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RESUMO

LAU, Douglas, D.S., Universidade Federal de Vigosa, mar¢o de 2004. Analise
molecular da interacio entre Tospovirus e o gene resisténcia Sw-5. Orientador:
Sérgio Herminio Brommonschenkel. Conselheiros: Francisco Murilo Zerbini Jr. e
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Alguns aspectos da interagdo entre o gene de resisténcia Sw-5 e os tospovirus,
foram analisados neste trabalho. A capacidade de Sw-5 conferir resisténcia em
Nicotiana benthamiana foi avaliada em plantas transformadas com uma construgdo na
qual a ORF e a regido 3’ do gene estavam sob controle do promotor 35S. As plantas
transformadas foram resistentes a infecgao por tospovirus. A comparagao do espectro da
resisténcia destas plantas com o observado para outras solanaceas, indica que as vias de
sinalizacdo e as respostas de defesa ativadas por Sw-5 estdo conservadas nesta familia, e
que o polimorfismo genético nos componentes das vias de transducdo de sinais pode
resultar em diferentes niveis de resisténcia. A fim de identificar o gene de aviruléncia
dos tospovirus, os genes N, NSm e NSs, foram expressos isoladamente ou em
combinagdes, por meio do vetor viral PVX, em plantas com Sw-3. A expressdo destes
genes nao foi capaz de desencadear a resposta de hipersensibilidade e tampouco
interferiu na infeccdo da planta por PVX. Portanto, outro componente dos tospovirus
deve ser responsavel pelo desencadeamento da reacdo de resisténcia.
Independentemente da presenga do gene Sw-3, a expressdo do gene NSs por meio do
PVX, agravou os sintomas provocados por este virus em algumas solanaceas, o que

pode ter relagdo com a capacidade desta proteina de suprimir silenciamento génico. Em
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plantas com Sw-5, a co-expressdo da regido 5’ deste gene por meio do vetor PVX,
favoreceu a infeccdo sistémica por tospovirus. Uma vez que o efeito foi observado tanto
para expressdo senso quanto anti-senso, a reducdo dos niveis de mRNA de Sw-5
provocada por silenciamento génico, poderia ser a causa desta interferéncia na
resisténcia, embora a analise de Northern blot nao tenha demonstrado tal redugcdo. Uma
seqliéncia homologa a Sw-5 contendo uma ORF sem dele¢des ou interrupcoes
prematuras foi clonada a partir do acesso LA371-20 de Lycopersicon peruvianum.
Analises moleculares demonstraram que esta seqiiéncia € originada do loco Sw-5 ou de
regido proxima a este e que segrega com a resisténcia a tospovirus. A capacidade deste e
de outros trés homologos oriundos de distintos acessos de tomateiro de conferir
resisténcia a tospovirus, foi avaliada em plantas transgénicas de tomateiro e tabaco. As
plantas transformadas foram suscetiveis ao virus. A ndo-funcionalidade destes
homologos pode ser devido a estrutura das construgdes utilizadas na transformacao.
Alternativamente, outros homoélogos presentes nestes acessos de tomateiro podem ser os

responsaveis pela resisténcia.
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ABSTRACT

LAU, Douglas, D.S., Universidade Federal de Vigosa, March 2004. Molecular
analysis of the tospovirus — Sw-5 resistance gene interaction. Adviser: Sérgio
Herminio Brommonschenkel. Committee members: Francisco Murilo Zerbini Jr. and
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

In this work some aspects of the tospovirus - Sw-5 interaction was analyzed. The
capacity of the Sw-5 to confer resistance in Nicotiana benthamiana was evaluated in
transgenic plants transformed with Sw-5 ORF containing its own 3" UTR region under
35S promoter control. Transgenic plants were resistant to tospovirus infection.
Comparisons of the resistance spectrum with other members of the Solanaceae suggest
that the signal transduction pathways and resistance responses triggered by Sw-5 are
conservated in solanaceae and that the genetic polymorphism in the signal transduction
components may result in different resistance levels. The N, NSm and NSs genes
isolated or in combination were expressed by PVX vector in plants harboring Sw-35 in
order to detect the tospovirus avirulence gene. These genes were not able to trigger the
hypersensitive response and to affect PVX infection in Sw-5 plants, which suggest that
another tospovirus component is the elicitor of the resistance response. Independently of
the Sw-5 gene, PVX clones harboring NSs gene induced more severe symptoms in some
solanaceae plants. Gene silencing may be the cause of this symptoms. In transgenic
plants harboring Sw-5 gene, the co-expression of the 5" region of this gene by PVX
favored tospovirus infection. As this effect was observed both for 5° sense and anti-

sense constructions it is possible that it has been caused by reduction on mRNA levels



by gene silencing, although Northern blot analysis did not agree with this hypothesis.
An Sw-5 homolog was cloned from LA371-20 accession. This homolog is localized in
or near of Sw-5 locus and segregated with tospovirus resistance. The capacity of this
and other three homologs originated from others accessions to confer tospovirus
resistance was evaluated in tobacco and tomato transgenic plants. All the transformants
were susceptible to the virus. Other homologs presents in the different accessions
evaluated may be responsible for the resistance, although problems in the structure of

the constructions can not be discarded.
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INTRODUCAO

Os virus de planta que apresentam genoma segmentado, composto por trés
RNAs, envolto por um envelope lipidico e que sdo transmitidos por tripes
(Thysanoptera: Thripidae) estdo incluidos no género Tospovirus (familia Bunyaviridae).
Presentes nos diversos continentes, espécies de tospovirus causam doencas em plantas
de varias familias (German et al., 1992; Peters et al., 1996).

As particulas dos tospovirus sdo delimitadas por um envelope lipidico, que
contém glicoproteinas e apresentam formato esférico ou quase esférico, com didmetro
entre 80 - 120 nm (German et al., 1992). No interior da particula, além da polimerase
viral, estdo os trés RNAs gendmicos: RNA L, RNA M e RNA S. O RNA L do Tomato
spotted wilt virus (TSWYV) (espécie-tipo do género) apresenta 8.897 nucleotideos e
contém uma unica ORF, codificada no sentido complementar ao da fita viral. O produto
desta ORF ¢ uma proteina de 331,5 kDa que contém motivos tipicos das RNA
polimerases-RNA dependentes (De Haan et al, 1991). O RNA M apresenta
4.821 nucleotideos e codifica, a partir da fita viral, uma proteina de 33,6 kDa,
denominada NSm e, a partir da fita complementar a viral, uma proteina de 127,4 kDa.
Esta tltima ¢ a precursora das duas glicoproteinas, G1 e G2, constituintes do envelope
viral (Kormelink et al., 1992a). O RNA S apresenta 2.916 nucleotideos, codifica a partir
da fita viral, a proteina NSs de 52,4 kDa e, a partir da fita complementar, a proteina N
de 29 kDa, que envolve os RNAs virais compondo o nucleocapsideo (De Haan et al.,

1990).



As epidemias de tospovirus ocorrem quando condi¢cdes ambientais favoraveis
permitem a co-existéncia de espécies de tripes vetoras do virus e de plantas hospedeiras
(do virus e do vetor) (German et al., 1992). A oviposi¢do de fémeas adultas em plantas
infectadas por tospovirus, permite que as larvas de primeiro estddio adquiram o virus
(Ullman et al., 1992), iniciando o ciclo de infeccdo. As glicoproteinas do envelope,
aparentemente, estdo envolvidas no processo de aquisi¢ao do virus pelo vetor (Bandla et
al., 1998; Kikkert et al., 1998). O virus, que € capaz de replicar ativamente nas células
do vetor (Ullman et al., 1993), acumula-se na glandula salivar do tripes adulto
(Wijkamp et al., 1993), o qual torna-se transmissor do virus. Ao se alimentar sobre uma
planta sadia, o tripes transmissor introduz as particulas virais na célula vegetal. Uma vez
no interior da célula, as unidades da polimerase viral carreadas com a particula iniciam
a transcri¢do, produzindo os RNAs mensageiros que originam as proteinas virais. A
transcri¢do ocorre por cap-snatching (Kormelink et al., 1992b), um processo em que
sequéncias clivadas da regido 5° de RNAs mensageiros do hospedeiro atuam como
iniciadores da sintese de RNA viral. O acimulo da proteina N nas células determina a
mudanga da fase de transcri¢do para replicacdo, na qual sdo produzidos os RNAs
gendmicos (Van Poelwijk et al., 1996). Estes RNAs sdo encapsidados pela proteina N,
formando os nucleocapsideos e podem ser transportados para as células vizinhas ou
serem envolvidos pelo envelope. A movimentagdo célula-a-célula é mediada pela
proteina NSm e ocorre por meio da formagdo de tibulos através dos plasmodesmas
(Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995). No processo de montagem da particula
viral, as glicoproteinas G1 e G2 que se acumulam no sistema de Golgi, intermedeiam o
envolvimento dos nucleocapsideos pelo sistema de membranas da célula;
posteriormente, os nucleocapsideos envelopados migram para o reticulo endoplasmatico
(Kikkert et al., 1999). Ap6s a montagem, as particulas estdo aptas a serem adquiridas
pelos tripes e transmitidas para outras plantas, completando, assim, o ciclo de infecgao.

O fato de os tospovirus serem os Unicos membros da familia Bunyaviridae
capazes de infectar plantas, sugere que derivam de um virus ancestral que infectava
animais e que adquiriu a capacidade de infectar novos hospedeiros. A aquisicdo do gene
NSm pode ter sido o grande passo evolutivo que deu origem a este grupo (Goldbach e
Peters, 1994). Este gene, ausente nos demais géneros da familia, codifica para a proteina
de movimento, elemento imprescindivel aos virus de planta. Outro componente que
pode ser fundamental ao processo de patogénese em plantas, ¢ a proteina NSs que €

capaz de suprimir o silenciamento génico (Takeda et al., 2002). Como o silenciamento
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génico ¢ um mecanismo de defesa de plantas a virus, as proteinas virais inibidoras deste
processo sao um contra-ataque necessario a infeccao viral (Vance e Vaucheret, 2001).

Além do silenciamento génico, a resisténcia relacionada a resposta de
hipersensibilidade ¢ um mecanismo de defesa das plantas para evitar a infecg¢@o viral.
Entre os genes envolvidos na ativagdo da resposta de hipersensibilidade, estdo o gene de
resisténcia (da planta) e o gene de aviruléncia (do patéogeno). A proteina, codificada
pelo gene de resisténcia, tem a dupla fungdo de reconhecer a presenca do patéogeno em
tecidos hospedeiros e desencadear as vias de transdugdo de sinais que ativam as
respostas de defesa (Hammond-Kosack e Jones, 1997; Martin et al., 2003). A
conservagdo da estrutura entre as proteinas de resisténcia, ¢ reflexo destas fungdes que
exercem em comum. Entre as proteinas codificadas pelos diferentes genes de
aviruléncia ndo existe similaridade na estrutura, sendo, a proteina de aviruléncia, uma
entre as varias proteinas do patégeno que passou a ser reconhecida pela planta.
Originario do tomateiro selvagem Lycopersicon peruvianum, o gene Sw-5 confere
resisténcia a tospovirus em tomateiro, tabaco e berinjela (Stevens et al., 1992;
Brommonschenkel et al., 1998 ¢ 2000; Picoli et al., 1999; Lima et al., 2000). Nestas
espécies, as plantas com Sw-5 exibem reagdes necroticas no sitio de infecgdo e inibem a
infeccdo sist€mica do virus. A estrutura da proteina codificada por Sw-5 contendo
dominios NBS (nucleotide binding site) e LRR (leucine rich repeats) tipicos das
proteinas de resisténcia e o fendtipo da resisténcia sugerem a sua atuagcdo no
reconhecimento de algum componente viral e ativagdo da resposta de
hipersensibilidade.

Neste trabalho dividido em quatro capitulos, alguns aspectos da interacdo
tospovirus — Sw-5 foram analisados. No Capitulo 1, é avaliada a capacidade do gene
Sw-5 ativar respostas de defesa a tospovirus em Nicotiana benthamiana. O Capitulo 2 é
destinado a analise de trés genes de tospovirus e sua possivel interacdo com Sw-5. O
Capitulo 3 trata da interferéncia na resisténcia mediada por Sw-5 por meio da co-
expressdo transitéria da regido 5’ do gene, discutindo-se os possiveis mecanismos
envolvidos neste processo. No Capitulo 4, relata-se a clonagem de um homoélogo de

Sw-5 e seu possivel papel na resisténcia a tospovirus.



CAPITULO 1

HIPERSENSIBILIDADE E NECROSE SISTEMICA EM Nicotiana benthamiana
TRANSFORMADA COM O GENE Sw-5 DE TOMATEIRO

Douglas Lau', Julio Cezar Franco de Oliveira®, Elene Yamazaki Lau', Sérgio Herminio
Brommonschenkel'

'Dep. de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, Av. P.H. Rolfs, s/n, CEP
36570-000, Vigcosa, MG; Brasil, 2Dep. Tecnologia, UNESP-Jaboticabal. (Autor para
correspondéncia: shbromo@ufv.br).

RESUMO

O gene Sw-3, origindrio do tomateiro, confere resisténcia a varias espécies de
tospovirus e codifica uma proteina contendo os dominios NBS (nucleotide binding site)
e LRR (leucine rich repeats). Plantas de tomate, tabaco e berinjela com Sw-J5, exibem
reacdes necroticas nas folhas inoculadas com tospovirus. Estas reagdes e a estrutura da
proteina Sw-5, indicam que a resisténcia ocorre por meio do reconhecimento de
elicitores do patogeno e desencadeamento da resposta de hipersensibilidade. O objetivo
deste estudo foi verificar a funcionalidade do gene Sw-5 em Nicotiana benthamiana.
Uma construgdo, que contém a ORF Sw-5 sob controle do promotor 35S do CaMV e
sua respectiva regido 3’ ndo-traduzida com o provavel sinal de poliadenilacdo, foi
utilizada para transformagao de N. benthamiana via Agrobacterium tumefaciens. Plantas
de progénies oriundas da autofecundagdo de transformantes primarios, foram inoculadas
com um isolado de tospovirus e avaliadas quanto a ocorréncia de reagdo de
hipersensibilidade e resisténcia a infec¢@o sistémica. Em uma progénie com segregacao
tipica para uma insercao do transgene, foi selecionada uma planta homozigota (B5-5), e
sua progénie utilizada para avaliacdo do espectro da resisténcia a tospovirus. O gene
Sw-5 ¢ funcional em N. benthamiana, e plantas que contém o transgene exibem resposta
de hipersensibilidade 48 horas apos a inoculagdo, sendo resistentes a infecgdo sistémica.
O fenotipo da resisténcia, no entanto, ¢ dependente do isolado viral, uma vez que um
dos isolados analisados causou necrose sistémica dos tecidos em todas as plantas
inoculadas. Existe equivaléncia na funcionalidade deste gene entre as diferentes
espécies desta familia, pois o isolado causador de necrose sistémica em N. benthamiana
apresenta tendéncia a causar infec¢ao sistémica em tomateiro, berinjela e tabaco. Estes
resultados sugerem que as vias de transducgdo de sinais e as respostas de defesa ativadas
por Sw-5 apresentam-se conservadas entre os membros da familia Solanaceae.

Palavras-chave: resisténcia a virus, expressao heterologa, transducdo de sinais.



INTRODUCAO

Espécies do género Tospovirus (familia Bunyaviridae) tém sido descritas como
agentes causais de doencas em ampla gama de hospedeiros em regides tropicais,
subtropicais e temperadas (German et al., 1992; Peters et al., 1996). Entre as espécies de
tospovirus descritas, Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus
(TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) e Chrysanthemum stem necrosis virus
(CSNV), sdo capazes de infectar tomateiro e outras solandceas causando a doenga
conhecida como “vira-cabega” (Lopes e Santos, 1994; Kurozawa e Pavan, 1997;
Bezerra et al., 1999; Lima et al., 2002).

Sw-5 ¢ um gene originario do tomateiro selvagem Lycopersicon peruvianum,
que confere resisténcia a varias espécies de tospovirus. Originalmente, a resisténcia
mediada por Sw-5 foi considerada dominante com penetrancia incompleta (Stevens et
al., 1992; Boiteux e Giordano, 1993). Fenotipicamente, a resisténcia ¢ manifestada pela
auséncia de sintomas ou pelo aparecimento de lesdes necroticas nas folhas inoculadas
(Stevens et al., 1992). Estudos envolvendo enxertia sugerem que Sw-5 atua contendo o
virus no sitio de infecgdo (Lau, 2001).

O gene Sw-5 codifica uma proteina de 1.246 aminoacidos, contendo dominios
NBS (nucleotide binding site) e LRR (leucine rich repeats) (Brommonschenkel et al.,
2000). Estas caracteristicas estruturais sdo tipicas de proteinas envolvidas na resposta de
resisténcia a fitopatdgenos (Martin et al., 2003). A proteina Sw-5 faz parte de uma
classe que inclui, entre outras, as proteinas Mi (Milligan et al., 1998), I12C (Ori et al.,
1997), RPM1 (Grant et al., 1995), Prf (Salmeron et al., 1996) e Rx (Bendahmane et al.,
1999), que conferem resisténcia a nematoides, fungos, bactérias e virus,
respectivamente.

Analises genéticas de diversas interagdes planta-patogeno demonstram que a
resisténcia pode ser dependente de uma relacdo especifica entre um gene da planta
(gene R) e um gene de aviruléncia do patégeno (gene Avr) (Flor, 1971), o que, segundo
analises moleculares, estruturais e funcionais das proteinas codificadas por estes genes,
pode ser explicado pelo modelo receptor-ligante (Staskawicz et al., 1995, Staskawicz,
2001). Segundo este modelo, a proteina codificada pelo gene R atuaria como receptor
(direto ou indireto) da proteina codificada pelo gene de aviruléncia. Em conseqiiéncia
deste reconhecimento, ocorreria o desencadeamento de cadeias de transducdo de sinais,

que ativariam diversos mecanismos de defesa, restringindo o patdgeno ao sitio de



infeccao (Baker et al., 1997; Innes, 1998; Somssich e Halhbroch, 1998). Entre estes
mecanismos, inclui-se o aumento intracelular da concentracdo de formas reativas de
oxigénio, o fortalecimento de paredes celulares, a producdo de substancias
antimicrobianas e proteinas PR (proteinas relacionadas a patogénese), bem como de
moléculas sinalizadoras, como o acido salicilico, responsaveis por ativar as respostas de
defesa em células adjacentes (LAR, Localized Acquired Resistance) e tecidos mais
distantes do sitio de infeccdo na planta (SAR, Systemic Acquired Resistance)
(Hutcheson, 1998; Hammond-Kosack e Jones, 1996; Ryals et al., 1996). Todo este
processo pode, muitas vezes, ser visualizado macroscopicamente na forma de lesdes
necroticas restritas ao sitio de infec¢do (resposta de hipersensibilidade-HR).

O gene Sw-5 confere resisténcia ndo apenas em espécies e cultivares de
tomateiro, mas também em outras espécies da familia Solanaceae como o tabaco
(Nicotiana tabacum) e a berinjela (Solanum melongena) (Brommonschenkel et al.,
1998; Costa et al.,, 1999; Lau et al, 1999; Picoli et al., 1999; Lau, 2001).
Aparentemente, Sw-35 ndo ¢ capaz de conferir resisténcia em alface (Lactuca sativa, uma
espécie pertencente a familia Asteraceae) (Karasawa, 2001; Yamazaki, 2001). Em
tabaco, o espectro da resisténcia é mais restrito em comparagdo ao tomateiro
(Brommonschenkel et al., 1998; Lau, 2001). A funcionalidade de um gene R em sistema
heterologo ¢ considerada evidéncia da conservacdo das vias de transducdo de sinais
ativada por estes genes. Ao menos em solanaceas, estas vias devem ser conservadas,
conforme verificado pela funcionalidade do gene N de tabaco em tomate (Whitham et
al., 1996), Pto de tomate em N. benthamiana (Rommens et al., 1995) e Cf-9 de tomate
em tabaco e batata (Hammond-Kosack et al., 1998). Em geral, a conservacdo das vias
de transducdo de sinais € restrita a plantas botanicamente relacionadas, sendo este
fenomeno denominado “restricted taxonomic functionality” (RTF). Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi verificar a funcionalidade do gene Sw-5 em N. benthamiana e

comparar o espectro da resisténcia com o observado em outras espécies de solandceas.

