GAUS SILVESTRE DE ANDRADE LIMA

RESISTENCIA A TOSPOVIRUS, CLONAGEM E CARACTERIZAGAO

MOLECULAR DE ALELOS DO LOCO Sw-5
EM ESPECIES DE LYCOPERSICON

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Fitopatologia, para
obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL

2001

22



GAUS SILVESTRE DE ANDRADE LIMA

RESISTENCIA A TOSPOVIRUS, CLONAGEM E CARACTERIZAGAO
MOLECULAR DE ALELOS DO LOCO Sw-5
EM ESPECIES DE LYCOPERSICON

Tese apresentada aUniversidade
Federal de Vigcosa como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduagdo em Fitopatologia, para
obtencdo do titulo de Doctor

Scientiae.
APROVADA: 31 de janeiro de 2001.
Prof. Acelino Couto Alfenas Prof. Francisco Murilo Zerbini Junior
(Conselheiro) (Conselheiro)
Prof. Luiz Anténio Maffia Prof. Wagner Campos Otoni

Prof. Sérgio Herminio Brommonschenkel
(Orientador)

23



A minha saudosa méae Eliane,
pelo estimulo aos meus ideais
e pelo grande exemplo de

perseveranca,

Dedico

Aos meus filhos Yuri e Leticia,
A minha es posa Iraildes,

Ao meu pai Jonas e aos irmaos Giani e Gustavo,

24



Ofereco

AGRADECIMENTOS

Ao Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa,
pela oportunidade de realizagcio do curso de doutorado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —
CAPES, pela concessao da bolsa de estudo.

Ao professor Sérgio Herminio Brommonschenkel, pela orientagao.

Aos professores Acelino Couto Alfenas, Francisco Murilo Zerbini, Luiz
Anténio Maffia e Wagner Campos Otoni, pela colaboragao e sugestdes durante
a execucao e redacado desse trabalho.

Ao Dr. Julio César Franco de Oliveira, pela amizade e indispensavel
contribuicao na realizacao desse trabalho.

Aos colegas do Laboratdrio de Patologia Florestal e Genética da
Interacdo Planta-Patégeno e aos demais colegas do Departamento de

25



Fitopatologia da UFV, em especial: Adelica Xavier, Adriana Cheavegatti,
Adriana Truta, Ailton Reis, Davi Teodoro, Débora Teixeira, Douglas Lau,
Edgard Picoli, Edson Mizubuti, Elene Yamazaki, Enilton Santana, lIraildes
Assuncao, Julio César, Lucio Mauro, Luiz Artur, Marcelo Laia, Mina Kurozawa,
Marcia Branddo, Miguel Angel, Lisiene, Raquel Melo, Raquel Pedrosa e
Rodrigo Serpa, pela agradavel convivéncia e pelo constante estimulo.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de Fitopatologia
da UFV, pelo apoio.

A todos que nao foram citados, mas que de alguma forma contribuiram

para a realizag&o desse trabalho.

26



iNDICE

RESUMO ... ettt et se et ns e en s e s eneenas viii
ABSTRACT .o et ettt a et ee s e nn e ne e X
1. INTRODUGAO GERAL ....ovveticteieeie e sttt sessssss sesssss st ssessnes 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt sttt s 5

2.1. Importancia econémica, diversidade e classificacao dos tospovirus.. 5

2.2. Estrutura da particula, organizagédo do genoma e expressao génica

Lo [oTS3N (o 1] o0}V U 1< S 8
2.3. Processo de infecgao da planta hospedeira.........ccccoooveveeieccece e, 11
2.4. RelagOes COM O VEION......ccccieieeeesiese e ettt e nneens 12
2.5. CoNntrole de tOSPOVITUS ......coiieeiririiieerieris e e 14

2.6. Caracterizagdo molecular de genes que conferem resisténcia a
fItOPALOGENOS ... et e 16

CAPITULO 1
AVALIACAO DA RESISTENCIA DE ACESSOS DE Lycopersicon spp. A

TOSPOVIRUS ... et eessas s e s s nnasnasns enenesnans 22
1. INTRODUGAO ...t e es e een s enen sesssas s sens s s sanssnaneas oo 22
2. MATERIAL E METODOS ..ot eeeeeseesees s ees s s eenesnesnesnanees 25
2.1. Obtencdo e manutengao dos isolados Virais ........ccceceeeveneneiesevieennen, 25
2.2. Avaliagado da resisténcia de acessos de Lycopersicon chilense e
L. PEIUVIANUIM ...t ettt et na e 26
2.3. Determinagcdo da herangca da resisténcia de Lycopersicon
peruvianum P1 126928 € LA 444/1-19......cooeoeeeeeceeee e 28
2.4. Avaliagao da resisténcia de acessos de Lycopersicon hirsutum......... 28

