
doutorado, ele sempre falou com muito entusiasmo sobre isso, e como eu também me
simpatizava pelo assunto e queria poder aprofundar meu conhecimento, decidimos entdo
sobre 0 que escreveriamos.

Inicialmente elaboramos a proposta, encaminhamos € com a sua aprovacao
iniciamos a batalha de escrever, nés tinhamos o compromisso de elaborar um capitulo de
revisdo que contesse o que demais atual e significativo ja tivessse sido descrito sobre o
assunto, porém queriamos fazer isso de uma forma simples e de facil entendimento para os
futuros leitores.

O resultado foi sensacional, conseguimos escrever a revisao e tivemos nosso téo
esperado capitulo publicado on-line e na versdo impresa, mas o melhor de tudo isso foi que
provamos para agueles que duvidavam da nossa capacidade e principalmente para nés

mesmos 0 quanto somos competentes em realizarmos aquilo que almejamos.
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Segue abaixo o link para acesso ao capitulo:

http://www.intechopen.com/books/current-issues-in-molecular-virology-viral-
genetics-and-biotechnological-applications/viral-counter-defense-x-
antiviral-immunity-in-plants-mechanisms-for-survival
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L. Introduction

The hastory of plant virology dates to the late 19 contury, when Iwanowski and Besgerinck,
who were investigating the cause of a mystenious disease of tobacco, independently described
an unusual agent that caused tobacco mosaic disease. This agent was later named Tobacco
mosgic wrus (TMV) [1]. During this period, viruses including Potato virus X (PVX), Potato tirus
Y (PVY) and Lettuce mosaic virus (LMV) were described. These viruses could be distinguished
based on their transmission and method of disease induction. In addition, numerous techni-
ques for the study of viruses were developed.

Viruses are among the most agriculturally important groups of plant pathogens, causing
serious economic losses in many major crops by reducing vield and quality. A virus can be
defined as a set of one or more nucleic acid template molecules, often encased in a protective
coat of protein or lipoprotein, which is able to organise its own replication only within suitable
host cells [1]. Because the genetic information encoded by viral genomes is limited, viruses
depend entirdy on host cells to replicate their genome and produce infectious progeny. Both
plant and animal viruses can be classified according to the type of nucheic acd that makes up
their genome. In plants, the vast majority of viruses have positive-sense (+) RNA genomes (i.c.,
the RNA genomie has the same polarity as cellular mRNA), although negative-sense (-) RNA
and double-stranded RNA viral genomes also exast. Other plant viruses have DNA genomes;
the DNA can be double-stranded (caulimoviruses) or single-stranded (geminiviruses) [1, 2]
Ceil-to-cell movement of plant viruses oocurs through cytoplasmic “bridges” between cells
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