MATERIAL E METODOS

Isolados virais e inoculacio
Os isolados de tospovirus V1-3 (TCSV), Cb e AL (GRSV) e V2-2, utilizados

neste trabalho, sdo originarios do Brasil e fazem parte da colecdo do Laboratério de



Genética da Interacdo-Planta Patégeno (BIOAGRO/UFV), sendo sua identificagdo
baseada no seqiienciamento do gene N (nucleocapsideo). O niimero de acesso da
seqiiéncia do nucleocapsideo dos isolados ¢ dado a seguir: V1-3 (AF282982), Cb
(AF251271) e AL (AF513219). O gene N do isolado V2-2 foi apenas parcialmente
seqiienciando (seqiiéncia ndo depositada no GenBank), sendo este isolado mais
relacionado a espécie CSNV (Lau, 2001).

Para fins de inoculagdo, o inoculo original, mantido a —80°C, foi previamente
multiplicado em plantas de Nicotiana tabacum ‘Havana 425°. Folhas infectadas foram
maceradas em tampao fosfato de potassio 0,1M, pH 7,0, contendo sulfito de soédio
0,01M e carborundum 600 mesh. O extrato foi esfregado sobre folhas de plantas sadias
de N. benthamiana com auxilio de gaze.

Apds a inoculagdo, as plantas foram mantidas em condigdes de casa de
vegetacdo ou camara de crescimento e avaliadas a cada dois dias por um periodo de 14

dias, observando-se o desenvolvimento de sintomas locais ¢ sistémicos.

Transformacao genética de Nicotiana benthamiana

Fragmentos foliares de N. benthamiana foram transformados, via Agrobacterium
tumefaciens, com o clone pGPP63. Este clone ¢ constituido da estirpe desarmada
LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor binario pBI121, no qual o
gene GUS foi substituido pela ORF Sw-5 (oriunda da linhagem SW99-1 de
Lycopersicon esculentum). Nesta constru¢do, a ORF Sw-5 estd sob o controle do
promotor 35S do CaMV e contém sua respectiva regido 3’ ndo-traduzida (3°’NTR) com

provavel sitio de poliadenilacdo (Figura 1) (Lima, 2001; Yamazaki, 2001).
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Figura 1 — Representacdo diagramatica do T-DNA da constru¢ao pGPP63, derivada do
vetor pBI121. RB — borda direita; NOS pro — promotor do gene nos de
Agrobacterium tumefaciens; NPT 11 — gene da neomicina fosfotransferase II,
que confere resisténcia a canamicina; NOS ter — terminador do gene nos;
35S — promotor do RNA 35S do CaMV; Sw-5 — ORF Sw-5; 1958B e
FP12 - oligonucleotideos que pareiam na regido 5’ do gene Sw-5;
3’NTR - regido 3’ ndo-traduzida do gene Sw-5 contendo o possivel sinal de
poliadenilacdo; e LB — borda esquerda.



Determinacio da presenca do transgene

A presengca do gene Sw-5 foi determinada via PCR, utilizando-se
oligonucleotideos especificos para a seqiiéncia transgénica. O DNA das plantas foi
extraido de acordo com protocolo de Fulton et al. (1995). A reag@o de PCR consistiu em
100-200 ng de DNA gendmico, 2,5 pL do tampao de reagdo 10X (Tris-HCI 200 mM pH
8,3, KC1 500 mM, MgCl, 15 mM), 2 pL. da mistura de deoxinucleotideos (0,01 M de
cada dNTP), 0,5 uL do oligonucleotideo 1958B (10 uM) (5’-GGT GAA CTT CCC
GGG AGA AAA TGG CTG-3’), 0,5 uL do oligonucleotideo FP12 (10 uM) (5’-AGG
ATT TGT AGT ACG TCT CAA CTT G-3’), 2 a 5 unidades da enzima 7aqg DNA
polimerase e agua estéril (Milli-Q) suficiente para atingir volume final de 25 uL. Os
oligonucleotideos 1958B e FP12 pareiam na regido 5° do gene Sw-5 (Figura 1),
permitindo a amplificacdo de uma seqiiéncia de 1.125 pb somente nas plantas
transformadas. Apos desnaturagdo inicial a 94°C por 3 min, a amplificag@o constituiu de
40 ciclos de desnaturag@o por 30 seg a 94°C, anelamento por 1 min a 52°C e extensao a
72°C por 2 min. Apds os 40 ciclos, foi realizada uma extensdo final a 72°C por
5 minutos. O produto da reagdo foi visualizado sob luz ultravioleta, ap6s corrida
eletroforética a 90V, por duas horas, em gel de agarose 1% (TAE 1X) contendo brometo

de etideo.

Analise de segregacio e funcionalidade do transgene

As plantas transformadas (R0) foram inoculadas com o isolado V2-2. Aquelas
que exibiram reagdes locais necréticas e ndo manifestaram sintomas sistémicos
(portanto consideradas resistentes) foram autofecundadas. As sementes, oriundas da
autofecundagdo das plantas RO que exibiram HR foram, coletadas e utilizadas nos
experimentos de andlise de segregacdo. Aproximadamente 20 plantas de cinco
progénies R1, foram inoculadas com o isolado V2-2 e avaliadas quanto a ocorréncia de
HR nas folhas inoculadas, até seis dias apo6s a inoculagdo. O ajuste das proporcdes de
plantas resistentes:suscetiveis ao modelo genético hipotetizado, foi avaliado pelo teste
do qui-quadrado. Plantas resistentes de uma progénie que apresentou segregacao tipica
para uma unica inser¢do, foram autofecundadas e as progénies R2 foram inoculadas,
visando identificar plantas R1 homozigotas. Uma planta R1 homozigota foi selecionada
e o espectro da resisténcia avaliado em sua descendéncia, mediante a inoculagdao dos

quatro isolados de tospovirus (V1-3, Cb, AL e V2-2).



RESULTADOS

Transformacio genética de Nicotiana benthamiana e analise de segregacio do
transgene

Dos 20 transformantes primarios (R0), aclimatados em casa de vegetagdo e
inoculados com o isolado viral V2-2, trés apresentaram sintomas idénticos as plantas
ndo-transformadas de N. benthamiana, consistindo em lesdes cloroticas em anel no sitio
de inoculacdo e infecgdo sistémica caracterizada por clorose e necrose nas nervuras.
Dezessete plantas manifestaram reacdes locais tipicas de resposta de hipersensibilidade
(HR). Destas plantas, porém, 11 manifestaram sintomas sistémicos até a época do
florescimento. Estes sintomas foram de natureza necrotica, diferindo dos sintomas
observados em plantas nao-transformadas.

Cinco progénies R1 foram avaliadas quanto a segregacdo da resisténcia.
Considerando o nivel de significancia de 5% pelo teste de 2, as progénies oriundas de
B2, B5 e B9, apresentaram padrao de segregagao indicativo de uma unica inser¢ao do
transgene (Tabela 1). Dentro da progénie B5, uma planta R1 homozigota foi selecionada
(B5-5) e sua progénie utilizada nos ensaios de determinacdo do espectro da resisténcia.
Por meio de PCR, utilizando os oligonucleotideos 1958B e FP12, foi amplificado um
fragmento de 1.125 pb correspondente a regido 5’ do gene Sw-35, confirmando a

presenga do transgene em B5-5 (Figura 2).

Tabela 1 — Segregacdo da resisténcia ao isolado de tospovirus V2-2 em progénies
oriundas da autofecundacdo de plantas de Nicotiana benthamiana,
transformadas com a construcdo pGPP63.

.. Fenétipos observados L, Proporcio esperada )
Progénie Hipotese** X P%
R* S* R S
B2 15 5 3:1 15 5 0 100
BS 15 5 3:1 15 5 0 100
B9 12 8 3:1 15 5 24 12,13
B13 8 11 3:1 14,25 4,75 10,97 0,09
B18 9 8 3:1 12,75 4,25 441 3,57

* R - presenga de HR nas folhas inoculadas; S - auséncia de HR nas folhas inoculadas.
** Considerando uma inser¢do do transgene e dominédncia completa.



Analise do espectro da resisténcia

A progénie da planta homozigota B5-5 foi inoculada com os quatro isolados de
tospovirus. Das 40 plantas avaliadas (10 para cada isolado), todas exibiram sintomas
locais necroticos dois dias apos a inoculagao (Figura 3B, Tabela 2). As lesdes induzidas
por V1-3 apresentaram aspecto distinto das demais, ndo sendo tdo evidentes e
alternando regides necroticas com areas clordticas. Nas plantas nao-transformadas, os
sintomas locais s6 foram observados sete dias apos a inoculagdo. Estes foram de
natureza clorotica, muitas vezes na forma de anéis concéntricos (Figura 3A). Dez dias
apos a inoculacdo, todas as plantas ndo-transformadas exibiam sintomas sist€émicos
tipicos de infeccao por tospovirus: clorose no limbo e nervuras, leve necrose em alguns
pontos da haste e deformacdo foliar (Figura 3D). Nas plantas transformadas, houve
diferencas quanto a capacidade de restricdo da infeccdo sistémica dos diferentes
isolados. Plantas inoculadas com V2-2, AL e Cb, apresentaram apenas sintomas locais,
enquanto todas as plantas inoculadas com V1-3 apresentaram sintomas sistémicos
(Figura 3C, Tabela 2). Estes foram de natureza necrdtica e, portanto, diferentes daqueles

observados em plantas ndo-transformadas.

Tabela 2 — Freqiiéncia dos diferentes sintomas exibidos por plantas de Nicotiana
benthamiana nao-transformadas e plantas da progénie B5-5 inoculadas
com quatro isolados de tospovirus.

N. benthamiana B5-5
Sintomas (ndo-transformada) (Sw-5/8w-35)
Vi3 V22 AL Cb Vi3 V22 AL Cb
HR 0/7*  0/10 0/5 0/6 10/10 10/10 10/10 10/10
Lesoes clordticas/ ., 15,10 555 g6 0/10  0/10  0/10  0/10
mosaico

Necrose sistémica  0/7 0/10 0/5 0/6 10/10  0/10 0/10 0/10

* Plantas com sintomas / total de plantas inoculadas.
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HAV B5-5 B Kb

Figura 2 — Confirmacao da presenga de Sw-5 em B5-5 por meio de PCR. A presenga do
transgene foi verificada utilizando-se os oligonucleotideos 1958B e FP12 que
pareiam na regido 5’ do transgene. 161 - Linhagem de Nicotiana tabacum
com o clone cosmideo TC134-8 que contém o gene Sw-5; HAV — Planta de
N. tabacum nao-transformada; BS5-5 - planta de N. benthamiana
transformada com o clone pGPP63. B — Planta de N. benthamiana nao-
transformada; Kb — Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder.
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Figura 3 — Sintomas observados em plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com
tospovirus. A) Lesdes clordticas em folhas inoculadas de plantas
ndo-transformadas. B) Resposta de hipersensibilidade em folha de planta
transformada com Sw-5. C) Necrose sistémica em planta transformada com
Sw-5. D) Clorose e deformacgao foliar, sintomas sistémicos induzidos por
tospovirus em plantas ndo-transformadas.
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DISCUSSAO

O gene Sw-5 ¢ funcional em Nicotiana benthamiana. Esta funcionalidade é
evidenciada por dois aspectos que diferenciam as plantas transformadas das nao-
transformadas: presenga de lesdes locais necréticas nas folhas inoculadas e capacidade
de contengdo do virus no sitio primario de infec¢do. Lesdes necroticas no sitio de
infec¢ao, visualizadas pouco tempo apos a inoculagdo, caracterizam a resposta de
hipersensibilidade (HR), um fendmeno que envolve o reconhecimento da presenca do
patdégeno e a ativagdo de vias de transdug@o de sinais que conduzem as respostas de
defesa (Staskawicz et al., 1995, Staskawicz, 2001).

A funcionalidade da construgdo pGPP63 em N. benthamiana, em acordo com
resultados obtidos em tabaco (Oliveira et al., 2001; Yamazaki, 2001), demonstra que a
ORF Sw-5 utilizada na transformacdo contém toda a informagdo necessaria a
codificagdo de uma proteina capaz de ativar o processo de defesa. Assim, as seqii€ncias
de DNA adjacentes a ORF presentes no clone cosmideo TC134-8 (inserto de
aproximadamente 20 Kb), utilizado anteriormente na transformagdo de tomate, tabaco e
berinjela (Brommonschenkel et al., 1998; 2000; Costa et al., 1999; Picoli et al., 1999;
Picoli, 2000), ndo s3o requeridas para o desencadeamento da resposta de
hipersensibilidade e resisténcia a tospovirus. Quanto as regides regulatorias, ha que se
ressaltar que a construcdo apresenta um segmento da regido 3’ ndo-traduzida do proprio
gene Sw-5, o qual contém um provavel sinal de poliadenilagao (Lima, 2001). Esta
regido pode ter papel na estabilidade do RNA mensageiro, determinando o seu tempo de
vida média e afetando os niveis de proteina sintetizada. A auséncia desta regido ou a
substitui¢do desta por regioes reguladoras de outros genes, podem alterar os niveis de
mRNA na célula e, por conseqiiéncia, a resisténcia. Embora os niveis de mRNA de
Sw-5 na célula sejam normalmente muito baixos (Brommonschenkel et al., 2000), fato
que pode ser devido a baixa taxa de transcri¢do ou a uma vida média curta do mRNA,
este sistema, aparentemente, ¢ sensivel ao nivel de proteina presente (Lau, 2001). Sendo
assim, fatores que levem a alteragdes nos niveis da proteina (nimero de copias do
transgene, elementos cis-regulatérios localizados a montante ou a jusante da ORF)
podem modificar os niveis de resisténcia. A auséncia das regides cis-regulatorias do
proprio gene foi apontada como um dos possiveis motivos pelos quais uma construgdo
contendo o gene Y-/, um homodlogo do gene N, foi capaz de ativar a resposta de

hipersensibilidade, mas incapaz de conter a infec¢do sistémica por PVY (Vidal et al.,
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2002). Para o proprio gene Sw-5, por analise de seqiiéncia do loco, verifica-se a
presenga de regides MAR (Matrix Attachment Region) que podem, por interagdo com
proteinas, tornar o promotor mais acessivel a maquinaria de transcrigdo (Spassova et al.,
2001), o que justificaria os niveis de resisténcia mais altos observados nas plantas
transformadas com construgdes contendo esta regiao.

A funcionalidade de Sw-5 em N. benthamiana, indica que as vias de sinalizagao
e os mecanismos de defesa ativados pela proteina de resisténcia estdo presentes nesta
planta. Além do tomateiro, planta da qual o gene foi clonado, esta ¢ a terceira espécie na
qual se demonstra a conservagdo das vias de defesa ativadas por Sw-5. As outras duas
espécies nas quais Sw-5 foi funcional, tabaco e berinjela (Brommonschenkel et al.,
1998; Picoli, 2000; Spassova et al., 2001), também pertencem a familia Solanaceae.
Esta conservag@o pode ser restrita a esta familia, uma vez que plantas de alface (familia
Asteraceae) transformadas com este gene sdo suscetiveis a tospovirus (Karasawa, 2001;
Yamazaki, 2001). A conservacdo das vias de defesa dentro da familia Solanaceae esta
bem demonstrada para outros genes de resisténcia, os quais foram transferidos para
outras espécies por meio de transformacdo estavel: gene N de tabaco para tomate
(Whitham et al., 1996), Pto de tomate para N. benthamiana e tabaco (Rommens et al.,
1995; Thilmony et al., 1995), Cf-9 de tomate para tabaco e batata (Hammond-Kosack et
al., 1998) e Bs2 de pimentdo para tomate (Tai et al., 1999). Técnicas de expressdo
transiente que sdo mais rapidas e, portanto, facilitam a andlise em um maior nimero de
plantas, demonstraram que os genes Bs2 de pimentdo e Cf~4 ¢ Cf-9 de tomateiro sdo
capazes de induzir resposta de hipersensibilidade em diversas solanaceas (Tai et al.,
1999; Van der Hoorn et al., 2000).

A conservagdo dos componentes das vias de defesa ativadas por um gene de
resisténcia, permite supor que existam homologos deste gene em diferentes espécies de
plantas, mesmo que, por meio de modificagdes ao longo da evolucdo, estes tenham
adquirido outras especificidades e sejam incapazes de ativar o processo de defesa para
um mesmo patdgeno. A presenga de homodlogos dentro da familia Solanaceae (tomate,
tabaco, batata e berinjela) foi demonstrada para o gene Bs2 (da mesma classe que Sw-5),
originario da pimenta (Capsicum chacoense) e capaz de desencadear HR nestas espécies
(Tai et al., 1999). A presenca de homologos de Sw-5 foi demonstrada em Capsicum spp.
(Jahn et al., 2000); no entanto, estes ndo conferem resisténcia a tospovirus. A analise da
evolucdo de genes de resisténcia dentro da familia Solanaceae, mostra que a

especificidade de reconhecimento do patéogeno pode estar evoluindo rapidamente,
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enquanto mantém-se conservada a capacidade de disparar as respostas de defesa. Esta
hipotese ¢ baseada na observacdo de que genes homologos, ocupando a mesma posi¢do
no genoma, podem conferir resisténcia a patogenos diferentes (Grube et al., 2000). Em
diferentes espécies de tomateiro, genes homodlogos podem ser amplificados por meio de
PCR com oligonucleotideos baseados na seqiiéncia de Sw-5 (Lima, 2001). Utilizando-se
oligonucleotideos que pareiam na regido 5°de Sw-5, observa-se a amplificacdo de
fragmentos de tamanho esperado em tabaco, N. benthamiana, berinjela e batata (dados
ndo-mostrados). No entanto, a exce¢ao de batata, cuja quantidade de produto
amplificado ¢ similar ao de tomateiro, para as demais espécies a amplificagdo ¢ bem
mais fraca, supostamente porque o pareamento dos oligonucleotideos nao ¢ tdo eficiente
devido a divergéncias nas seqiiéncias. A amplificagdo observada em batata pode ser
explicada pela estreita relacdo desta espécie com o tomateiro, a qual ¢ evidenciada pela
sintenia de muitos genes de resisténcia (Pan et al., 2000).

A comparacdo entre o espectro da resisténcia conferida por Sw-5 em
N. benthamiana com o observado em tomate, berinjela e tabaco, indica haver uma
equivaléncia nestes sistemas. O isolado V1-3, causador de necrose sistémica em
N. benthamiana, induz necrose sistémica em tomateiro heterozigoto para o gene Sw-35 e
também causa infeccdo sist€émica em tabaco transgénico. Além disso, as lesdes
observadas nas folhas inoculadas com V1-3, que se distinguem da HR bem definida
observada para os outros isolados, podem ser comparadas as lesdes necroticas com
anéis concéntricos observadas em berinjela (Lima et al., 2000). Assim, os resultado em
sistemas heter6logos sugerem haver um deslocamento da resisténcia para niveis mais
baixos, em que a tendéncia de um isolado em quebrar a resisténcia conferida por Sw-5
torna-se mais pronunciada. Conforme discutido anteriormente, um dos fatores que pode
afetar a resisténcia ¢ o nivel de expressao do transgene, em que contribuem a posi¢ao de
inser¢do deste no genoma ¢ os elementos cis-regulatorios. O aumento da resisténcia,
verificado em uma progénie de tabaco com duas inser¢des de Sw-5 sob controle do
promotor 35S, reforca a hipdtese da relacdo entre nivel de expressdo e resisténcia
(Yamazaki, 2001). Ainda quanto ao hospedeiro, a menor funcionalidade da proteina em
sistema heterdlogo e respostas de defesa menos eficientes devem ser consideradas. Por
outro lado, considerando-se o patégeno, € possivel que este consiga infectar mais
rapidamente determinados hospedeiros. Se assim for, mesmo que as respostas de defesa
ativadas em todos os hospedeiros ocorressem ao mesmo tempo € com a mesma

intensidade, aqueles em que a infec¢do ocorresse de forma mais rapida poderiam ser
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incapazes de conter o patdogeno no sitio de infeccdo, resultando em necrose sistémica na
planta pela ativagdo de HR nos tecidos onde o virus se propaga.

Estudos realizados em tabaco (Lau, 2001; Oliveira et al., 2001; Yamazaki,
2001), em que plantas transformadas foram completamente suscetiveis a determinados
isolados de tospovirus, ndo sendo observada HR, reforcam a hipdtese de que podem
existir deficiéncias na funcionalidade da proteina Sw-5 em sistemas heterdlogos. Esses
resultados podem ser explicados pela menor eficacia da interacdo da proteina Sw-5 com
os demais componentes das vias de transducao de sinais, que ativam as respostas de
defesa nesses sistemas. Esta hipotese é corroborada pela observacao de que para alguns
genes de resisténcia, dependendo da planta em que sdo expressos, diferentes
quantidades da molécula elicitora sdo necessarias para o desencadeamento de HR. O
gene Cf-9, por exemplo, é capaz de desencadear HR em Brassica napus, mas somente
se quantidades do peptideo elicitor Avr9, muito superiores as utilizadas em tomate (de
onde o gene ¢ originario), forem infiltradas nos tecidos (Hennin et al., 2001).