27



2.5. Determinagao da heranga da resisténcia de Lycopersicon hirsutum

PUABAAAT ..ttt ettt s e ne e st e eneas

3. RESULTADOS ...ttt ettt sttt e eae st e s ere s e s e eans

3.1. Avaliagido da resisténcia de acessos de Lycopersicon chilense e

L. PEIUVIANUM ..o eeeeeeet et ee sttt e e st e sreeete s s e e sneenaeeanneens

3.2. Heranga da resisténcia em Lycopersicon peruvianum ...............c.c......

3.3. Avaliacao da resisténcia de acessos de L. hirsutum.................ccueuu.....

3.4. Heranca da resisténcia de Lycopersicon hirsutum Pl 134417 ao

isolado TSAL do Tomato chlorotic spoted Virus .............ccceceeeeceeee e

4. DISCUSSAOD. ...t e eesaes s sasssssass nes e seas s e snsssassnsans eeanenens
CAPITULO 2

CLONAGEM E CARACTERIZACAO DE ALELOS DO LOCO Swb5

PROVENIENTES DE LycOpPersiCON SPP. ..ccceeueeeeereeeeieieesiess seesreeeessesseensesseennas

1. INTRODUGAO ...ttt e es e ees s aesa seaesas st s s s annasnanens sanens

2. MATERIAL E METODOS.......ooiuieeeeeeeeesesseeeseeesesessessesssssessessas senesensssssssanens

2.1. Amplificacédo dos alelos do 10CO SW-5...........cooeeieiieie e,

2.2. Clonagem dos alelos do 10C0 SW-S ... e

2.3. Caracterizagdo parcial dos alelos do loco Sw-5 mediante digestéao

(=T 04 o 0= 1 o= SO SSP

2.4. Sequenciamento dos plasmideos recombinantes............ccccocerrccrenn

2.5. Analise das SEQUENCIAS .......cccccereririririeiee et e

3. RESULTADOS ...ttt ettt sttt et eaesae s eresse e s e enns

3.1. Amplificacdo dos alelos do 10CO SW-S ...

3.2. Caracterizacédo parcial dos alelos do loco Sw-5 mediante digestao

=T a4 o 0= 1 (o= S

3.3. Clonagem e caracterizagao molecular de alelos do loco Sw-5.............

4. DISCUSSAOQ. ...t e eees s sssas s esssenass nes s esassasesssssanansans sesananens

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... s snesne s

28

29
30

30
34
35

38
41

46
46
51
51
53

54
54
57
58
58



RESUMO

LIMA, Gaus Silvestre de Andrade. D.S., Universidade Federal de Vigosa,
janeiro de 2001. Resisténcia a tospovirus, clonagem e caracterizagao
molecular de alelos do loco Sw-5 em espécies de Lycopersicon.

Orientador: Sérgio Herminio Brommonschenkel. Conselheiros: Francisco
Murilo Zerbini Junior e Acelino Couto Alfenas.

O presente trabalho objetivou: 1) avaliar a resisténcia de acessos de
Lycopersicon spp. a tospovirus; 2) estudar a heranga da resisténcia em
algumas dessas fontes e 3) clonar e caracterizar molecularmente alelos do loco
Sw-5 provenientes de Lycopersicon spp. Plantas de 12 acessos de tomateiro,
pertencentes & espécies L. peruvianum, L. chilense e L. hirsutum foram
inoculadas com cinco isolados de tospovirus, pertencentes & espécies TSWV,
TCSV, CSNV e GRSV. A reacao das plantas foi avaliada periodicamente por
30 dias. Ao final desse periodo, as plantas assintomaticas foram confirmadas
como resistentes, mediante DAS-ELISA. A resisténcia na maioria dos materiais
foi de amplo espectro (efetiva contra todos isolados), porém em alguns casos a
resisténcia foi do tipo isolado-especifica. Os materiais mais promissores foram
0s acessos Pl 126928, LA 444/1, LA 371 e Pl 126944 de L. peruvianum e