Em resumo, os resultados obtidos para Nicotiana benthamiana transformada
com o gene Sw-3, indicam que a ORF deste gene contém toda informagao necessaria
para codificar uma proteina capaz de desencadear o processo de defesa a tospovirus.
Além disso, N. benthamiana, assim como outros membros da familia Solanaceae,
contém os componentes das vias de transdugdo de sinais e elementos de resposta de
defesa a tospovirus ativados pela proteina Sw-5. A comparacdo do espectro da
resisténcia observado em N. benthamiana com o observado para outras solandceas,
corrobora a hipotese de que polimorfismo genético nos componentes das vias de
transducdo de sinais pode resultar em diferentes niveis de resisténcia, mesmo no caso de

genes de efeito principal.
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RESUMO

O género Tospovirus € o Unico da familia Bunyaviridae que contém espécies
capazes de infectar plantas. Os membros deste género apresentam envelope lipidico no
interior do qual, além da polimerase viral, encontram-se trés diferentes RNAs (L, M e
S) envoltos por um nucleocapsideo. O RNA L contém uma tunica ORF cujo produto ¢ a
polimerase viral. O RNA M codifica a proteina NSm (responsavel pelo movimento do
virus na planta) e as glicoproteinas G1/G2 (constituintes do envelope viral). O RNA S ¢
responsavel pela producdo da proteina nao-estrutural NSs (supressora de silenciamento
génico) e da proteina N (nucleocapsideo). O gene Sw-5, originario do tomateiro, confere
resisténcia a tospovirus em varias espécies da familia Solanaceae. Quando inoculadas
com tospovirus, plantas expressando este gene exibem reagdes necrdticas no sitio de
infeccdo ¢ impedem a infecgdo sistémica do virus. A proteina codificada por Sw-5
apresenta os dominios NBS (nucleotide binding site) e LRR (leucine rich repeats). O
fendtipo da resisténcia e a estrutura da proteina Sw-5, sugerem que a resisténcia
depende do reconhecimento do patogeno e desencadeamento de respostas de defesa. O
elicitor que desencadeia esta resposta ¢ desconhecido. Neste trabalho, trés genes de
tospovirus (N, NSm e NSs) foram expressos em plantas de N. benthamiana
transformadas e nao-transformadas com Sw-3, por meio do vetor viral PVX. Os genes
foram expressos isoladamente ou em combinac¢des (infec¢des mistas). Nao houve
diferengas nos sintomas observados em plantas com e sem Sw-35. Os clones de PVX::N e
PVX::NSm, inoculados separadamente ou em infec¢des mistas, causaram sintomas
similares aos de PVX selvagem. O clone PVX::NSs causou necrose dos tecidos, sendo
esta mais severa quando o clone foi inoculado isoladamente. Necrose semelhante foi
observada em infec¢des mistas entre PVX selvagem e tospovirus. PVX::NSs também
causou sintomas severos em outras espécies da familia Solanaceae, no entanto, sua
capacidade de causar infec¢do sistémica nas plantas avaliadas ndo diferiu do PVX

selvagem.
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Palavras-chave: resposta de hipersensibilidade, gene de aviruléncia, silenciamento
génico.

INTRODUCAO

O género Tospovirus ¢ o tnico membro da familia Bunyaviridae que contém
espécies capazes de infectar plantas (German et al., 1992). A expansdo geografica da
distribuicdo dos tospovirus e o aumento do numero de espécies descritas neste género,
indicam que sua histdria evolutiva ¢ recente e, provavelmente, originado de um virus
animal que adquiriu a capacidade de infectar plantas (Goldbach e Peters, 1994). Esta
adaptacdo pode ter relagdo com a aquisicdo do gene que codifica para a proteina
responsavel pela movimentacdo do virus na planta (Goldbach e Peters, 1994; Van
Poelwijck et al., 1996). Estes virus infectam ampla gama de hospedeiros em regides
tropicais, subtropicais e temperadas (German et al., 1992; Peters et al., 1996), sendo
transmitidos por diferentes espécies de tripes (familia Thripinae) (German et al., 1992;
Peters et al., 1996).

Os tospovirus apresentam particulas esféricas ou quase esféricas, com tamanho
variando entre 80 e 120 nm. As particulas sdo envoltas por envelope lipidico contendo
glicoproteinas (German et al., 1992). No interior da particula, além da polimerase viral,
estdo presentes trés RNAs designados pelo seu tamanho relativo: L, M e S. O RNA L
contém uma ORF cujo produto € a polimerase viral (De Haan et al., 1991). O RNA M
contém duas ORFs responsaveis pela producdo da proteina ndo-estrutural NSm e das
glicoproteinas G1/G2 (Kormelink et al., 1992). O RNA S ¢ responsavel pela producao
da proteina nao estrutural NSs e da proteina N (De Haan et al., 1990).

A proteina NSm esta envolvida no movimento célula-a-célula do virus na planta
(Kormelink et al., 1994). As proteinas Gl e G2 estdo envolvidas na formagdo do
envelope viral e na transmissdo do virus por tripes (Kikkert et al., 1999; Resende et al.,
1991). A proteina N ¢ responsavel pela encapsidacdo dos RNAs virais e regulagdo do
ciclo viral, alternando as fases de replicacdo e transcricao (Van Poelwijk et al., 1996). A
proteina NSs ¢ capaz de suprimir silenciamento génico (Takeda et al., 2002), sendo uma
proteina de contra-resposta que os virus possuem para desativar mecanismos de defesa

das plantas.
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Entre as espécies de tospovirus descritas, Tomato spotted wilt virus (TSWYV),
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) e
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), sdo capazes de infectar diversas espécies
da familia Solanaceae, promovendo a doenga conhecida como “vira-cabeca” (Lopes e
Santos, 1994; Kurozawa e Pavan, 1997; Bezerra et al., 1999, Lima et al., 2002). A
sintomatologia causada por estas espécies de tospovirus € muito variada dependendo do
isolado viral, da planta hospedeira, da idade da planta e das condi¢des climaticas
(German et al., 1992; Lopes e Santos, 1994; Pozzer et al., 1996). De modo geral, os
sintomas foliares se iniciam com a formacdo de lesdes clorodticas e, ou, necroticas,
muitas vezes em anéis concéntricos. Nos pontos de infeccdo sistémica, pode-se observar
clorose e necrose das nervuras. Nas hastes, os sintomas costumam ser severos, com
necrose que pode levar a morte da planta. Algumas espécies de tospovirus produzem
sintomas mais severos. Por exemplo, CSNV induz predominantemente necrose em
diversos tecidos (Bezerra et al., 1999; Lau, 2001).

Os sintomas observados em plantas infectadas sdo resultados da interferéncia em
processos celulares. O acumulo generalizado de proteinas virais pode comprometer o
funcionamento normal da célula e afetar a fisiologia de tecidos e 6rgaos. Os sintomas
podem também ser reflexo da agdo de proteinas especificas. Por exemplo, a expressao
isolada de proteinas de movimento de virus é capaz de causar desequilibrios fisiologicos
mesmo na auséncia das demais proteinas virais (Olesinski et al., 1995). Recentemente,
tem sido demonstrado que um grupo de proteinas virais que apresentam em comum a
capacidade de suprimir o silenciamento génico, sdo importantes fatores de
patogenicidade, alterando os sintomas dos virus que as expressam (Brigneti et al.,
1998).

Os determinantes virais responsaveis pelos sintomas induzidos por tospovirus
ndo sdo conhecidos. Estes virus promovem uma série de alteragdes no citoplasma das
células devido ao acumulo de suas proteinas e utilizagcdo das organelas citoplasmaticas,
principalmente Golgi e reticulo endoplasmatico. A proteina N acumula-se normalmente
na forma de agregados ou em estruturas difusas, denominadas viroplasmas. A proteina
NSs esta presente em inclusdes citoplasmaticas constituidas por estruturas fibrilares
(Pozzer et al., 1996; Lawson et al., 1996). A proteina NSm encontra-se associada a
agregados de nucleocapsideo ou formando tibulos através dos plasmodesmas
(Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995). Provavelmente, NSm executa ou auxilia o

movimento de nucleocapsideos através dos plasmodesmas (Kormelink et al., 1994;
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Storms et al., 1995), podendo, para isso, recrutar a maquinaria de transporte celular
(Soellick et al., 2000). A expressao da proteina NSm pode causar alteracdes fisiologicas,
0 que ¢ constatado pela redu¢do do crescimento em plantas transformadas com esta
proteina (Van Poelwijk et al., 1996). As glicoproteinas, G1 e G2, estdo associadas ao
sistema de endomembranas da célula (reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi),
sendo necessarias a formacao das particulas envelopadas (Kikkert et al., 1999). Na
auséncia destas proteinas, apenas agregados de nucleocapsideos podem ser observados
no citoplasma das células infectadas, sendo possivel que estas alteragdes no ciclo viral
tenham relacdo com os sintomas severos observados em mutantes morfologico-
defectivos (Resende et al., 1991). A proteina NSs pode estar relacionada a severidade
dos sintomas causados por tospovirus, uma vez que isolados mais agressivos acumulam
maior quantidade desta proteina no citoplasma da planta hospedeira (Kormelink et al.,
1991).

Muitos sintomas necroticos locais e sistémicos produzidos por virus, tém sua
origem na relagdo especifica entre proteinas virais e proteinas da planta, as quais
desencadeiam respostas de defesa contra os virus (Culver et al., 1991). A necrose
localizada no sitio de infeccdo, muitas vezes denominada de resposta de
hipersensibilidade (HR), corresponde a um conjunto de células em que a morte celular
programada foi ativada. Muitas vezes, os mecanismos de defesa ativados durante este
processo ndo sdo suficientes para a contencdo do patodgeno, resultando em infecgdo
generalizada dos tecidos da planta conhecida como necrose sist€émica (Weintraub et al.,
1963). A especificidade do desencadeamento da resposta de hipersensibilidade foi
demonstrada, inicialmente, por estudos genéticos. Segundo a teoria gene-a-gene, para
cada gene de aviruléncia do patdégeno existe um gene de resisténcia correspondente na
planta (Flor, 1971). As proteinas codificadas pelos genes de resisténcia apresentam
estrutura relacionada as fungdes de reconhecimento e ativacdo das respostas de defesa
(Hammond-Kosack e Jones, 1997; Martin et al., 2003). Contrariamente, os genes de
aviruléncia correspondem a um entre os genes do patdogeno, cuja proteina, quando
expressa em planta, desencadeia a resposta de hipersensibilidade, ndo havendo,
portanto, qualquer conservacdo estrutural entre as proteinas codificadas. Em tese,
qualquer gene do patdégeno pode vir a ser um gene de aviruléncia como demonstrado
para os tobamovirus (Culver et al., 1991; Berzal-Herranz et al., 1995; De La Cruz et al.,
1997; Weber et al., 1993; Weber e Pfitzner, 1998; Padgett et al., 1997; Abbink et al.,
1998; Erickson et al., 1999).
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O gene Sw-5 confere resisténcia a tospovirus em diversos membros da familia
Solanaceae. Plantas com Sw-5 produzem reagdes locais necroticas quando inoculadas
com tospovirus (Brommonschenkel et al., 1998; Picoli et al., 1999; Brommonschenkel
et al., 2000; Capitulo 1), e, assim como ocorre com outros genes de resisténcia em
certas situacoes, as respostas de defesa desencadeadas por Sw-5 s3o insuficientes para
conter a infec¢ao viral, resultando em necrose sistémica dos tecidos (Lau, 2001). O gene
Sw-5 codifica uma proteina de 1.246 aminoacidos contendo dominios NBS (nucleotide
binding site) e LRR (leucine rich repeats) (Brommonschenkel et al., 2000), semelhante,
portanto, a outras proteinas envolvidas na resposta de resisténcia a fitopatdgenos
(Martin et al., 2003). O fenotipo da resisténcia e a estrutura da proteina Sw-5, sugerem
que esta atue reconhecendo algum componente viral e desencadeando respostas ativas
de defesa (reacdo de hipersensibilidade). No entanto, ndo se conhece que elemento dos
tospovirus leva a proteina Sw-5 a desencadear este processo. A fim de identificar este
elemento, trés genes de tospovirus (N, NSm e NSs) foram transferidos para o vetor viral
PVX e expressos em plantas de Nicotiana benthamiana transformadas com Sw-35. Os
sintomas, produzidos pelos clones de PVX contendo estes genes, foram semelhantes em
plantas com ou sem Sw-3, ndo havendo qualquer tipo de restricdo a infec¢do sistémica
dos mesmos. Independentemente da presenca de Sw-5, clones com o gene NSs
induziram severa necrose em plantas de N. benthamiana bem como em outras

solanaceas.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal, isolados e inoculacio de tospovirus

A expressao transitoria dos genes de tospovirus foi conduzida em plantas de
Nicotiana benthamiana da linhagem B5-5, que contém o gene Sw-5 em homozigose
(Capitulo 1), e em plantas nao-transformadas da mesma espécie.

Os isolados de tospovirus V1-3 (TCSV), Cb e AL (GRSV), utilizados neste
trabalho, sdo originarios do Brasil e fazem parte da colecdo do Laboratério de Genética
da Interagdo-Planta Patégeno (BIOAGRO/UFV), sendo sua identificagdo baseada no
sequenciamento do gene N (nucleocapsideo). O niimero de acesso da seqiiéncia do
nucleocapsideo dos isolados ¢ dado a seguir: V1-3 (AF282982), Cb (AF251271) e AL

(AF513219). A reacdo a estes isolados em plantas expressando o gene Sw-5 foi descrita
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por Lau (2001) e no Capitulo 1 desta dissertagcdo. Os isolados foram inoculados via
extrato vegetal tamponado. O indculo original, mantido a —80°C, foi previamente
multiplicado em N. fabacum ‘Havana 425°. Folhas infectadas foram maceradas em
tampdo fosfato de potassio 0,IM, pH 7,0, contendo sulfito de sodio 0,01M e
carborundum 600 mesh. O extrato foi esfregado sobre as folhas de N. benthamiana com

auxilio de gaze.

Clonagem dos genes N, NSm e NSs de tospovirus no vetor pGR106

Os genes N, NSm e NSs, do isolado AL de tospovirus, foram amplificados via
RT-PCR. Inicialmente, RNA obtido a partir de particulas virais (Lane, 1992) ou RNA
total (RNeasy, Qiagen) foram extraidos de plantas de N. tabacum “Havana 425” com
infec¢do sist€émica. A integridade, pureza e concentragdo do RNA purificado, foram
determinadas por meio de -eletroforese em gel desnaturante contendo 4cido
3-[N-morfolina]Jpropano-sulfonico (MOPS) 20 mM, acetato de sodio 5 mM, EDTA
1 mM, pH 7,0, agarose 1,2% (p/v), brometo de etideo a 100 mg/l e formaldeido
221,4 mM.

O RNA total e o RNA viral purificado foram utilizados para a sintese do cDNA
por meio de transcri¢do reversa (Sambrook et al., 1989). Os oligonucleotideos utilizados
nesta etapa do trabalho, bem como na reagdo de PCR subseqiiente, estdo listados na
Tabela 1. O gene N foi amplificado com os oligonucleotideos NGRSVR (utilizado para
sintese de cDNA) e NGRSVF. O gene NSm foi amplificado utilizando-se os
oligonucleotideos NSMGRR (utilizado para sintese de cDNA) e NSMGRF. Para o gene
NSs, utilizou-se o oligonucleotideo BR60 para sintese de cDNA e o par NSSFP/NSSR
na rea¢do de PCR. Para a reacdo de transcrigdo reversa, foi utilizado o kit “SuperScript
First Strand Synthesis” (Invitrogen).

A reagdo de PCR foi executada em volume de 50 pl, contendo 2 a 3ul de cDNA,
10 pl do tampdo de reacdo 5X (Tampao B), 4 pl da mistura de deoxinucleotideos
(0,01 M), 1 pl de cada oligonucleotideo iniciador (10 uM), 1 ul da enzima Elongase
(Gibco-BRL) (2 a 5 unidades) e dgua destilada estéril suficiente para o volume final de
50 pl. Apds desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min, a amplificacdo constituiu de
35 ciclos de desnaturagdo por 30 s a 94°C, anelamento por 1 min a 50°C e extensdo por

2 min a 68°C. Apo6s os 35 ciclos foi realizada uma extensdo final a 68°C por 5 min. O
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produto da reacdo foi visualizado sob luz ultravioleta, apds corrida eletroforética a 90V,

por duas horas, em gel de agarose 1% em TAE 1X contendo brometo de etideo.

Tabela 1 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados na amplificacdo dos genes N,
NSm e NSs de tospovirus.

Oligonucleotideo Seqiiéncia

NSMGRF* 5’-CTG TTG GAT CCA ACA TGT TGA CAC TTT TCG GCA GC-3’
NSMGRR* 5’-GTA CTG CAG AGC TCT ATT ATA TTT CGT CCA CAA ACG-3’
NGRSVF* 5’-GAT CTA AGG ATC CAC CAT GTC TAA GGT CAA GCT C-3°
NGRSVR* 5’-CCC TGC AGA GCT CTC ATG CAA CAC CAG CAATCT TG-3’
BR60** 5’-CAT GGA TCC TGC AGA GCA ATT GTG TCA-3

NSSR 5’-GCT GCA GTT TTA TTC TAG ATC ATA GCT GG-3’

NSSFP 5’-GAG CAC TGC AGC CAC AAT GTC ATC AGG TG-3’

* - seqiiéncia dos oligonucleotideos determinada a partir da seqiiéncia fornecida pelo
prof. Renato de Oliveira Resende, UnB, Brasilia.
** _ seqii€ncia dos oligonucleotideos conforme Eiras (1997).

Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor pGEM-T (Promega), de
acordo com as recomendac¢des do fabricante. Uma aliquota de 2 pl da reacdo de ligagao
foi utilizada para transformar E. coli estirpe DH5a (Sambrook et al., 1989). As células
transformadas foram incubadas em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB)
com ampicilina (150 pg/ml), IPTG (1mM) e X-GAL (40 pg/ml), a 37°C por 12 h.
Colonias contendo plasmideos recombinantes foram identificadas pela coloragdo branca
e transferidas para tubos contendo 3 ml de meio LB com ampicilina (150 pg/ml). As
colonias foram incubadas a 37°C por 12 h, sob agitagdo constante (250 rpm). O DNA
plasmidial foi isolado a partir dessas culturas, pelo método da lise alcalina (Sambrook et
al., 1989). Os plasmideos foram clivados com as enzimas de restri¢do apropriadas para
verificar a presenca dos fragmentos clonados.

Os genes N, NSm e NSs do isolado AL, bem como os genes N ¢ NSm dos
isolados V1-3 e Cb, previamente clonados, (Lau, 2001), foram transferidos para o vetor
pGR106 (cDNA do PVX clonado em vetor binario) (http:/ www.
Jic.bbsrc.ac.uk/Sainsbury-Lab/ david-baulcombe/Services/vigsprotocol.htm). Os genes

foram liberados com a enzima Not I, que flanqueia ambos os lados do sitio de clonagem
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de pGEM-T, e ligados ao vetor pGR106 clivado com a mesma enzima (Figura 1). Os
plasmideos recombinantes foram transferidos por eletroporacao para a estirpe GV3101
de Agrobacterium tumefaciens. A identificacdo das colonias recombinantes foi realizada
por PCR diretamente das colonias utilizando um par de oligonucleotideos que
pareiam proximo ao sitio multiplo de clonagem do vetor pGR106 PVX-F
(5’-AATCAATCACAGTGTTGGCTTGC-3’) e PVX-R (5’-AGTTGACCCTATGGGC
TGTGTTG-3’) (Torto et al.,, 2003). A determinacdo da orientagdo dos insertos foi

realizada por meio de clivagem com enzimas especificas.

Teop

~900pb NSm

~1400pb NSs

Cla M =4l RB

EQ & nos

pGR106

Figura 1 — Representagdo diagramatica do vetor pGR106. LB — borda esquerda.
35S — promotor do RNA 35S do CaMV. Em hachuras, cDNA do PVX
(RdRp - RNA polimerase-RNA dependente; 25, 12, 8 - Triple Gene Block;
CP — capa protéica). NOS — terminador do gene nos. RB — borda direita.

Inoculacio das plantas com os clones recombinantes de Agrobacterium tumefaciens

As inoculagdes dos clones de A. tumefaciens contendo o vetor viral PVX e genes
de tospovirus, foram realizadas pelo “método do palito”. Os clones da agrobactéria
repicados em placas de Petri contendo meio LB, e os antibidticos canamicina
(50 pg/ml) e tetraciclina (Spug/ml) foram mantidos a 28°C. Colonias bem desenvolvidas,
obtidas apds dois a trés dias de incubagao, foram introduzidas no peciolo e ao longo da
nervura principal das folhas inferiores com auxilio de um palito. Trés plantas de cada
genotipo (transformadas e ndo-transformadas) foram inoculadas com cada clone ou

combinagdes destes. As plantas foram mantidas em condi¢des de casa de vegetacdo e
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avaliadas quanto ao desenvolvimento de sintomas locais e sistémicos até, 30 dias apos a

inoculagao.

Confirmacao da expressdo transitéoria dos genes de tospovirus em Nicotiana
benthamiana

A comprovacdo da expressdo dos genes N, NSm e NSs de tospovirus, foi feita
por meio de RT-PCR. O RNA total extraido de folhas exibindo sintomas de infeccdo
sistémica foi utilizado na sintese de cDNA, utilizando-se o oligonucleotideo PVX-R
(Torto et al., 2003). A PCR foi conduzida conforme descrito anteriormente, utilizando-

se o par de oligonucleotideos PVX-R ¢ PVX-F.

Confirmacao da expressiao transitoria da proteina N de tospovirus em Nicotiana
benthamiana

A expressdo da proteina do nucleocapsideo de tospovirus em Nicotiana
benthamiana, pelos clones recombinantes de PVX, foi verificada por meio de DAS-
ELISA (Clark e Adams, 1977). Como controles positivos foram utilizadas plantas
infectadas com os isolados dos quais os genes foram isolados. Os anti-soros e
conjugados para trés espécies de tospovirus (TSWV, TCSV e GRSV) foram cedidos
pelo Dr. Antonio Carlos de Avila (Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF). Os anti-soros
foram diluidos em 1:1000 (v/v) em tampao de revestimento (Na,CO3 1,59 g/l, NaHCO;
2,93 g/l, NaN; 0,2 g/l, pH 9,6) e 100 pl dos anti-soros diluidos foram adicionados as
cavidades de placas de poliestireno. Apds incubagdo por 12 h a 4°C, as placas foram
lavadas com tampdo PBST (NaCl 8 g/l, K,HPO4 1,15 g/l, KH,PO4 0,2 g/l, KCL
0,2 g/1, NaN3 0,2 g/l, Tween 20 0,5 g/l, pH 7,4). Amostras de folhas de N. benthamiana
apresentando sintomas de infec¢do viral, foram trituradas na presenc¢a de tampao de
extracao (Na,SOs 1,3 g/l, NaN3 0,2 g, PVP 20 g/, ovo-albumina 2 g/I, Tween-20 20 g/1,
pH 7,4, em 1.000 ml de tampao PBST), na proporc¢do 1:5 (p/v) e 100 pl de cada amostra
foram adicionados as cavidades da placa. Os controles positivos para as trés espécies e
controles negativos (extrato de planta sadia e planta infectada com PVX selvagem),
também foram acrescentados as placas. Apos incubacdo por 12 h a 4°C, as placas foram
lavadas em tampao PBST. Os conjugados, previamente diluidos em tampao ECI (PVP
20 g/1, albumina de soro bovino 2 g/l, NaN3 0,2 g, em 1.000 ml de tampao PBST)
(1:1.000), foram adicionados as placas (100 ul/ cavidade), seguindo-se incubagdo por

duas horas a temperatura ambiente. Apos novo ciclo de lavagens, foram adicionados
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100 pl do substrato p-nitrofenilfosfato (1 mg/ml em tampao dietanolamina 97 ml/l,
MgCly, 0,1 g/1, NaN; 0,2 g/1, pH 9,8). O substrato foi incubado por 30 minutos a 37°C.
Apbs a reacdo enzimatica, a intensidade da coloragdo foi medida em espectrofotdometro

no comprimento de onda de 405 nm.

Gama de hospedeiros de PVX::NSs

A gama de hospedeiros do PVX recombinante com o gene NSs do isolado AL de
tospovirus, foi determinada inoculando-se plantas de Gomphrena globosa,
Chenopodium quinoa, Lycopersicon esculentum ‘Rutgers’, Capsicum annuum ‘lkeda’,
Nicotiana clevelandii, N. glutinosa, N. benthamiana, N. tabacum ‘Havana 425’ e
N. tabacum ‘Samsun’. Como controle, para fins de comparagdo, foram inoculadas
plantas com PVX recombinante contendo o gene NSs na orientacdo anti-senso. Trés
plantas de cada espécie e para cada construcdo foram inoculadas via extrato vegetal
tamponado (como descrito para tospovirus). Folhas de N. benthamiana expressando
sintomas sist€émicos de infec¢do viral foram a fonte do indculo. Todas as plantas
inoculadas foram mantidas em condic¢do de casa-de-vegetagdo e os sintomas observados

diariamente até 20 dias apds a inoculagao.

Seqiienciamento dos genes N, NSm e NSs e analise comparativa do gene NSs do
isolado AL

As seqiiéncias de nucleotideos dos genes N e NSm dos isolados V1-3 e Cb,
foram determinadas previamente por Lau (2001). As seqiiéncias de nucleotideos dos
genes N, NSm e NSs do isolado AL foram determinadas em seqiienciador automatico
Perkin-Elmer modelo ABI 3100, utilizando-se o kit “Big Dye v.3.0” (Amersham). As
seqiiéncias foram comparadas com as depositadas no GenBank e EMBL, utilizando-se
os programas BLAST# e T-BLASTx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/). A montagem
da ORF do gene NSs foi realizada utilizando o programa DNAMAN 4.0 (Lynnon
Biosoft). O alinhamento multiplo das seqiiéncias foi realizado no programa ClustalW
versdo 1.82. A arvore foi construida por analise de cluster empregando o método

UPGMA (Sneath e Sokal, 1973).
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RESULTADOS

Efeito da expressao isolada de genes de tospovirus em Nicotiana benthamiana

Independentemente da presenga de Sw-5, o vetor viral PVX induziu em
N. benthamiana sintomas de mosaico e leve deformacdo foliar nas folhas apicais
(Figura 2A, B). Os genes N e NSm dos trés isolados de tospovirus analisados (V1-3, Cb,
AL), quando expressos isoladamente, ndo induziram alteragdes nos sintomas
promovidos pelo PVX. A infec¢do mista por clones com cada um destes genes também
ndo alterou os sintomas (Tabela 2). Apenas o gene NSs foi capaz de alterar os sintomas
do PVX selvagem. Os sintomas provocados por este virus recombinante foram severos
e de natureza necrdtica (Tabela 2; Figura 2C, D). Nas infecg0es mistas, em que o clone
contendo NSs foi co-inoculado em combinag¢des com outros clones, os sintomas foram
mais brandos.

Sintomas mais severos, também necroticos, foram observados quando da
inoculagdo conjunta de tospovirus e PVX selvagem. Estes sintomas sdo diferentes dos
observados quando cada virus foi inoculado separadamente, e semelhantes ao verificado
para o PVX recombinante com a proteina NSs (Figura 3).

Os sintomas observados em N. benthamiana transformada com Sw-5, foram
similares aos observados em plantas ndo transformadas tanto quando da expressdo
isolada dos genes de tospovirus, quanto nas infec¢cdes mistas com os clones expressando
os diferentes genes. Sintomas diferentes entre estas plantas s6 foram constatados
quando da inoculagdo com o isolado de tospovirus do qual os genes foram isolados.
Nesta situacao, a resposta de hipersensibilidade (para os isolados Cb e AL) ou a necrose
sistémica (para o isolado V1-3) foi evidente em plantas contendo Sw-35, enquanto que as
plantas ndo transformadas exibiram reacdes locais clordticas e sintomas sistémicos
também de natureza clorética (Tabela 2).

Os transcritos correspondentes aos genes de tospovirus foram, detectados nos
tecidos de N. benthamiana que apresentavam sintomas de infeccdo sistémica pelos
clones recombinantes de PVX. Por meio de RT-PCR, foi possivel amplificar fragmentos
de tamanho correspondente aos genes N, NSm e NSs. Estes foram detectados tanto em
plantas transformadas com Sw-5 (Figura 4A) quanto em plantas ndo transformadas
(Figura 4B). Nao houve restricdo a presenca de nenhum clone. Apenas nas infecg¢des

triplas (envolvendo os genes N, NSm e NSs) houve dificuldade na amplificacdo do gene
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NSs. Este, contudo, pode ser detectado pelo uso de oligonucleotideos especificos para a

seqiiéncia deste gene (dados nao-mostrados).

Figura 2 — Sintomas observados em plantas de Nicotina benthamiana inoculadas com
clones de PVX. A) Mosaico em folhas apicais de planta inoculada com PVX
selvagem (ndo-recombinante). B) Mosaico em brotagdes laterais da planta
inoculada com PVX selvagem. C) Necrose induzida em folhas apicais de
planta inoculada com PVX recombinante com o gene NSs. D) Necrose em
brotacoes laterais de planta inoculada com PVX recombinante com o gene
NSs.

33



Figura 3 — Sintomas observados em plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com
tospovirus e PVX. A) Mosaico em folhas apicais de planta inoculada com
PVX selvagem. B) Clorose e deformacao foliar em folhas apicais de planta
inoculada com tospovirus. C) Necrose induzida em folhas apicais de planta
inoculada com PV X selvagem e tospovirus.

Tabela 2 — Sintomas observados em plantas de Nicotiana benthaminana inoculadas com
tospovirus ou com o vetor viral PVX, contendo diferentes genes de

tospovirus.
Planta
Virus Genes de tospovirus B B5-5
(ndo-transformada) (Sw-5/Sw-5)
PVX — Mos* Mos
PVX N (V1-3) Mos Mos
PVX Nsm (V1-3) Mos Mos
TCSV (V1-3) Lc/Ve, Df Ln, Lc¢/Ns
PVX N (Cb) Mos Mos
PVX NSm (Cb) Mos Mos
GRSV (Cb) Lc/Ve, Df HR/-
PVX N (AL) Mos Mos
PVX NSm (AL) Mos Mos
PVX NSs (AL) Ns Ns
PVX N+NSm (AL) Mos Mos
PVX N+NSs (AL) Ns Ns
PVX NSm+NSs (AL) Ns Ns
PVX N+NSm+NSs (AL) Ns Ns
GRSV (AL) Lc/Ve, Df HR/-

* - auséncia de sintomas; Df: deformacgdo foliar; HR: resposta de hipersensibilidade;
Lc: lesoes clorodticas; Ln: lesdes necrodticas; Mos: mosaico; Ns: Necrose sistémica;
Vc: clorose nas nervuras.
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Figura 4 — Detecgdo da presenga dos transcritos correspondentes aos genes de
tospovirus em tecidos de Nicotiana benthamiana, inoculadas com clones
de PVX recombinantes. A presenca dos transcritos foi verificada por meio
de RT-PCR a partir de RNA total utilizando-se os oligonucleotideos
PVX-F e PVX-R. A) Plantas ndo- transformadas. B) Plantas
transformadas com Sw-35. Designagdes acima de cada linha correspondem
aos genes presentes nos respectivos clones recombinantes do vetor viral
PVX, utilizados nas inoculagdes. PVX — Planta inoculada com PVX ndo-
recombinante; Kb — Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder.
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Confirmacao da expressiao transitoria da proteina N de tospovirus em Nicotiana
benthamiana

A presenga da proteina N de tospovirus em tecidos de N. benthamiana
infectados por clones recombinantes de PVX contendo o gene N, foi demonstrada por
DAS-ELISA utilizando-se anti-soros especificos para as espécies TSWV, TCSV e
GRSV. A especificidade de reacdo dos anti-soros para as proteinas recombinantes foi
semelhante a observada para os isolados de tospovirus dos quais o gene foi isolado,
indicando que o gene de tospovirus estava sendo adequadamente transcrito por PVX e
traduzido pela célula vegetal (Tabela 3). Os isolados Cb e AL (ambos identificados
como GRSV) reagiram com dois anti-soros (para GRSV e TCSV), o que pode ser
devido a reagdio cruzada, ja que estas duas espécies sdo relacionadas (De Avila et al.,

1993).

Tabela 3 — Deteccao por meio de DAS-ELISA da proteina N de tospovirus em tecidos
de Nicotiana benthamiana, infectados com clones recombinantes de PVX
contendo o gene N de trés isolados de tospovirus.

Isolado Anti-soro

TSWV TCSV GRSV

PVX 0,186* 0,180 0,163

PVX:N VI-3 0,203 3,236 0,325

PVX:N CB 0,215 0,377 0,836

PVX:N_AL 0,220 0,337 0,693

Sadia 0,194 0,174 0,164

V1-3 0,252 3,362 0,318

Cb 0,232 0,885 0,939

AL 0,215 0,579 0,848

* Absorbancia a 405 nm.

Gama de hospedeiros de PVX::NSs

Os clones de PVX recombinantes contendo o gene NSs de tospovirus,
apresentaram capacidade semelhante de causar infeccdo sistémica nas plantas
inoculadas. Contudo, o clone senso causou, em algumas solanaceas, sintomas locais e

sistémicos mais severos que os causados pelo clone anti-senso, sendo estes de natureza
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necrotica (Tabela 4). Em Gomphrena globosa e Chenopodium quinoa, ambos os clones
causaram apenas lesdes locais. Nas duas cultivares de N. fabacum, os sintomas causados
por ambos os clones recombinantes foram semelhantes, com lesdes cloroticas quase
imperceptiveis nas folhas inoculadas e, portanto, distintos dos severos sintomas locais e
sistémicos promovidos por tospovirus. Em Capsicum annuum, os sintomas locais e
sist€émicos, causados por ambos os clones, foram semelhantes e bastante severos.
Conforme verificado previamente para N. benthamiana, os sintomas causados em
N. glutinosa e N. clevelandii pelo clone recombinante senso, foram mais severos em
relacdo aos sintomas causados pelo clone anti-senso. Em N. clevelandii, enquanto o
clone anti-senso causou lesdes locais clordticas e mosaico sistémico (Figura 5A), o
clone senso causou lesdes necréticas locais e sistémicas, bem como deformagdo foliar
(Figura 5B). Em tomate, os sintomas locais causados pelo clone senso assemelharam-se
muito as lesdes necréticas (resposta de hipersensibilidade) formadas em plantas de
SW99-1 (Sw-5/Sw-5) inoculadas com tospovirus (Figura 5C), embora tenha ocorrido
infeccao sisttmica do PVX, o que foi evidenciado pelo mosaico nas folhas nao-

inoculadas (Figura 5D).

Tabela 4 — Gama de hospedeiros de PVX recombinante contendo o gene NSs de

tospovirus.
Hospedeiro PVX::NSs-senso PVX::NSs- anti-senso
Local Sistémico Local Sistémico
Amaranthaceae
Gomphrena globosa LN - LN -
Chenopodiaceae
Chenopodium quinoa LN - LN -
Solanaceae
‘ Lycope’rszcon esculentum LN MOS i MOS
Rutgers
Nicotiana benthamiana LC, LN MOS, LN LC MOS
Nicotiana clevelandii LC,LN MOS, LN LC MOS
Nicotiana glutinosa LC, LN MOS LC MOS
Nicotiana tabacum ‘Havana 425’ LC - LC -
Nicotiana tabacum ‘Samsun’ LC - LC -
Capsicum annuum ‘lkeda’ LC LC,LN,MOS,DF LC LC, LN, MOS, DF

- auséncia de sintomas; LC: lesdo clorotica; LN: lesdo necrética; DF: deformacao foliar;
MOS: mosaico.
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Figura 5 — Sintomas observados em plantas inoculadas com clones recombinantes de
PVX contendo o gene NSs de tospovirus. A) Mosaico em folhas apicais de
Nicotiana clevelandii inoculadas com PVX::NSs anti-senso. B) Necrose,
clorose e deformagdo foliar em folhas apicais de Nicotiana clevelandii
inoculadas com PVX::NSs senso. C) Necrose local em folhas de
Lycopersicon esculentum inoculada com PVX::NSs — senso. D) Mosaico
sistémico nesta mesma planta.

Anadlise da proteina NSs do isolado AL

A proteina NSs do isolado AL (GRSV) apresenta 467 aminodcidos. Os
aminoacidos 1 a 434 incluem o dominio Bunya NS-S 2 (pfam03231.10) de
Bunyavirus. A comparag@o com as seqiiéncias depositadas no GenBank e EMBL revela
sua estreita semelhanga (98,7% de identidade) com o isolado TSWV-B, descrito por
Pang et al. (1993) (Figura 6). O TSWV-B ¢ oriundo do Brasil e suas caracteristicas
bioldgicas e moleculares indicavam, a época em que foi descrito, tratar-se de uma
espécie nova, hoje denominada Groundnut ringspot virus (GRSV) (De Avila et al.,

1993). O alinhamento das proteinas NSs de isolados de GRSV, TSWV e INSV,
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Figura 6 — Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da proteina NSs de isolados de

tospovirus. GRSV _AL (seqiienciado neste trabalho), GRSV B (descrito
como TSWV-B por Pang et al., 1993), TSWV _L3 (Maiss et al., 1991) e
TSWV D (Qiu et al.,, 1998) e INSV (Impatiens necrotic spot virus - De
Haan et al., 1992).
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evidencia a variagdo presente na regido carboxi-terminal da proteina NSs (aminoacidos
435 a 467) (Figura 6). Apenas parte desta regido € encontrada em Impatiens necrotic
spot virus (INSV - De Haan et al., 1992) e estd ausente nas espécies asiaticas de
tospovirus. Esta proteina apresenta 81,1% de identidade com o TSWYV brasileiro BRO1
(De Haan et al., 1990) e 56,3% com INSV (De Haan et al., 1992), uma espécie de
tospovirus presente no Hemisfério Norte, sendo bastante distinta das proteinas NSs
presente em espécies de tospovirus originadas na Asia (Figura 7A). A construgio de
arvore baseada na identidade geral entre proteinas NSs de varias espécies de tospovirus,
permite a visualizagdo de um grupo que inclui as espécies asiaticas e de um grupo
contendo os tospovirus presentes na América do Sul (GRSV e TSWV) e um tospovirus
do Hemisfério Norte (INSV) (Figura 7B). As analises ndo incluiram as demais espécies

do Brasil (TCSV, CSNV e ZLCV) devido a auséncia de seqiiéncias disponiveis.

40



TSWV
GRSV
INSV
WSMV
PBNV
MYSV
IYSV
PYSV

Figura 7 — Relacionamento entre espécies de tospovirus determinado a partir de
comparagdes da proteina NSs. A - Matriz de identidade de aminoacidos da
proteina NSs de tospovirus. B — Arvore construida com base na identidade
de aminoacidos da proteina NSs de tospovirus. GRSV (Groundnut
ringspot virus - isolado AL seqilienciado neste trabalho), TSWV (Tomato
spotted wilt virus - De Haan et al., 1990), INSV (Impatiens necrotic spot
virus - De Haan et al., 1992), MYSV (Melon yellow spot virus — Kato et
al., 2000), PBNV (Peanut bud necrosis virus -Satyanarayana et al., 1996),
WSMV (Watermelon silver mottle virus - Yeh e Chang, 1996), IYSV (Iris
yellow spot virus - Cortés et al., 1998) e Peanut yellow spot virus (PYSV)

100%
40.8%
18.8%

100%

81.1% 100%

55.8% 56.3% 100%

20.0% 20.5% 21.0% 100%

19.7% 21.0% 20.0% 84.5% 100%

19.8% 18.8% 20.1% 50.3% 50.1%

19.6% 22.3% 22.6% 49.1% 49.3%

15.3% 17.2% 18.2% 21.6% 20.9%
100% 80% 60% 40% 20%

| | | | J

TSWV

GRSV

INSV

WSMV

PBNV |

MYSV

IYSV

PYSV

(Satyanarayana et al., 1998).

41

100%



DISCUSSAO

A expressdo isolada de genes de um dado patdégeno em plantas contendo o
respectivo gene de resisténcia, pode permitir a deteccdo do gene cuja proteina atua
como elicitora das respostas de defesa da planta. Isto pode ser evidenciado pela
visualizagdo da resposta de hipersensibilidade (Tang et al., 1996; Abbink et al., 1998;
Mestre et al., 2000), bem como pela contengdo do organismo recombinante contendo o
gene de aviruléncia (Kamoun et al., 1999; Tobias et al., 1999). Os sintomas causados
em plantas de N. benthamiana transformadas com Sw-5 pelos clones de PVX contendo
os genes N, NSm e NSs de tospovirus, em nada diferiram daqueles observados em
plantas ndo-transformadas, quer seja na infec¢ao isolada de cada um dos clones, como
também nas infecgdes mistas envolvendo combinagdes dos diversos os clones. A
diferenga entre tais plantas s6 foi evidenciada quando da inoculagdo com o isolado de
tospovirus, a partir do qual os genes foram isolados. Neste caso, a resposta de
hipersensibilidade foi evidente em plantas contendo Sw-5. Em plantas com Sw-5 nao
houve restricdo a infeccdo sistémica dos diferentes clones recombinantes de PVX. A
incapacidade destes genes em elicitar a resposta de hipersensibilidade ou ativar
mecanismos de defesa que impedissem a infecgdo do PVX recombinante, indicam que
nenhum destes genes de tospovirus ¢ o gene de aviruléncia da interagdo
Sw-35 — tospovirus. Dois outros genes ainda apresentam-se como potenciais candidatos a
gene de aviruléncia desta intera¢ao: o gene que codifica a polimerase viral (proteina L)
e o gene que codifica as glicoproteinas do envelope (proteinas G1 e G2). Estudos
envolvendo pseudo-recombinantes de tospovirus indicam que a capacidade de uma
estirpe de TSWV em evitar a resisténcia conferida por Sw-5, esta relacionada ao RNA
M (Hoffmann et al., 2001). Como o RNA M contém os genes NSm e GI1/G2, e o
presente trabalho indica que o gene NSm nao codifica a molécula elicitora, ¢ possivel
que G1/G2 seja o gene de aviruléncia de tospovirus.

Os tospovirus induzem diversos sintomas em seus hospedeiros. Tais sintomas
podem ter uma relagdo evidente com a atividade de uma proteina em especifico, ou
serem decorrentes das multiplas alteragdes da fisiologia da célula e dos tecidos da planta
durante o processo de infeccdo viral. A obtencdo de clones PVX contendo diferentes
genes de tospovirus permitiu avaliar a possivel contribuicdo de cada um destes genes
nos sintomas causados por tospovirus. Dos clones recombinantes de PVX (contendo os

genes N, NSm ou NSs de tospovirus) inoculados em Nicotiana benthamiana, o inico
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que causou sintomas diferentes em relagdo ao PVX selvagem foi o que continha o gene
NSs. Nas infecgdes mistas, envolvendo combina¢des dos clones recombinantes
contendo os diferentes genes, ndo foi observado nenhum sintoma diferente daqueles
causados pelos clones individuais, mas apenas a atenuacdo dos efeitos do clone
PVX:NSs.

A proteina NSm, responsavel pela movimentacao do virus na planta, e a proteina
NSs, capaz de suprimir silenciamento génico, podem ter relagdo direta com alguns dos
sintomas causados por tospovirus. A proteina NSm forma tibulos nos plasmodesmas,
pelos quais o RNA dos tospovirus ¢ transportado. As modificagdes promovidas por
NSm nestas estruturas celulares podem ser a origem da dificuldade de obtencdo de
plantas transgénicas expressando esta proteina, assim como do nanismo das plantas
obtidas (Van Poelwijk et al., 1996). Ao contrario destes relatos, no presente trabalho, os
clones de PVX contendo o gene NSm de tospovirus causaram os mesmos sintomas que
PVX selvagem. Talvez os efeitos desta proteina sobre a fisiologia da planta sejam mais
pronunciados apenas se ela for expressa desde o inicio do desenvolvimento. Assim, 0
fato de plantas desenvolvidas terem sido inoculadas pode ter sido o motivo pelo qual
nenhum efeito além dos promovidos pela infeccdo de PVX ter sido observado.

A primeira associagdo entre os sintomas de tospovirus e a proteina NSs, foi a
visualizacdo de um maior acimulo desta proteina nas células de plantas infectadas por
isolados mais agressivos (Kormelink et al., 1991). A proteina NSs € uma proteina néo-
estrutural (ausente na particula) dos tospovirus. E codificada pelo RNA S no sentido
viral (De Haan et al., 1990), sendo expressa em plantas e no inseto-vetor (tripes)
(Kormelink et al., 1991; Lawson et al., 1996; Ullman et al., 1993, 1995). Em plantas,
esta proteina acumula-se em inclusdes de aspecto fibrilar. Até recentemente, sua fun¢do
era desconhecida, sendo postulado que poderia atuar em alguma etapa da replicagdo do
virus ou, devido a sua variabilidade, estar envolvida com a determinagdo da gama de
hospedeiros (Van Poelwijk et al., 1996). Recentemente, foi demonstrado que esta
proteina tem a capacidade de suprimir o processo de silenciamento gé€nico (Takeda et
al., 2002). A expressao transitoria de NSs faz com que plantas transgénicas silenciadas
para GFP voltem a expressar o transgene. Além disso, a auséncia de pequenos RNAs
interferentes (siRNAs) nas areas infiltradas, corrobora a hipotese de que esta proteina
interfere no mecanismo de silenciamento de RNA (Bucher et al., 2003). A
demonstragdo de que esta proteina apresenta a capacidade de suprimir silenciamento

génico apoia a hipdtese de relagdo entre NSs e a severidade dos sintomas causados por
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tospovirus, uma vez que outras proteinas virais supressoras de silenciamento génico tém
capacidade de aumentar a severidade dos sintomas causados pelo virus que as expressa
(Brigneti et al., 1998). Em acordo com estas observacdes, os sintomas causados pelo
clone PVX contendo o gene NSs foram muito mais severos do que os verificados para
PVX selvagem. Diferente do mosaico tipico de infec¢des por PVX, observou-se uma
severa necrose dos tecidos infectados.

A expressao transitoria da proteina NSs em tecido vegetal, ndo ¢ suficiente para
desencadear necrose (Takeda et al., 2002; Bucher et al., 2003); assim, € possivel que a
necrose promovida por PVX::NSs seja conseqiiéncia indireta da supressdo do
silenciamento génico por NSs. Como inibidora do silenciamento génico, NSs poderia
favorecer a infecgdo viral, permitindo maior acimulo do PVX. O desgaste metabolico,
decorrente deste acimulo, poderia resultar no colapso de células e tecidos. No presente
trabalho, o titulo de PVX nao foi determinado, porém outras proteinas virais supressoras
de silenciamento demonstram-se capazes de aumentar o titulo de diferentes virus. Por
exemplo, verificou-se o aumento do acimulo de Cucumber mosaic virus (CMV),
Tobacco mosaic virus (TMV) e PVX em protoplastos obtidos a partir de plantas
transgénicas expressando a proteina HC-Pro (Pruss et al., 1997). Ainda, tanto a proteina
HC-Pro quanto 2b de cucumovirus, quando expressas a partir de PVX, permitiram
maior acumulo deste virus na planta e os sintomas resultantes da infec¢do viral se
tornaram mais severos (Brigneti et al.,, 1998). Assim, os casos de sinergismo em
infec¢des mistas envolvendo PVX e potyvirus t€m sua origem nas proteinas supressoras
de silenciamento, que atuam desativando mecanismos de defesas das plantas
favorecendo a infeccdo viral (Pruss et al., 1997). A relacdo tospovirus-PVX pode
apresentar o mesmo padro, pois a infec¢do mista de PVX e tospovirus resultou em
sintomas mais severos (com necrose das folhas infectadas) do que os observados
quando estes virus sdo inoculados separadamente. Tais sintomas podem ser devido a
atividade da proteina NSs dos tospovirus e estdo em acordo com a hipdtese de que a
necrose resulta do maior acimulo do virus na célula.

Algumas observagoes, no entanto, favorecem a hipotese de que a proteina NSs
poderia ter algum tipo de atividade necrogénica. Clones PVX com a proteina supressora
de silenciamento C2 de TYLCV-C, ndo apresentam seu titulo viral aumentado (Dong et
al., 2003). Estes autores conseguiram identificar mutantes para a proteina C2 que sdo
capazes de induzir necrose, porém incapazes de suprimir o silenciamento génico,

indicando que estes fendmenos podem ter origens distintas. Ademais, andlises
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demonstraram que a proteina NSs dos bunyavirus apresenta similaridade com a proteina
Reaper de Drosophila, a qual tem atividade pro-apoptoética. Assim como Reaper, a
proteina NSs induz ativa¢do de caspases e, quando expressa em ratos, promove
apoptose de células neuronais e aumento da mortalidade. Aparentemente, a inducdo de
apoptose por NSs ocorre por um mecanismo similar ao utilizado por Reaper, uma vez
que ambas as proteinas apresentam capacidade de se ligar a regulador de apoptose
denominado Scythe (Colon-Ramos et al., 2003). Desta forma, uma explicagdo
alternativa, contraria a exposta acima, ¢ que nao seria a presenca da proteina NSs que
permitiria o maior acimulo de PVX, e sim PVX propiciaria o maior acumulo da
proteina NSs, em niveis tais que a proteina induziria necrose da célula. Assim,
supostamente nas infeccdes dos tospovirus, devido a caracteristica de regulacdo da
transcri¢do destes virus, os niveis desta proteina poderiam ser menores e, por isso, 0S
sintomas ndo seriam tdo severos. Aqueles isolados capazes acumular NSs em maior
quantidade, causariam sintomas mais severos. Esta hipdtese também justificaria os
sintomas mais brandos, observados em infecgdes mistas envolvendo os diferentes
clones de PVX recombinantes, quando comparados aos severos sintomas observados
durante as infecgdes simples apenas com PVX::NSs: a competicdo entre os clones
recombinantes nos tecidos da planta reduziria a quantidade da proteina NSs.

Uma vez que o processo de silenciamento génico ¢ um mecanismo de defesa de
plantas a virus, as proteinas virais inibidoras deste processo sdo um contra-ataque
muitas vezes necessario a infecg¢ao viral (Vance e Vaucheret, 2001). A hipdtese de que a
proteina NSs ¢ determinante da gama de hospedeiro dos tospovirus, foi testada por meio
da avaliagdo da gama de hospedeiros do clone de PVX recombinante expressando o
gene NSs. A capacidade deste clone de causar infecgdo sist€émica nas plantas avaliadas
foi semelhante a observada para o clone contendo gene NSs na orientacdo anti-senso,
porém em algumas plantas da familia Solanaceae, assim como descrito para
N. benthamiana, os sintomas foram mais severos. E possivel que em tais plantas, a
presenca de NSs tenha favorecido a infec¢do por PVX. Para as plantas em que a
presenga de NSs ndo resultou em alteracdo dos sintomas, pode ser que outro fator ndo
relacionado ao silenciamento génico esteja envolvido com incapacidade de PVX de
causar infecg¢ao sistémica.

O isolado AL, originario do Nordeste brasileiro, pertence a espécie GRSV (Lima
et al., 2002). A comparacdo da seqiiéncia de aminoacidos da proteina NSs deste isolado,

revelou sua elevada identidade (98,7%) com o isolado TSWV-B. Este também ¢
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originario do Brasil e seu RNA S foi seqiienciado em 1993 (Pang et al., 1993). A época,
apresentava-se como uma espécie nova que foi descrita como GRSV (De Avila et al.,
1993). A proteina NSs ¢ comparativamente mais variavel do que a proteina N (utilizada
na classificacdo taxonomica de tospovirus). Contudo, os padrdes de agrupamento de
arvores construidas com base na identidade geral destas duas proteinas, foram idénticos.
Assim como na analise para a proteina NSm (Silva et al., 2001), observa-se a formagao
de um grupo que contém a espécies provenientes das Américas (Novo Mundo) e um
segundo grande grupo, que contém espécies da Asia e Europa (Velho Mundo). As
comparagdes para estas trés proteinas indicam a evolu¢do em conjunto do genoma dos

tospovirus.
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RESUMO

A resisténcia a tospovirus conferida pelo gene Sw-5 ¢ afetada por fatores
ambientais, do patdégeno e do hospedeiro. Dependendo do isolado viral, a heterozigose
do loco e temperaturas elevadas favorecem a infecg@o sist€émica de tospovirus em
plantas com Sw-5. Nestas situacdes, ao invés de lesdes necroticas restritas as folhas
inoculadas, observa-se necrose generalizada dos tecidos da planta. Neste trabalho,
verificou-se que a co-expressdo da regiao 5’ de Sw-5 foi capaz de comprometer a
resisténcia permitindo a infeccdo sistémica por tospovirus. Plantas de Nicotiana
benthamiana, transformadas com a ORF Sw-5 e pré-inoculadas com clones de PVX
contendo um fragmento de 1.125 pb correspondente a regido 5° de Sw-5 exibiram, apds
inoculacdo com tospovirus, necrose sistémica dos tecidos. Os controles, plantas
inoculadas somente com tospovirus ou infec¢do mista envolvendo tospovirus e PVX
selvagem, apresentaram apenas reacdes locais de hipersensibilidade. O fato de a
interferéncia na resisténcia ter sido causada por clones PVX contendo o fragmento 5° de
Sw-5 tanto na orientacdo senso quanto anti-senso sugere que algum mecanismo em
nivel de RNA foi o responsavel por este efeito. Como a resisténcia mediada por Sw-5 ¢é
influenciada pelos niveis de expressdo génica, ¢ possivel que a redugdo nos niveis de
mRNA de Sw-3, ocasionado por silenciamento gé€nico induzido por virus (VIGS), esteja
envolvido neste processo. No entanto, analise de Northern blot ndo evidenciou alteragdo
nos niveis de mRNA correspondentes a regido 5’ de Sw-3.

Palavras-chave: resposta de hipersensibilidade, tospovirus, VIGS.
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INTRODUCAO

O gene Sw-5, originario do tomateiro selvagem Lycopersicon peruvianum,
confere resisténcia a varias espécies do género Tospovirus (Stevens et al., 1992; Boiteux
e Giordano, 1993). A resisténcia ¢ manifestada pela auséncia de sintomas ou pelo
aparecimento de lesdes necroticas nas folhas inoculadas (Stevens et al., 1992) e
conten¢do do virus proximo ao sitio de infeccao (Lau, 2001).

O gene Sw-5 codifica uma proteina de 1.246 aminoacidos, contendo dominios
NBS (nucleotide binding site) e LRR (leucine-rich repeats) (Brommonschenkel et al.,
2000). E, portanto, similar as proteinas Mi (Milligan et al., 1998), 12C (Ori et al., 1997),
RPMI1(Grant et al., 1995), Prf (Salmeron et al., 1996) e Rx (Bendahmane et al., 1999),
envolvidas na resisténcia a nematoide, fungo, bactérias e virus, respectivamente. Na
presenca do patdogeno ou do elicitor especifico, estas proteinas atuam desencadeando
cascatas de sinalizagdo que resultam no aumento intracelular da concentragao de formas
reativas de oxigénio, fortalecimento de paredes celulares, producdo de substancias
antimicrobianas e proteinas PR (proteinas relacionadas a patogénese), bem como de
moléculas sinalizadoras, como o acido salicilico (Hutcheson, 1998; Hammond-Kosack e
Jones, 1996; Ryals et al., 1996). Todo este processo pode, muitas vezes, ser visualizado
macroscopicamente na forma de lesdes necrdticas restritas ao sitio de infecgdo (resposta
de hipersensibilidade, HR).

Embora a resposta de hipersensibilidade esteja normalmente associada a
resisténcia, sua presenca ndo € condi¢do sine qua non. No caso do gene Rx, por
exemplo, HR s6 ¢ observada quando da expressdo isolada da molécula elicitora
(proteina do capsideo viral). Em infec¢des de PVX, plantas resistentes ndo exibem
qualquer sintoma, indicando que os mecanismos de defesa independem da HR
(Bendahmane et al., 1999). Assim, HR apresenta-se como um fendmeno secundario,
que ocorre quando os mecanismos de defesa sdo incapazes de conter a multiplicacdo do
patéogeno, permitindo o aumento do acimulo de moléculas elicitoras e,
conseqiientemente, atingindo um limiar de sinalizagdo celular que conduz a morte das
células. Este processo pode ter papel de amplificador da sinalizagdo e ativacdo de
respostas multiplas de defesa (Yu et al., 1998; Bendahmane et al., 1999). Por outro lado,
a presenca da HR ndo indica que a planta sera resistente. Existem varias observacdes,
envolvendo genes que conferem resisténcia a virus, em que o desencadeamento da HR

ndo ¢ suficiente para conter a infecc¢do sistémica (Dinesh-Kumar e Baker, 2000; Vidal et
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al., 2002; Collmer et al., 2000). O tempo e a intensidade de ativagdo das respostas de
defesa devem ser fundamentais para a conteng@o do patdégeno, e fatores que afetem este
processo podem levar a um continuum de respostas que vai da extrema resisténcia a
completa suscetibilidade (Bendahmane et al., 1999; Collmer et al., 2000).

Assim como para outros genes R, a resisténcia conferida por Sw-5 ¢ afetada por
fatores ambientais, do patégeno e do hospedeiro. A elevagdo da temperatura, o aumento
da concentragao de indculo e a heterozigose do loco sdo condigdes em que a infecgao
sistémica de tospovirus em plantas com Sw-5 € observada (Rosello et al., 1997; Lau,
2001). A influéncia destes fatores ¢ mais evidente dependendo do isolado viral e do
background genético do hospedeiro. Por exemplo, em tomateiro o efeito da temperatura
e da heterozigose do loco foi observado apenas para um isolado (Lau, 2001). O efeito
do background genético é evidenciado quando da expressdo heteréloga do gene. Assim,
embora funcional em Nicotiana tabacum, a resisténcia conferida por Sw-5 nestas
plantas, apresenta um espectro mais restrito do que o observado em tomateiro (sistema
homoélogo) (Brommonschenkel et al., 1998). Esta incapacidade de Sw-5 de ativar a
resposta de hipersensibilidade a determinados isolados de tospovirus, pode ser devido a
menor funcionalidade da proteina de resisténcia em sistema heterélogo. Supostamente,
o aumento da expressdo génica ¢ capaz de compensar estas deficiéncias, pois o espectro
da resisténcia foi restituido em uma progénie de tabaco com duas inser¢cdes do
transgene. Assim, o efeito da heterozigose do loco e a restitui¢do do amplo espectro da
resisténcia em tabaco com duas insercoes do gene Sw-5 (Oliveira et al.,, 2001;
Yamazaki, 2001), sugerem que o nivel de expressdo génica do gene pode afetar a
resisténcia.

O gene Sw-5 também confere resisténcia a tospovirus em N. benthamiana
(Capitulo 1). Assim como tomate, plantas transgénicas de N. benthamiana com Sw-5
exibem reagdes locais necroticas nas folhas inoculadas com tospovirus e ndo
apresentam sinais de infec¢do sistémica. Certos isolados, porém, induzem lesGes
necroéticas/clordticas de aspecto irregular € sdo capazes de causar infecgdo sistémica de
natureza necrotica (Capitulo 1). No presente trabalho, verificou-se que a expressdo, via
vetor PVX da regido 5’ de Sw-5 em plantas de N. benthamiana transgénicas contendo o
gene Sw-5, foi capaz de afetar a resisténcia permitindo a infecgdo sistémica de
tospovirus. Como a resisténcia mediada por Sw-5 ¢, supostamente, influenciada pelos

niveis de expressdo génica, ¢ possivel que a redugd@o nos niveis de mRNA de Sw-5
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ocasionado por silenciamento génico induzido por virus (VIGS), seja a causa da

interferéncia na resisténcia.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal, isolados e inoculacio de tospovirus

A co-expressao da seqiiéncia da regido 5° do gene Sw-5 foi conduzida em
plantas transgénicas de N. benthamiana da linhagem B5-5, que contém uma insercdo de
Sw-5 em homozigose (caracterizadas no Capitulo 1 desta Dissertacdo), bem como em
plantas ndo-transformadas.

Os isolados de tospovirus Cb e AL (Groundnut ringspot virus, GRSV),
utilizados neste trabalho, s@o originarios do Brasil e fazem parte da colecdo do
Laboratorio de Genética da Interagao-Planta Patégeno (BIOAGRO/UFV), sendo sua
identificacdo baseada no seqiienciamento do gene N (nucleocapsideo). O niimero de
acesso da seqiiéncia do nucleocapsideo dos isolados ¢ dado a seguir: Cb (AF251271) e
AL (AF513219). Os isolados foram inoculados via extrato vegetal tamponado. O
indculo original, mantido a —80°C, foi previamente multiplicado em N. tabacum
‘Havana 425’. Folhas infectadas foram maceradas em tampao fosfato de potassio 0,1 M,
pH 7,0, contendo sulfito de so6dio 0,01 M e carborundum 600 mesh. O extrato foi

esfregado sobre as folhas de N. benthamiana com auxilio de gaze.

Clonagem da regifio 5’ de Sw-5 em pGR106

A partir do clone cosmideo TC134-8 que contém a regido gendmica de
tomateiro que inclui Sw-5 (Brommonschenkel et al., 2000), um fragmento de
1.125 pares de bases (pb) correspondente a regido 5° de Sw-5, foi amplificado
utilizando-se os oligonucleotideos 1958B (5’-GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA
TGG CTG-3’) e FP12 (5-AGG ATT TGT AGT ACG TCT CAA CTT G-3°). O
fragmento clonado no vetor pGEM-T (Promega) foi liberado com a enzima Not I e
ligado ao vetor pGR106 (cDNA do PVX clonado em vetor binario; http://www. Jic.
bbsrc. ac. uk/ Sainsbury-Lab/ david-baulcombe/ Services/ vigsprotocol.htm) clivado
com a mesma enzima (Figura 1). Os plasmideos recombinantes obtidos foram

purificados e transferidos, por eletroporagdo, para a estirpe GV3101 de Agrobacterium
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Figura 1 — Representacdo diagramatica da constru¢do PVX::FP12S que contém o
fragmento da regido 5° de Sw-3, clonado no vetor pGR106 na orientagado
senso. LB, borda esquerda. 35S, promotor do RNA 35S de CaMV. Em
hachuras, cDNA do PVX. NOS, terminador do gene nos. RB, borda
direita. A construgdo PVX::FP12AS apresenta o inserto derivado de Sw-5
na orientagdo inversa.

tumefaciens. A deteccdo das colonias recombinantes foi realizada por PCR diretamente
das col6nias utilizando-se o par de oligonucleotideos 1958B e FP12. A determinacdo da
orientagdo dos insertos foi realizada por meio de clivagem com Xho 1. Os clones na
orientagdo senso (PVX::FP12S) e anti-senso (PVX::FP12AS) foram estocados em
glicerol 50% estéril a -80°C.

Inoculacio das plantas de Nicotiana benthamiana com clones de PVX

As inoculagdes dos clones de A. tumefaciens contendo o vetor viral PVX com o
fragmento 5’ do gene Sw-5, foram realizadas pelo “método do palito” (http://
www.Jic.bbsrc.ac.uk/Sainsbury-Lab/david-baulcombe/Services/vigsprotocol.htm).  Os
clones da agrobactéria repicados em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) e
os antibidticos canamicina (50 pg/mL) e tetraciclina (5 pg/mL) foram crescidos a 28°C
por dois a trés dias. Colonias bem desenvolvidas foram introduzidas no peciolo e ao
longo da nervura principal das folhas inferiores com auxilio de um palito de dente.

Cinco plantas de cada genotipo (ndo-transformadas e linhagem BS5-5) foram
inoculadas com cada clone: PVX selvagem, PVX:FPI2S e PVX::FP12AS. As
inoculagdes com tospovirus foram realizadas 15 dias apos a inoculagdo de PVX, quando
os sintomas sistémicos induzidos por este virus ja eram evidentes. Como controle, um

grupo de plantas foi inoculado apenas com tospovirus.
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Ap6s a inoculagdo com tospovirus, as plantas foram mantidas em condigdes de
casa de vegetacdo e avaliadas por um periodo de 20 dias quanto ao desenvolvimento de
sintomas locais e sistémicos. Foram contabilizadas a incidéncia de plantas com infec¢ao
sistétmica, bem como o total de brotagdes laterais por planta com sintomas de

tospovirus.

Northern blot

Aos 15 dias apds a agroinoculagdo, folhas de plantas de N. benthamiana nao-
transformadas e da linhagem B5-5, foram coletadas para extracdo do RNA. As folhas
foram retiradas da regido superior das plantas e exibiam sintomas de infec¢ao sist€émica
de PVX. Folhas de plantas ndo-agroinoculadas e, portanto assintomaticas, também
foram coletadas.

A extragdo de RNA total foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Longemann et al. (1987), utilizando-se tampao guanidina (hidrocloreto de guanidina
8M, acido 4-morfolino-etano-sulfonico (MES) 20 mM, EDTA 20 mM e mercaptoetanol
50 mM, pH 7,0).

Dez microgramas de RNA total de cada amostra foram submetidos a
eletroforese em gel desnaturante (4acido 3-[N-morfolino]propano-sulfénico (MOPS)
20 mM, acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0, brometo de etideo a 100 mg/1,
formaldeido 221,4 mM e agarose 1,2% p/v) e tampdo de corrida composto por acido
3-[N-morfolino]propano-sulfénico (MOPS) 20 mM, acetato de soédio 5 mM, EDTA
1 mM, pH 7,0 e formaldeido 221,4 mM.

Apb6s a corrida eletroforética, o gel foi lavado duas vezes sob agitagdo por
15 min com agua autoclavada e durante 15 min em solu¢do de SSC 10x (citrato de
sodio 0,15 M e cloreto de sodio 1,5 M). O RNA foi transferido para membrana de
nailon (Hybond N*, Amersham Biosciences) por capilaridade, em solugdo de SSC 10x.
Ap6s a transferéncia, o RNA foi fixado com NaOH 0,4 N e a membrana, lavada em
SSC 2x. A membrana foi pré-hibridizada a 68°C durante uma noite, em solucdo
contendo tampdo de Denhardt (SSC 5%, solu¢do de Denhardt 5%, SDS 0,5% p/v)
adicionado de 200 pg/ml de DNA de esperma de salmio desnaturado. Apds a pré-
hibridizagao, foram adicionados 150 ng de sonda (fragmento de 1.125 pb
correspondente a regido 5’ de Sw-35) marcada com [a-**P]-dCTP (3.000 Ci/mmol) pelo

método de random priming, utilizando-se o kit “PCR-Select Differential Screening”
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(Clontech), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos hibridizacdo a 68°C por
24 h, a membrana foi lavada a 65°C durante 20 min em SSC 2x e SDS 0,1% (p/v), em
seguida durante 20 min em SSC 1x e SDS 0,1% (p/v) e por fim, durante 20 min em
SSC 0,5% e SDS 0,1% (p/v). Apos secagem ao ambiente, a membrana foi transferida
para um cassete com intensificador contendo filme Kodak X-Omat ARS e mantida

durante 3 dias a -80°C.

RESULTADOS

Avaliacio da resisténcia a tospovirus em plantas da linhagem B5-5 inoculadas com
os clones recombinantes PVX::FP12S e PVX::FP12AS

Quinze dias apds a agroinoculagdo, foram observados sintomas sistémicos
tipicos da infecgdo por PVX. As plantas inoculadas com os clones recombinantes
PVX::FP12S e PVX:FP12AS apresentaram mosaico semelhante ao observado para
PVX selvagem. Ao longo dos 15 dias subseqiientes a inoculagdo com tospovirus, foram
observadas diferengas entre os tratamentos quanto a resisténcia a infeccdo sist€mica
destes virus. Plantas da linhagem B5-5 (transformadas com Sw-35) inoculadas apenas
com tospovirus apresentaram reagdes locais necrdticas e nenhum sinal de infecc¢do
sistémica (Figura 2A). As plantas previamente inoculadas com PVX selvagem exibiram
reagdes locais necrodticas e mosaico sist€émico, sintoma tipico de infec¢do por PVX
(Figura 2B). As plantas agroinoculadas com os clones PVX::FP12S e PVX::FP12AS
também exibiram reagdes locais necroticas, contudo, além do mosaico tipico de PVX,
as folhas ndo-inoculadas apresentaram necrose severa (Figura 2C e D). Esta necrose,
observada no apice da planta e nas brotagdes laterais, inicialmente acompanhava as
nervuras, atingindo posteriormente todo o limbo foliar. Por vezes, porém, lesdes
isoladas apareceram nas folhas antes que os sintomas associados ao sistema vascular se
tornassem evidentes. Peciolos e hastes também necrosaram, levando a morte da planta.
A longo dos 15 dias apos a inoculag@o, 100% das plantas pré-inoculadas com o clone
PVX::FP12S apresentaram necrose sistémica sendo, em geral, observados sintomas nas
diversas brotagdes laterais das plantas (Figura 3A e B). A repeticdo dos ensaios indicou
que o efeito dos clones recombinantes PVX::FP12S e PVX::FP12AS, na incidéncia de

necrose sistémica induzida por tospovirus, foi semelhante.
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Figura 2 — Sintomas sistémicos observados em folhas de plantas de Nicotiana
benthamiana da linhagem B5-5 inoculadas com tospovirus, 15 dias apds a
agroinoculagdo com diferentes clones do vetor viral PVX. A) Auséncia de
sintomas sistémicos em planta inoculada apenas com tospovirus.
B) Mosaico em planta agroinoculada com o vetor PVX selvagem.
C) Necrose sistémica devida a infecgdo por tospovirus em planta
agroinoculada com PVX::FP12AS. D) Necrose sistémica induzida por
tospovirus em planta agroinoculada com PVX::FP12S.
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Figura 3 — Incidéncia de necrose sistémica induzida por tospovirus em plantas de
Nicotiana benthamiana da linhagem B5-5, agroinoculadas com vetor viral
PVX contendo a regido 5’ de Sw-5. A) Incidéncia de plantas com necrose
sisttmica verificada em dias apds a inoculagdo com tospovirus.
B) Incidéncia de necrose sist€émica em brotagdes laterais por planta, 15 dias
apos a inoculagdo com tospovirus.
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Lesoes clordticas, tipicos sintomas de tospovirus, foram observadas nas folhas
inoculadas das planta ndo-transformadas. A presenca do PVX agravou os sintomas
sistémicos nestas plantas. Enquanto que as plantas inoculadas apenas com tospovirus
exibiram sintomas de natureza clorética, as plantas previamente agroinoculadas com
PVX selvagem, PVX::FP12S e PVX::FP12AS, apresentaram necrose em alguns pontos

do limbo foliar.

Deteccao dos RNAs virais recombinantes em tecidos de Nicotiana benthamiana por
analise de Northern blot

A partir do RNA total extraido de folhas sintomaticas de plantas de
N. benthamiana nao-transformadas e de plantas da linhagem B5-5 agroinoculadas com
clones PVX, por analise de Northern blot, utilizando como sonda o fragmento de 1125
pb da regido 5° de Sw-3, foi possivel detectar os RNAs virais recombinantes. O mRNA
transcrito a partir do transgene presente em plantas da linhagem B5-5 ndo foi
visualizado, possivelmente, devido aos baixos niveis de mRNA presentes na célula. Os
RNAs virais recombinantes dos clones PVX::FP12S e PVX::FP12AS foram igualmente

detectados em plantas ndo-transformadas e em plantas da linhagem B5-5 (Figura 4).

62



Figura 4 — Deteccdo dos RNAs virais recombinantes em tecidos de Nicotiana
benthamiana por andlise de Northern blot, utilizando como sonda o
fragmento de 1.125 pb da regido 5° de Sw-5. Designagdes sobre a barra
acima de cada linha da membrana correspondem ao clone PVX
agroinoculado: PVX - PVX selvagem, FP12S - PVX::FP12S, FP12AS -
PVX::FP12AS, Cont — controle composto por plantas nao-
agroinoculadas. Designacdes abaixo da barra correspondem a planta da
qual o RNA foi extraido: B — Planta de N. benthamiana nao-transformada;
B5-5 - Planta da linhagem de N. benthamiana transformada com o gene
Sw-35.

DISCUSSAO

Lesoes necroticas localizadas no sitio primario de infec¢do e contengdo da
infeccdo sist€émica sdo caracteristicas da resisténcia conferida por Sw-5 a tospovirus.
Fatores do ambiente, do patdégeno e¢ do proprio hospedeiro afetam o fenotipo da
resisténcia. Por exemplo, tomateiros com Sw-5, normalmente resistentes a infecgdo por
tospovirus, quando inoculados com determinados isolados virais, podem exibir, além
das reagdes locais, severos sintomas sistémicos. Esta incapacidade de Sw-5 em conferir
resisténcia a infeccdo por tospovirus € favorecida por temperaturas elevadas e, ou,
heterozigose do loco. A infec¢do sistémica de um hospedeiro que contém genes capazes
de ativar a resposta de hipersensibilidade é denominada necrose sistémica e representa
um ponto intermediario entre dois extremos: um, a ativa¢do rapida e eficaz de
mecanismos de defesa que conduzem a contengdo do patdogeno, € o outro, a nio-

ativacdo de respostas de defesa.
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A co-expressdo, via vetor PVX, da regido 5’ de Sw-5 em plantas da linhagem
B5-5 de Nicotiana benthamiana transformada com este gene, afetou a resisténcia destas
plantas a tospovirus. Este efeito foi apenas parcial, pois foi observada necrose sistémica
dos tecidos, indicando que os mecanismos de defesa foram ativados, porém em
intensidade e, ou, tempo insuficientes para conter a infeccdo por tospovirus. Este efeito
ndo se deve simplesmente a presenca do virus PVX, pois a co-infeccdo por PVX
selvagem e tospovirus ndo permitiu a infeccdo sistémica deste ultimo. Casos de
sinergismo entre virus de planta sdo conhecidos. Muitas vezes, a presenga de um virus
permite que outro virus infecte determinadas plantas, ou que o faga com maior
eficiéncia. Nestes casos, porém, um dos virus normalmente apresenta proteinas capazes
de suprimir silenciamento génico, um mecanismo de defesa de plantas a virus (Vance e
Vaucheret, 2001). O outro virus, que ndo apresenta proteinas com tal atividade,
aproveita-se, entdo, de um ambiente celular em que a resisténcia foi desativada (Pruss et
al.,, 1997). PVX, porém, ¢ considerado um fraco inibidor de silenciamento génico
(Brigneti et al., 1998), sendo pouco provavel que favoreca a infeccdo por tospovirus.
Alias, o contrario deve ocorrer, uma vez que os tospovirus contém uma proteina (NSs)
que ¢é capaz de suprimir o silenciamento génico (Takeda et al., 2002). Assim, a
interferéncia na resisténcia a tospovirus em plantas da linhagem BS5-5 pelos clones
recombinantes PVX::FP12S e PVX::FP12AS, se deve a presenca do fragmento 5° de
Sw-35.

O efeito do clone PVX::FP12S na resisténcia mediada por Sw-35 poderia ser em
nivel de proteina, uma vez que a seqiiéncia da regido 5’ de Sw-5 inserida no vetor PVX
contém o cddon de iniciagdo. A dominancia negativa, resultado da alteracdo das
interagdes intramoleculares que regulam o funcionamento das proteinas de resisténcia,
ou do comprometimento da interagdo destas com os demais componentes das vias de
transducdo de sinais, ja foi verificada para outros genes de resisténcia. A co-expressdo
do gene N com construgdes contendo delegdes ou mutacdes deste gene conduz a
necrose sistémica em tabaco (Dinesh-Kumar et al., 2000). A co-expressao da regidao 5’
do gene Mi-1 pode suprimir a letalidade de algumas quimeras formadas entre duas
copias paralogas deste gene (Hwang et al., 2000). Muta¢des de ponto no dominio LRR
do gene Rps5 comprometem a funcdo de outros genes de resisténcia (Warren et al.,
1998). No entanto, como a interferéncia na resisténcia foi observada tanto em plantas
inoculadas com PVX::FP12S (inserto de Sw-5 na orientacdo senso) como em plantas

inoculadas com PVX::FP12AS (inserto de Sw-5 na orientagdo anti-senso, portanto sem
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a producdo de um peptideo Sw-5 funcional), € possivel que algum mecanismo em nivel
de RNA esteja envolvido. O silenciamento de genes de resisténcia ja foi verificado. Por
meio de VIGS, Liu et al. (2002a) foram capazes de silenciar o gene N em plantas de
N. benthamiana, permitindo, assim, a infec¢@o destas plantas por TMV. Analise de RT-
PCR semiquantitativa indicou uma redu¢@o de mais de 88% nos niveis de transcritos do
gene. O VIGS também tem sido uma ferramenta importante para a analise de genes
envolvidos no processo de defesa, tanto aqueles envolvidos na transdugdo de sinais
como aqueles que atuam diretamente sobre o patogeno (Liu et al., 2002a ¢ 2002b). Em
geral, nestes trabalhos, verifica-se que o silenciamento é parcial. Sendo assim, ¢
possivel que no presente trabalho tenha ocorrido silenciamento parcial do gene Sw-5.
Uma queda nos niveis de transcritos deste gene levaria a um atraso na ativacdo das
respostas de defesa, o que permitiria a infecgdo sistémica por tospovirus. Isto estaria de
acordo com as observagdes sobre a importancia dos niveis de expressdo génica na
resisténcia neste sistema. Paradoxalmente, ¢ possivel que a propria infeccdo por
tospovirus, devido a presenca da proteina NSs, interfira no estabelecimento do
silenciamento génico. Assim, o virus desligaria o silenciamento do gene de resisténcia
fazendo com que este voltasse a disparar respostas de defesa.

Contudo, por meio de analise de Northern blot, ndo foi verificado alteragdo nos
niveis dos RNAs virais contendo o fragmento 5’ do gene Sw-5. Pode ser que nas folhas
coletadas para andlise, o silenciamento génico ainda ndo houvesse sido desencadeado.
Alternativamente, caso o silenciamento génico estivesse apenas parcialmente
estabelecido, ¢ possivel que a analise de Northern nao tenha sido sensivel o suficiente
para detectar pequenas variagdes nos niveis de RNA. Analises mais sensiveis, como a
RT-PCR semiquantitativa ou a demonstracdo da ativacdo do silenciamento génico por
meio de marcas moleculares deste mecanismo, como a deteccdo de siRNAs
correspondentes ao gene Sw-35, poderiam comprovar que o silenciamento génico ¢ a

reduc¢do dos niveis de mRNA de Sw-5 sdo a causa da interferéncia na resisténcia.
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RESUMO

O gene Sw-5 pertence a uma familia multigénica, com membros dispersos nos
cromossomos 9 e 12 do tomateiro. Utilizando-se oligonucleotideos especificos ¢
possivel, a partir de plantas resistentes ou suscetiveis a tospovirus pertencentes a
diferentes espécies de tomateiro (Lycopersicon chilense, L. peruvianum, L. esculentum),
amplificar, por meio de PCR, seqiiéncias homoélogas ao gene Sw-5. As seqii€ncias
amplificadas podem corresponder a genes situados em diferentes regides genomicas,
genes situados em locos proximos em uma mesma regido gendmica ou, ainda, a alelos
do gene Sw-35. Assim, analises genéticas e funcionais sdo necessarias para confirmar que
a seqliéncia amplificada corresponde, de fato, ao gene de resisténcia. Neste trabalho,
uma seqiiéncia homoéloga a Sw-5, oriunda do acesso LA371-20 de L. peruvianum, foi
clonada, sequenciada e sua funcionalidade, bem como a de outros trés homodlogos
(Lima, 2001), avaliada em plantas transgénicas de tomate e tabaco. Construgdes
contendo a ORF destes homologos, sob controle do promotor 35S e regido terminadora
da transcricdo do gene Nos, foram utilizadas nas transformacdes via Agrobacterium
tumefaciens. Plantas de progénies oriundas da autofecundacdo dos transformantes
primarios foram suscetiveis ao virus, indicando que as constru¢des utilizadas nas
transformagdes ndo sdo funcionais. A analise de segregacdo de um marcador CAPS,
estabelecido a partir da seqiiéncia amplificada de LA371-20 em individuos de uma
populagdo RC,F, proveniente deste acesso, indicou que o homdlogo clonado localiza-se
no loco Sw-5 ou em loco proximamente ligado e que co-segrega com a resisténcia a
tospovirus. Assim, € possivel que outro homologo, também amplificado a partir deste
acesso, possa contribuir ou ser responsavel pela resisténcia.

Palavras-chave: resisténcia a tospovirus, genes paralogos, expressao heterologa.
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INTRODUCAO

Sw-5 ¢ o gene mais utilizado em programas de melhoramento visando a
obtencdo de cultivares de tomate resistentes a tospovirus. Este gene, originario do
tomateiro selvagem Lycopersicon peruvianum, confere resisténcia a varias espécies de
tospovirus (Stevens et al., 1992; Boiteux e Giordano, 1993; Boiteux et al., 1993;
Brommonschenkel et al., 2000). Originalmente, a resisténcia conferida por Sw-5 foi
considerada dominante, com penetrancia incompleta (Stevens et al., 1992; Boiteux e
Giordano, 1993). Posteriormente, foi demonstrado que o gene Sw-5 pode comportar-se
como dominante ou semidominante, dependendo do isolado viral (Lau, 2001). Embora
as analises genéticas indiquem que um unico fator é responsavel pela resisténcia de
amplo espectro derivada de L. peruvianum, é possivel que esta seja decorrente da acgdo
de varios genes situados em locos proximos, cada um conferindo resisténcia a uma
espécie distinta de tospovirus. O amplo espectro da resisténcia, observado em plantas de
tomate e berinjela transformadas com Sw-5 (Brommonschenkel et al., 2000; Picoli et
al., 1999), corrobora a hipotese de que o gene Sw-5 € capaz de conferir resisténcia a
varias espécies de tospovirus. A restricdo do espectro da resisténcia em tabaco
transformado com este gene, observada por Brommonschenkel et al. (1998), pode ter
relacdo com a menor funcionalidade da proteina Sw-5 neste hospedeiro uma vez que o
espectro da resisténcia pode ser restituido em plantas com maior nimero de inser¢des
do transgene (Oliveira et al., 2001; Yamazaki, 2001).

Virios trabalhos relatam novas fontes de resisténcia a tospovirus em tomateiro,
principalmente em acessos das espécies L. peruvianum, L. chilense e L. hirsutum
(Paterson et al., 1989; Krishna-Kumar et al., 1993; Rosell6 et al., 1998; Lima, 2001;
Lourengdo et al., 2001). Analises genéticas indicam que alguns acessos contém alelos
do gene Sw-5 (Roselld et al.,, 2001), enquanto outros apresentam genes distintos
(Rosello et al., 1998). Baseando-se no principio de que a resisténcia ¢ conferida por
genes que apresentam similaridade com Sw-5, pode-se empregar a técnica de PCR para
isolar os genes responsaveis pela resisténcia nestes acessos e transferi-los, via
transformacdo genética, para cultivares comerciais. Utilizando oligonucleotideos
iniciadores para as regides correspondentes ao inicio e fim da ORF Sw-5, Lima (2001)
foi capaz de amplificar homoélogos de Sw-5 presentes em acessos de L. chilense,
L. peruvianum, L. hirsutum e L. esculentum. Considerando a organizacdo genOmica de

seqiiéncias homologas ao gene Sw-3, € possivel que estas seqiiéncias correspondam a
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alelos do loco Sw-5, de um loco proximamente ligado ou localizado em outras regides
gendmicas. Utilizando um marcador CAPS localizado proximo ao loco Sw-5,
Guimaraes (2002) demonstrou que a resisténcia proveniente do acesso LA371-20 de
Lycopersicon peruvianum co-segrega com o loco Sw-5, indicando que esta resisténcia
pode ser devida a um alelo do loco Sw-5 ou de um loco préximo a este. A resisténcia
presente neste acesso € devida a um gene dominante que, assim como Sw-3, confere
resisténcia de amplo espectro a tospovirus caracterizada pela presenca de lesoes locais
necroticas nas folhas inoculadas.

No presente trabalho, uma seqiiéncia homoéloga a Sw-5, amplificada a partir do
acesso LA371-20 de Lycopersicon peruvianum, foi clonada e sequenciada. Um
marcador CAPS estabelecido a partir da seqiiéncia homologa, indicou que esta
seqiiéncia pertence a regido gendmica do tomateiro proxima ao loco Sw-5 e co-segrega
com a resisténcia a tospovirus. Contudo, como mais de um produto ¢ amplificado a
partir desta regido, € possivel que existam genes homodlogos ligados e analises sdo
necessarias para inferir qual deles ou se ambos sdo responsaveis pela resisténcia. A
funcionalidade deste homdlogo e de outros trés clonados por Lima (2001) foi avaliada

em plantas transgénicas de tomateiro e tabaco.

MATERIAL E METODOS

Isolados e inoculacio de tospovirus

Os isolados de tospovirus Cb e AL (Groundnut ringspot virus), utilizados neste
trabalho, sdo origindrios do Brasil e fazem parte da cole¢do do Laboratdrio de Genética
da Interagdo-Planta Patégeno (BIOAGRO/UFV), sendo sua identificagdo baseada no
seqiienciamento do gene N (nucleocapsideo). O numero de acesso da seqiiéncia do
nucleocapsideo dos isolados é dado a seguir: Cb (AF251271) e AL (AF513219).

Os tospovirus foram inoculados via extrato vegetal tamponado. O indculo
original, mantido a —80°C, foi previamente multiplicado em Nicotiana tabacum ‘Havana
425°. Folhas infectadas foram maceradas em tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0,
contendo sulfito de s6dio 0,01 M e carborundum 600-mesh. O extrato foi esfregado

sobre folhas de tomateiro e tabaco com auxilio de gaze.
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Clonagem e seqiienciamento de um homoélogo de Sw-5 proveniente do acesso
LA371-20 de Lycopersicon peruvianum

A partir do DNA extraido de tomateiro que contém, em homozigose, a regiao
gendmica do loco Sw-5 originada do acesso LA371-20 (Guimardes, 2002), foi
amplificado um fragmento de aproximadamente 3,8 Kb que corresponde a ORF
completa do gene Sw-3, utilizando-se os oligonucleotideos 1958B (5* - GGT GAA CTT
CCC GGG AGA AAA TGG CTG-3’) e 5750 (5’- GGG CTA GCA AGT CTA GAG
TGG C - 3°). O fragmento amplificado foi clonado no vetor pPGEM-T easy (Promega).
A seqiiencia de nucleotideos foi determinada em sequenciador automatico Perkin-Elmer
modelo ABI 3100, utilizando-se o kit “Big Dye v.3.0” (Amersham). A montagem da
ORF e traducdo da seqiiéncia foram realizadas no programa DNAMAN versdo 4.0
(Lynnon Biosoft). O alinhamento da proteina, deduzida a partir desta seqiiéncia com a
proteina codificada pelo gene Sw-5 (Brommonschenkel et al., 2000) e com proteinas de
outros homologos deste gene (Lima, 2001), foi realizado utilizando-se o programa

ClustalW versdo 1.82.

Transferéncia de homoélogos de Sw-5 para o vetor binario pBI121

O homologo obtido a partir de LA371-20, bem como outros trés clonados por
Lima (2001) (Tabela 1), foram transferidos para o vetor pBI121 (Clontech). Estes
homologos foram selecionados por apresentarem a ORF completa, semelhante a ORF
Sw-5, sem interrupg¢des prematuras devidas a codons de terminagdo da traducdo. Além
disso, segundo avaliagdes de Lima (2001), estes homodlogos foram amplificados a partir

de plantas resistentes a tospovirus.

Tabela 1 — Clones contendo homologos do gene Sw-5 obtidos por Lima (2001),
selecionados para analise funcional em tomateiro e tabaco.

Clone Acesso Espécie
pGPP32 LA 2753-11 L. chilense
pGPP60 PI 126944-6 L. peruvianum
pGPP65 P1 126928-2 L. peruvianum
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Para a clonagem dos homoélogos no vetor bindrio pBI121 (Clontech), foram
inseridos, por meio da técnica de PCR, sitios para a enzima de restricio Smal,
utilizando-se os oligonucleotideos 1958B (5°’-GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA
TGG CTG-3’) e 5750Sma (5’- GGG CTA GCC_CGG GTT GAG TGG C-3°),
desenhados para este fim. Os plasmideos recombinantes dos clones contendo os
homologos, foram extraidos pelo método da lise alcalina (Sambrook et al., 1989). O
DNA plasmidial foi utilizado como molde nas reagdes de PCR, com a seguinte
composi¢do: 50 ng de plasmideo, 10 uLL de tampao 5X (concentragdo final de cloreto de
magnésio para 2 mM), 4 pL da mistura de desoxinucleotideos 0,01 M, 1 pL de cada
oligonucleotideo (10 uM), 1 pL (2 a 5 unidades) do sistema enzimatico Elongase™
(Gibco-BRL) e 4gua destilada estéril suficiente para atingir volume final de 50 pL. As
rea¢des de PCR foram compostas de 35 ciclos a 94°C durante 30 s (desnaturacdo), 56°C
por 1 min (anelamento), 68°C por 5 min (extensdo), seguidos por uma extensdo final a
68°C por 5 min.

Os fragmentos, amplificados por PCR, foram re-clonados no vetor pGEM-T
easy (Promega). Os quatro novos clones obtidos, que correspondem a ORF dos
homologos flanqueadas por sitios para a enzima de restrigdo Smal, foram submetidos a
clivagem com esta enzima e os insertos liberados, ligados no sitio Smal do vetor binario
pBI121. Desta forma a ORF destes homologos ficou sob controle do promotor do RNA
35S do CaMV e regido terminadora da transcricdo do gene Nos de A. tumefaciens. A
determinagdo da orientagdo dos insertos foi realizada por meio de clivagem com a
enzima BamHI. Os plasmideos recombinantes foram transferidos por eletroporacgdo para
a estirpe LBA4404 de A. tumefaciens. A detec¢do das coldnias recombinantes foi
realizada por PCR diretamente das colonias utilizando-se o par de oligonucleotideos
1958B (5’-GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA TGG CTG-3’) e FP12 (5°-AGG
ATT TGT AGT ACG TCT CAA CTT G-3’) que pareiam na regido 5’ do gene Sw-3.
Plantas de tabaco e¢ tomate foram transformadas com estes clones, empregando-se os

protocolos propostos por Horsch et al. (1985) e Frary e Earle (1996), respectivamente.

Avaliacio da resisténcia a tospovirus

A avaliagdo da funcionalidade dos quatro homoélogos do gene Sw-5, foi realizada
por meio da inoculagdo de tospovirus em folhas destacadas a partir dos transformantes
primarios e por meio da inoculagdo de plantas de progénies oriundas da autofecundagao

dos transformantes primarios.
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Folhas destacadas retiradas dos transformantes primarios de tomateiro e tabaco
foram inoculadas com tospovirus. As folhas foram acondicionadas em gerbox contendo
papel umedecido e mantidas em camara de temperatura controlada a 22°C. As lesdes
locais foram comparadas com as lesdes observadas em folhas de plantas nao-
transformadas (controles negativos), de tabaco 16I-2 (linhagem transformada como o
clone cosmideo TC134-8) e tomateiro transformado com o clone pGPP63, os quais
conttm o gene Sw-5 clonado a partir da linhagem SW99-1 de tomateiro por
Brommonschenkel et al. (2000).

Plantas de progénies oriundas da autofecundacdo dos transformantes primarios
foram inoculadas com tospovirus e avaliadas quanto ao tipo de lesdo formada nas folhas
inoculadas e capacidade de contencdo da infeccdo sist€émica. Assim como para os
ensaios com folha destacada, plantas nao-transformadas foram utilizadas como
controles negativos e plantas de tabaco 16I-2, tomateiro transformado com o clone
pGPP63 e plantas da linhagem SW99-1, foram utilizadas como controles positivos.
Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas em condigdes de casa de vegetacdo e
avaliadas por um periodo de 10 dias quanto ao desenvolvimento de sintomas locais e

sistémicos.

Determinacio da presenca do transgene por meio de PCR

A presenga das seqiiéncias transgénicas em plantas de tomate e tabaco foi
determinada, via PCR, utilizando-se os oligonucleotideos 1958B ¢ FP12. O DNA das
plantas de tabaco e tomate foi extraido de acordo com protocolo de Fulton et al. (1995).
A reacdo de PCR consistiu em 100-200 ng de DNA gendmico, 2,5 uL do tampao de
reacdo 10X (Tris-HCl 200 mM pHS,3, KCI 500 mM, MgCl, 15 mM), 2 pL da mistura
de deoxinucleotideos (0,01 M de cada dANTP), 0,5 uL do oligonucleotideo 1958B
(10 uM) (5°- GGT GAA CTT CCC GGG AGA AAA TGG CTG -3’), 0,5 uL do
oligonucleotideo FP12 (10 uM) (5’- AGG ATT TGT AGT ACG TCT CAA CTT
G -3°), 2 a 5 unidades da enzima 7Tag DNA polimerase e agua estéril (Milli-Q)
suficiente para atingir um volume final de 25 puL. Apos desnaturagdo inicial a 94°C por
3 min, a amplificacdo constituiu de 40 ciclos de desnaturacdo por 30 s a 94°C,
anelamento por 1 min a 52°C e extensdo a 72°C por 2 minutos. Apos os 40 ciclos, foi
realizada uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Nas condi¢des de PCR utilizadas,

em tabaco somente as plantas transg€nicas apresentam amplificagao do fragmento. Em
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tomateiro, no entanto, devido a presenca de seqiiéncias homologas a seqiiéncia do gene
em analise, foi necessario clivar os produtos de PCR para, por meio do padrdao de
restricdo especifico para cada homologo, determinar se as plantas estavam

transformadas.

RESULTADOS

Seqiienciamento de um homdlogo do gene Sw-5 e anadlise da regiio genémica do
acesso LA371-20 que confere resisténcia a tospovirus

Por meio de PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos para a seqiiéncia
do gene Sw-5 e como molde, o DNA extraido de uma planta de tomate (denominada
EP1) que contém, em homozigose, a regido gendmica do loco Sw-5 originada do acesso
LA371-20 de Lycopersicon peruvianum (Guimardes, 2002), foi amplificado um
fragmento de aproximadamente 3,8 Kb. Este contém uma ORF que codifica uma
proteina de 1.244 aminoacidos que apresenta 93,6% de identidade com a proteina
codificada pelo gene Sw-5 clonado por Brommonschenkel et al. (2000), ¢ 92,2% de
identidade com a proteina codificada pelo homologo obtido por Lima (2001), a partir
deste mesmo acesso. Na regido N-terminal, bem como na regido carboxi-terminal (onde
se localizam as repeti¢des ricas em leucina), concentra-se a maior parte da variacao
entre estas proteinas. O dominio NBS (nucleotide binding site) ¢ a regido menos
variavel, apresentando conservados os motivos cinase la, cinase 2 e cinase 3a, tipicos
das proteinas de resisténcia (Figura 1).

A analise exploratéria da presenga e variabilidade de seqiiéncias homoélogas ao
gene Sw-5 em varios acessos de tomateiro selvagem foi realizada, por PCR, utilizando-
se os oligonucleotideos FP12 e 1958B que pareiam na regido 5° do gene Sw-5. Obteve-
se, em todos os acessos, um produto amplificado de 1.125 pb. Clivando-se este produto
com a enzima de restricdo Rsal, verificou-se que o somatoério do tamanho das bandas
obtidas superou os 1125 pb, portanto, o produto amplificado corresponde a uma mistura
de fragmentos com seqiiéncias distintas (Figura 2). Em alguns acessos, até quatro
produtos distintos puderam ser observados, o que corresponderia, no minimo, a

amplificacdo a partir de dois locos todos em heterozigose.

75



SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

SW99

MM
LA371-11
LA371-20

Figura 1 — Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos deduzida a partir do homologo do
gene Sw-35, clonado a partir do acesso LA371-20. SW99 — seqiiéncia da
proteina codificada pelo gene Sw-5, clonado a partir de da linhagem SW99-1
(Brommonschenkel et al., 2000); MM - homologo clonado a partir de
L. esculentum cv. Moneymaker. LA371-11 - homologo clonado por Lima
(2001). Os motivos cinase-la, cinase-2 e cinase-3a, estdo sublinhados. Os
limites do dominio NBS estao demarcados por setas.

MAENEIEEMLEHLRRIKSGGDLDWLDILRIEELEMVLRVFRTFTKYHDVLLPDSLVELTK
MAENEIEEMLEHLRRIKSGGDLDWEFDILRIGELEMVLRVFRTFTKYHDVLLPDSLVKLTK
MAENEIEEMLEHLRRIKSGGGLDWLDILRIEKLEMVLRVFRTFTKYNDVLLPDSLVELAK
MAENEIEEMLEHLRRIKSGGDLDLFGILQIEEVEMVLRVFRTFTKYNDVLLPDSLVELTK

KA KKKk hhkhhhhkhkAAKKAAKKx _ KhKk o Khhkek o« ohhhhhhhhhhhhh s AAAkkhhhk o koK

RAKLTGEILHRVLGRIPHKCKTNLNLERLESHLLEFFQGNTASLSHNYELNDEFDLSKYMD
MAKLTGEILHRVLGRIPHKCKTNLNLERLESHLLEFFQGNTASLSRNYELNDEFDLSKYMD
RAKLIGEILHLLLGRIPHKCKTNLNIERLESHLLEFFQGNTASLSHNYELNDEDLPKYMD
RAKLSGEILHRVLGRIPHKCKTNLNLERLESHLLEFFQGNTASLSHNYELNDFDLSKYMD

KAk KkKhKhKh ek hkAAKAAAKAKAKA K e hhhkhh Ak AA AR KA A h Ak hkk e kAKKAAAKKK K Kx KK

CLENFLNDVLMMFLQKDRFFHSREQLAKHRSIKELKIVQKKIRFLKYIYATEINGYVDYE
CLENFLNDVLMMFLOKGRSCHSKRKLAKHRSIKELKIVQKKIRFLKYIYATEINGYVDYE
LLENFLNDLLMMFLQKDRFFHSREQLAKHRSIKELKIVQKKIRFLKYIYATEINGYVDYE
CLENFLNDLLMMFLYEGRSCHSIKQLAIHRSIKELEIVQKKIRFLKYIYATEINGYVDYE

KAKKKKK e Kk hKhKk o Kk * % ckk kA KAKKKAK e hhhhhh Ak kA AAAA KKK Ak Kk kk kK

KQECLENRIQFMTNTVGQYCLAVLDYVTEGKLNEENDNFSKPPYLLSLIVLVELEMKKIF
KQECLEIRIQFMTNTVGQYCVAVLDYVGEGELNDENDNFSKPPYLLSLIVFVELEMMKLE
KQECLENRIQFMTNTVGQYCLAVLDYVTEGKLNEENDNFSKPPYLLSLIVLVELEMKKIF
KQECLETRIQFMTNTVGQYCVAVLDYVAECELNDENDNFSKPPYLLSLIVFVELEMKKIFE

KA KKk kh hhhkhhk kA A A AR Ak ehkkhhhhk * ohkoehhhkhhhhhkhkhA Ak ke kkkkk K* ok

HGEVKASKFTQSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMY LRNKKLENFPNNIAAQNIDVAIEFLL
HGEVKASKFTRSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMYLRNKKLENFPNNIAAQNIDVAIEFLL
HGEVKASKFTQSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMY LRNKKLENFPNNIAAQNIDVAIEFLL
HGEVKASKFTQSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMY LRNKKLENFPNNIAAQNIDVAIEFLL

KA Kk kkkkhk o hkhkhh kA Ak kkkkkkk ok khhk ok k &k k ok k ok okokkok ok ok ok k& k& k& Kk ok okkkkkk

VFLDADVSNHVINGNWLKKVLLKVGAIAGDILYVIQKLLPRSINKDETSNISLCSIQILE
VFLDADVSNHVINGNWLKKVLLKVGAIAGDILYVIQKLLPRSINKDETSNISLCSIQILE
VFLDADVSNHVINGNWLKEVLLKVGAIAGDILYVIQKLLPRSINKDETSNISLCSIQILE
VFLDADVSNHVINGNWLKKVLLKVGAIAGDILYVIQKLLPRSINKDETSNISLCSIQILE

Kok k ok kkkkokk ok khhkhk ok k o kk ok ok ok kokokk ok ok ok k k& ko k ok ok ok okok ok ok ok ok &k &k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGLSFLNSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGNL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGNL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFPTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGNL
KTKDLKAQVETYYKSLKFTPSQFLTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSGLGFLMKPLLGNL

R R R R R R R

EKELSSLTSILEKELSSIFRDVVHHEHNIPKDLOQRRTINLSYEAEVAIDSILAQYNAFLH
EKELSSLTSILEKELSSIFRDVVHHDHNIPKDLORRTINLACEAEVAIDSILAQYNVFLH
EKELSSLTSILEKELSSIFRDVVHHEHNIPKDLQRRTINLAYEAEVAIDSILAQYNVEFLH
EKELSSLASILEKELSSIFSDVVHHEHSIPKDLORRTINLAYEAEVAIDSILAQYNVFLH

KA KKKk Kh e khhhkhkAKAKKAAK Khhhkhk ek KAAKKAKFAhkhkhk e *hkAAAAAAFF A A kK K hK

>
IFCSLPTIVKEIKQINAEVTEMWSADIPLNPHYVAAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFENK
IFCSLPTIVKEIKQINAEVTEMWSADIPLNPHYVAAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFEFENK
IFCSLPTILKEIKQINAEVTEMWSADIPLNPHYVAAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFENK
IFCSLPTIVKEIKQINAEVTEMWLADIPLNPHYVAAPLKYLPDRHSNLVTDEEVVGFENK
********:************** ***************:********************
cinase-la
AEELIDYLIRGTNELDVVPIVGMGGQGKTTIARKLYNNDIIVSRFDVRAWCIISQTYNRR
AEELIDYLIRGTNELDVVPIVGMGGQGKTTIARKLYNNDIIVSREFDVRAWCIISQTYNRR
AEELIDYLIRGTNELDVVPIVGMGGQGKTTIARKLYYNDIIVSRFDVRAWCIISQTYNRR
AEELIDYLIRGTNELDVVPIVGMGGQGKTTIARKLYNNDIIVSREFDVRAWCIISQTYNQR
khkkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkkhhhkhkkhkkhhxxkhkkhkk*k *********************:*
cinase-2
ELLODIFSQVTGSDDNGATVDVLADMLRRKLMGKRYLIVLDDMWDCMVWDDLRLSFPDDG
ELLODIFSQVTGENDNGATVDVLADMLRRKLMGKRYLIVLDVMWDCMVWDDLRLSFPDDG
ELLODIFSQVTGSDDNGATVDVLADMLRRKLMGKRYLIVLDDMWDCMVWDDLRLSFPDSG
ELLODIFSQVTGENDNGATVDVLADMLRRKLMGKRYLIVLDDMWDCMVWDDLRLSFPDVG

KAKKKAKKAKKAKIKK o kA FAAIAA KA IAFRA KA I AA KA IR I hK Adk kA h Ak dk Ak A h Ak dkhkhAkhx %
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Figura 1, cont.

cinase-3a
IRSRIVVTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLLOKKVFQKEDCPPELQDVSQAV
IRSRIVVTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLLOKKVFQKEDCPPELQDVSQAV
NRSRIVVTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLKTEESCQLLOKKVFQKDDCPPELQDVSQAV
IRSRIVVTTRLEEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLLOKKVFQKEDCPPELQDVSQAV

KA KK Ak ok hhkk ok hkkhk kA AR A Ak khhkhkh Ak A A A XAk khhkhkkhk e Kk kA Kk &k k& kK k%

AEKCKGLPLVVVLVAGIIKKRKMEESWWNEVKDALFDYLDSEFEEYSLATMQLSFDNLPH
AEKCKGLPLVVVLVAGIIKKRKMEESWWNEVKDALFDYLDSEFEEYSLATMQLSFDNLPH
AEKCKGLPLVVVLVAGIIKKRKMEESWWNEVKDALFDYIDSEYEEYSLATMQLSFDNLPH
AEKCKGLPLVVVLVAGIIKKRKMEESWWNEVKDALFDYLDSEFEEYSLATMQLSFDNLPH

KAk ok hhkkhkh ok hk kA Ak Ak A A Ak ok ok ok ok h ok ok hk kA A A A Ak kkk o hhk o kA KA Kkkkkkkkkkkkk

CLKPCLLYMGMFSEDARIPASTLISLWIAEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLISSNLVM
CLKPCLLYMGMFSEDARIPASTLISLWIAEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDLISSNLVM
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Figura 2 — Padrao de restricdo Rsal de fragmentos amplificados por PCR a partir de
DNA genomico de diferentes acessos de tomateiro, utilizando-se os
oligonucleotideos 1958B e FP12 que pareiam na regido 5’ do gene Sw-J.
M - Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder; 1 - P1126444-3; 2 - P1126944-13;
3 - PI126944-6; 4 - LA2753; 5 - LA444-1; 6 - LA371-20; 7 - SW99-1;
8 - L. esculentum cv. Moneymaker.

A partir da planta original do acesso LA371-20, pelo menos dois produtos
distintos foram amplificados, os quais poderiam ser provenientes de regides gendmicas
distintas ou de uma mesma regido. No segundo caso, poderiam ter sido amplificados a
partir de locos muito préoximos ou, ainda, corresponderem a alelos de um mesmo loco.
A presenca de ambos os produtos no hibrido formado entre esta planta e o cultivar
Moneymaker e nas plantas RCF, homozigotas para esta regido genomica, obtidas apds
a autofecundagdo do retrocruzamento entre o hibrido e Moneymaker (Figura 3), sugere
que os produtos amplificados sejam oriundos da mesma regido, correspondendo a dois
locos proximos. Assim, LA371-20 apresentaria dois locos proximos, por exemplo, A e
B, que até onde as analises de restricdo permitem concluir, estariam em homozigose
(Figura 4). A partir do loco A, seria amplificado o produto 1 clivado por Rsal (posi¢ao
1114) e por HindlIII (posi¢ao 1009) apenas na sua extremidade. A partir do loco B, seria
amplificado o produto 2 clivado internamente por Rsal (posicdes 386 ¢ 1114) e apenas
na extremidade, por HindIll (posicdo 1009). Estes produtos sao distintos dos
amplificados a partir de Moneymaker, clivados internamente por ambas as enzimas:

Rsal (posicdes 386 ¢ 1114) e HindlIll (posi¢des 712 e 1009).
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Figura 3 — Padrao de restricdo de fragmentos amplificados a partir de DNA gendémico

de plantas RC,F,, obtidas por Guimaraes (2002), ap6s a autofecundagdo de
planta resistente do retrocruzamento entre o hibrido (LA371 X
Moneymaker) e Moneymaker por meio de PCR, utilizando-se os
oligonucleotideos 1958B e FP12 que pareiam na regido 5’ do gene Sw-3.
A) Clivagem com HindlIIl. B) Clivagem com Rsal. M - Marcador 1 Kb Plus
DNA Ladder; EP - Planta RC;F, homozigota para a regido genomica
oriunda do acesso LA371-20; LA - planta original do acesso LA371-20;
Sw - SW99-1; MM - Moneymaker; RR, Rr, rr - Homo ou heterozigose no
loco inferida para plantas RC,F, pelo referido autor, com base no marcador
CAPS COS134FR localizado a aproximadamente 12 Kb do loco Sw-5.
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Figura 4 — Padrao de restricdo Rsal de fragmentos amplificados a partir de DNA
genomico de diferentes acessos de tomateiro e transformantes primarios de
tabaco por PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos para a regiao
5’ do gene Sw-5. M - Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder; 1 - H65-1;
2 - PI126928-2; 3 - H60-1; 4 - PI126944-6; 5 - H32-2; 6 - LA2753;
7 - H333-6; 8 - LA371-20; 9 - Moneymaker; 10 - H27-18 (tabaco
transformado com o gene Sw-5 oriundo de SWO99-1); 11 - 16I-2;
12 - SW99-1.

A relagdo entre as seqiiéncias homdlogas a Sw-5 amplificadas e a resisténcia a
tospovirus presente no acesso LA371-20, foi estabelecida confrontando-se os dados de
segregacdo destas seqiiéncias com a resisténcia a tospovirus em plantas RC,F,, obtidas
por Guimardes (2002) apoés a autofecundacdo do retrocruzamento entre o hibrido
(LA371 X Moneymaker) e Moneymaker. Nas plantas resistentes, sempre se observa o
padrio de restricdo da seqiiéncia que contém sitios Rsal e HindIIl apenas na
extremidade, ao passo que nas plantas suscetiveis, somente o padrio de restricdo
derivado do homologo oriundo de Moneymaker ¢ observado (Figura 3). Considerando
que Guimaraes (2002), por meio do marcador CAPS COS134FR localizado a
aproximadamente 12 Kb do loco Sw-5, estabeleceu que a resisténcia a tospovirus co-
segrega com este loco, deduz-se que as seqiiéncias amplificadas sdo provenientes de
locos situados nesta regido e um dos dois ou ambos, s@o responsaveis pela resisténcia de

LA371-20.

Confirmacao dos transformantes de tabaco e tomateiro e avaliaciao da resisténcia a
tospovirus

Por meio de PCR utilizando-se oligonucleotideos especificos para a regido 5 do
gene Sw-5, foram confirmados 16 transformantes primarios de tabaco e oito

transformantes de tomateiro (Tabela 2). A andlise de restricdo dos fragmentos
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amplificados demonstrou que a seqiiéncia clonada e utilizada nas transformacdes
corresponde a uma das seqiiéncias homologas amplificadas dos respectivos acessos

selvagens de tomateiro (Figura 4).

Tabela 2 — Relacdo do numero total de transformantes primarios de tabaco e tomateiro,
obtidos para cada um dos homoélogos do gene Sw-5 oriundos de diferentes
acesso de tomateiro selvagem.

Planta Cddigo do Total de transformantes
transformada Acesso transformante primarios
Tabaco L. chilense LA2753 H32 4
Tabaco L. peruvianum LA371-20 H333 4
Tabaco L. peruvianum 126944-6 H60 5
Tabaco L. peruvianum 126928-2 H65 3
Tomateiro L. peruvianum 126944-6 T60 3
Tomateiro L. peruvianum 126928-2 T65 5

O numero de inser¢des do transgene foi estimado pela analise de segregagao
para algumas progénies de tabaco, obtidas a partir da autofecundacdo dos
transformantes primarios (Tabela 3). A presenga de pelo menos uma planta ndo-

transformada, num total de no maximo 10 plantas avaliadas, sugere apenas uma

insercao.

Tabela 3 — Analise da segregacdo do transgene em progénies oriundas da
autofecundagdo de plantas de Nicotiana tabacum ‘Havana 425,
transformadas com homologos do gene Sw-5.

Progénie T:N.T* Modelo v’ P%
H32-4 6:3 3:1 0,33 56,37
H60-3 8:1 3:1 0,93 33,59
H60-4 9:1 3:1 1,20 27,33
H333-6 5:5 3:1 3,33 6,79
H333-7 8:2 3:1 0,13 71,50

*T:N.T — T: planta transformada, que apresenta o transgene conforme PCR; N.T: planta
ndo-transformada
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As folhas destacadas de tabaco e tomateiro transformados com os diferentes
homologos apresentaram lesdes semelhantes as observadas nas folhas retiradas de
plantas nao-transformadas (controles negativos). As folhas de tabaco 16I-2 e de
tomateiro transformado com o clone pGPP63 (controles positivos) exibiram reagdes
locais necréticas tipicas de resposta de hipersensibilidade.

Todas as plantas das progénies originadas da autofecundagdo dos transformantes
primarios foram suscetiveis, apresentando sintomas de infec¢do sistémica por
tospovirus. As plantas que compunham os controles positivos exibiram reagdes locais

necroticas nas folhas inoculadas e nenhum sintoma de infeccao sistémica.

DISCUSSAO

O acesso LA371-20 do tomateiro selvagem L. peruvianum € resistente a infecg¢ao
por varias espécies de tospovirus (Guimardes, 2002). O espectro amplo ¢ as lesdes
necréticas nas folhas inoculadas, caracteristicas desta resisténcia, sdo similares a
conferida pelo gene Sw-5 (originario de um acesso de L. peruvianum). A resisténcia de
LA371-20 é devida a um gene dominante localizado na regido genomica do loco Sw-5,
sendo possivel que o gene Sw-3, um outro alelo deste loco ou um gene situado em loco
proximo seja o responsavel pela resisténcia (Guimaraes, 2002).

Utilizando-se oligonucleotideos desenhados a partir da seqii€ncia do gene Sw-J5,
uma seqiiéncia homologa a esse gene foi amplificada a partir do acesso LA371-20 de
L. peruvianum. Esta contém uma ORF que codifica uma proteina de 1.244 aminoacidos
que apresenta 93,6% de identidade com a proteina codificada pelo gene Sw-5
(Brommonschenkel et al., 2000). A maior parte da variagdo entre estas proteinas
concentra-se nas regides N-terminal e carboxi-terminal. A regido central da proteina,
onde se localiza o dominio NBS com os motivos cinase tipicos das proteinas de
resisténcia, ¢ a mais conservada entre as proteinas. Esta seqiiéncia, embora similar
(92,2% de identidade), difere da descrita por Lima (2001), clonada a partir de outra
planta (LA371-11) deste acesso. Este autor ja havia detectado polimorfismo entre as
seqiiéncias homologas amplificadas a partir de outros dois acessos de L. peruvianum:
PI126944-6 ¢ P1126928-2. E possivel que estas seqiiéncias correspondam a diferentes
formas alélicas de um mesmo gene ou de genes homoélogos situados em diferentes

regides gendmicas.
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Por meio de PCR, utilizando-se oligonucleotideos que permitem amplificar a
regido 5’ de Sw-3, verificou-se que, apds clivagem com enzima de restricdo, nos
diferentes acessos de tomateiro utilizados por Lima (2001), mais de uma seqiiéncia
homologa pode ser amplificada. Nos casos em que apenas duas seqiiéncias distintas
foram amplificadas, estas poderiam corresponder a alelos de um mesmo loco. Contudo,
a partir de alguns acessos até quatro produtos distintos foram amplificados, o que
corresponderia no minimo a dois locos em heterozigose. Excluindo-se a possibilidade de
que essas seqiiéncias tenham se originado de distintas regides gendmicas do tomateiro,
as seqiiéncias amplificadas ndo poderiam ter origem em um unico loco e, portanto,
podem ser derivadas de locos proximos contendo genes homologos.

A partir do acesso LA371-20, pelo menos dois produtos distintos foram
amplificados, sendo que um deles apresenta o padrdo de restricdo deduzido a partir da
seqiiéncia clonada. Como Guimardes (2002) determinou que a resisténcia presente em
LA371-20 ¢ devida a um gene dominante localizado na regido gendmica do loco Sw-35,
procurou-se esclarecer se a seqiiéncia homologa clonada ¢ originada da regido do loco
Sw-5 e, portanto, corresponde ao gene que confere a resisténcia a tospovirus. A analise
de alguns individuos de uma populagdo RC;F, obtida por Guimaraes (2002), apds a
autofecundagdo do retrocruzamento entre o hibrido (LA371-20 X Moneymaker) e
Moneymaker, indica que héa associag@o entre o marcador CAPS COS134FR, situado a
aproximadamente 12 Kb do loco Sw-5 e o padrdo 5’ da seqiiéncia clonada e, portanto,
esta ¢ oriunda da mesma regido gendmica que Sw-5. Como o segundo padrio de
restricdo também estd presente em plantas homozigotas para esta regido do acesso
LA371-20, sugere-se que os dois produtos amplificados por PCR correspondam a dois
genes proximamente ligados, talvez oriundos de um evento de duplicagdo génica (genes
pardlogos). Isto estaria em acordo com Spassova et al. (2001) que seqilienciaram
aproximadamente, 35 Kb deste segmento do genoma do tomateiro e encontraram dois
genes ligados semelhantes a Sw-35.

Todas as quatro seqiiéncias homologas separadas para a analise funcional,
apresentam ORF completa, semelhante 8 ORF Sw-5, sem dele¢des ou interrupcoes
prematuras devidas a codons de terminagdo da traducdo. No entanto, nenhuma delas foi
capaz de conferir resisténcia a tospovirus em plantas transgénicas de tomateiro e tabaco.
E possivel que nenhuma das quatro seqiiéncias avaliadas seja funcional, como também,
a estrutura das construgdes utilizadas na transformacdo pode ter afetado a funcionalidade

das seqiiéncias. Na auséncia de um controle positivo que contivesse rigorosamente as
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mesmas caracteristicas, ou seja, o alelo funcional clonado a partir de linhagem de
tomateiro SW99-1 (Brommonschenkel et al., 2000) inserido da mesma forma no vetor
binario, esta segunda possibilidade ndo pode ser descartada e apenas é possivel apontar
motivos de falha. A auséncia das regides reguladoras 5’ e 3’ do proprio gene pode ser
um dos motivos. O gene N, por exemplo, ndo ¢ completamente funcional quando
expresso sob controle do promotor 35S (Dinesh-Kumar e Baker, 2000). Este ndo deve
ser o caso destas construcdes em analise, uma vez que a ORF Sw-5 sob controle do
promotor 35S foi capaz de conferir resisténcia a tospovirus em tabaco e N. benthamiana
(Oliveira et al, 2001; Yamazaki, 2001; Capitulo 1). Contudo, ao contrario das
construcdes analisadas no presente experimento, essas construcdes apresentavam a
regido 3’ do gene Sw-3, a qual contém um sinal de poliadenilagdo (Lima, 2001). Esta
regido ¢ fundamental para a plena funcionalidade do gene N (Dinesh-Kumar e Baker,
2000). Assim, a auséncia desta regido nas construgdes utilizadas no presente trabalho,
poderia ter sido o elemento determinante da ndo-funcionalidade.

Apenas para a seqiiéncia homodloga clonada a partir do acesso LA371-20,
existem evidéncias de que foi amplificada a partir da regido gendmica responsavel pela
resisténcia a tospovirus e, portanto, pode corresponder ao gene que confere tal
resisténcia. Para as demais seqiiéncias, o unico indicio que apoia seu possivel
envolvimento na resisténcia dos acessos, a partir dos quais foram clonadas, ¢ a
similaridade com o gene Sw-5. No entanto, mesmo para o acesso LA371-20, existem
duavidas sobre o gene responsavel pela resisténcia. O fato de o padrido de restricao
correspondente a seqiiéncia homologa clonada segregar com a resisténcia, ndo permite
refutar que o homologo clonado seja responsavel pela mesma. E possivel que seqiiéncias
homologas ndo-detectaveis pela analise de restri¢do, estejam envolvidas na resisténcia.
O segundo homologo presente na planta original, que esta ligado ao homologo clonado,
também pode ser o gene responsavel pela resisténcia ou contribuir para esta. Spassova et
al. (2001) analisaram plantas de tabaco transformadas com os genes homologos ligados
que encontraram em tomateiro. Observaram que as plantas transformadas com um dos
genes foram resistentes a infec¢do por tospovirus, enquanto que as plantas transformadas
com o outro gene foram suscetiveis. Contudo, curiosamente, as plantas transformadas
com ambos os genes mostravam-se ainda mais resistentes. Efeitos das regides
reguladoras destes genes ndo podem ser descartados, mas a expressdo coordenada dos
dois genes talvez seja importante para a resisténcia, haja vista a conservagdo observada

em suas regides promotoras.
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Em resumo, a seqiiéncia homodloga ao gene Sw-5 clonada a partir do acesso
LA371-20 de L. peruvianum, contém uma ORF sem delecdes ou interrupcdes
prematuras e, portanto, pode codificar uma proteina funcional que poderia estar
envolvida na resisténcia a tospovirus. Esta hipotese é corroborada pelas analises que
indicaram que esta seqiiéncia foi amplificada a partir da regido gendmica que co-segrega
com a resisténcia a tospovirus. Contudo, como mais de um produto ¢ amplificado a
partir desta regido, € possivel que genes homodlogos ligados sejam responsaveis pela
resisténcia. A clonagem do outro homologo presente em LA371-20, bem como dos
varios homologos presentes nos demais acessos de tomateiro, o mapeamento da
resisténcia nestes outros acessos e analises funcionais utilizando-se constru¢des que
contenham todos os elementos regulatorios necessarios a adequada expressdo da
resisténcia, s30 necessarios para inferir a importancia destes homodlogos na resisténcia a

tospovirus nos diferentes acessos de tomateiro.
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CONCLUSOES

Plantas de Nicotiana benthamiana transformadas com o gene Sw-5, foram
resistentes a infec¢ao por tospovirus. Isto indica que as vias de sinalizagdo e as respostas
de defesa ativadas por este gene estdo presentes nesta espécie, o que reforca a hipotese
de conservacdo destas rotas dentro da familia Solanaceae. Deduz-se, também, que a
construcdo utilizada na transformagdo destas plantas (ORF Sw-5 e a regido 3’ nao-
traduzida do gene) contém toda a informacdo necessaria para produzir uma proteina
funcional. A comparacdo do espectro da resisténcia observado em N. benthamiana com
o observado para outras solandceas, corrobora a hipdtese de que o polimorfismo
genético nos componentes das vias de transducdo de sinais pode resultar em diferentes
niveis de resisténcia.

A expressdo isolada dos genes N, NSm e NSs dos tospovirus em plantas com
Sw-3, ndo foi capaz de desencadear a resposta de hipersensibilidade, portanto, outro
componente dos tospovirus deve ser responsavel pelo desencadeamento da reagdo de
resisténcia. A expressdo do gene NSs por meio do vetor PVX, agravou os sintomas
provocados por este virus em algumas solanaceas, o que pode ter relagdo com a
capacidade desta proteina de suprimir silenciamento génico.

A co-expressdo transitoria da regido 5° de Sw-5 em plantas transformadas com
este gene, interferiu na resposta de resisténcia a tospovirus, permitindo a infec¢do viral.
Dado que o efeito foi verificado para a co-expressdo tanto de construgdes senso quanto
anti-senso, € possivel, embora ndo demonstrado, que o silenciamento génico tenha sido

ativado reduzindo os niveis do mRNA de Sw-5 e, conseqlientemente, da resisténcia.

88



A partir do acesso LA371-20, foi clonado um homologo do gene Sw-5. Anélises
indicaram que este homologo ¢ originado do loco Sw-5 ou de regido proxima a este e
que segrega com a resisténcia a tospovirus. Aparentemente, esta regido genomica
contém mais de um homologo que pode, portanto, estar envolvido na resisténcia deste

acCcSSso.
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