LA 130 e LA 2753 de L. chilense. Esses materiais constituem fontes de
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resisténcia alternativas para o manejo das tospoviroses do tomateiro. O estudo
de heranga da resisténcia em L. hirsutum Pl 134417 indicou que a resisténcia
nessa fonte é condicionada por dois genes independentes, um dominante e um
recessivo. Num teste de alelismo, o gene dominante segregou
independentemente do gene Sw-5, indicando que sao genes distintos. Em
L. peruvianum Pl 126928, a resisténcia segregou como uma caracteristica
condicionada por dois ou mais genes dominantes ndo ligados. Na terceira
etapa do trabalho, comparou-se o nivel de conservacao de alelos do loco Sw-5
em Lycopersicon spp. Os alelos foram obtidos mediante PCR de longo alcance,
utilizando-se o sistema ELONGASE™ (Gibco-BRL) para amplificacdo. Nas
reacbes de amplificagdo foram utilizadas trés combinagdes de
oligonucleotideos desenhados com base na seqiiéncia do gene Sw-5. Como
molde foi utilizado DNA extraido de plantas cuja reagcdo a tospovirus ja era
conhecida. Foram obtidos 16 alelos do loco Sw-5, provenientes de quatro
espécies do género Lycopersicon. Apds uma pré-caracterizagdo mediante
clivagem com enzimas de restricdo, 10 clones foram selecionados para
seqlenciamento. A analise de sequéncia dos alelos revelou identidade de
nucleotideos superior a 91% para a ORF completa. Quando a comparacéo foi
realizada para os diferentes dominios que compdem o gene Sw-5, observou-se
que as maiores divergéncias residem nas extremidades 5 e 3’ do gene. A
comparagdo entre as proteinas codificadas pelo alelo Sw-5' (confere
resisténcia) e seu alelo sw-5? (confere suscetibilidade) revelou 53 substituicbes
ao nivel de aminoacidos. Destas substituicdes, 14 sdo nao-sinbnimas e se
concentram na extremidade amino e nas LRR, indicando o provavel
envolvimento dessas regides na especificidade da resisténcia. A analise
funcional dos alelos do loco Sw-56 e a construcdo de quimeras entre os alelos
Sw-5 e sw-5° estdo em andamento e auxiliardo a estabelecer as bases

moleculares da resisténcia do tomateiro a tospovirus.
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ABSTRACT

LIMA, Gaus Silvestre de Andrade. D.S., Universidade Federal de Vigosa,
January 2001. Resistance to tospovirus, cloning and molecular
characterization of Sw-5 alleles from different Lycopersicon species.

Advisor: Sérgio Herminio Brommonschenkel. Committee members: Francisco
Murilo Zerbini Junior and Acelino Couto Alfenas.

Lycopersicon peruvianum, L. chilense and L. hirsutum germplasm was
inoculated with five isolates from the tospovirus species Tomato spotted wilt
virus, Tomato chlorotic spot virus, Chrysanthemum stem necrosis virus, and
Groundnut ringspot virus. Several introductions showed resistance to all
isolates. However, in some cases, resistance isolate-specific was also
observed. Pl 126928, LA 444/1, LA 371 and Pl 126944 of L. peruvianum and
LA 130 and LA 2753 of L. chilense were the most resistant materials.
Inheritance studies showed that two independent genes, one dominant and one
recessive, control the Pl 134417 resistance. Allelism tests revealed that this
dominant gene is not an allele of the Sw-5 locus. The resistance derived from PI
126928 segregated as a trait controlled by two or more non-linked dominant
genes. Sixteen alleles of the Sw-5 locus were PCR-amplified from four

Lycopersicon species, cloned and sequenced. The alleles possess more than
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91% of identity at nucleotide level; the largest divergence was observed in the
5’and 3" extremities. Sequence comparisons between the resistance allele
Sw-5" and the susceptible allele Sw-5% revealed 53 amino acid substitutions;
fourteen substitutions are non-synonymous and located at the amino and
carboxi terminus of the protein. The functional analysis of the other alleles and
the construction of chimeras between Sw-5" and Sw-57 will allow to identify the

protein region involved in the resistance specificity.
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1. INTRODUGAO GERAL

Os tospovirus estdo entre os virus de maior importancia para a
agricultura mundial, provocando perdas significativas em vaérias culturas,
sobretudo em hortalicas. No Brasil, considerando-se a cultura do tomateiro, sé&o
estimadas perdas que variam de 30 a 100% da producao (NAGATA et al.,
1995; POZZER et al., 1996; FAJARDO et al., 1997). As perdas tendem a ser
mais elevadas em regides em que predominam altas temperaturas e escassez
de chuvas, condi¢des que favorecem a multiplicagao e a dispersao dos vetores,
insetos da ordem Thysanoptera (De AVILA, 1993).

Em tomateiro, a doencga provocada pelos tospovirus, é conhecida como
vira-cabega (De AVILA, 1993). Os sintomas observados variam muito,
dependendo do isolado, do hospedeiro e das condicdes ambientais. De um
modo geral, verifica-se bronzeamento nas folhas, mosaico, deformagéao foliar,
manchas em anéis sobre folhas e frutos, necrose do caule e das folhas,
nanismo e até mesmo morte de plantas (GERMAN et al., 1992; NAGATA et al.,
1995; POZZER et al. 1996).

O Tomato spotted wilt virus (TSWV) foi considerado, por muitos anos, o
unico membro de um grupo que apresenta caracteristicas unicas entre os virus
que infectam plantas (PETERS e GOLDBACH, 1993). No entanto, pesquisas
independentes demonstraram semelhangas entre o TSWV e membros da
familia Bunyaviridae (FRANCKI et al., 1991; MURPHY et al., 1995). Atualmente
os Tospovirus representam o quinto género desta familia. Os outros quatro
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géneros sao constituidos por virus que infectam exclusivamente animais (VAN
POELWIJK et al., 1996). Atualmente, cerca de 12 espécies sédo reconhecidas
ou propostas nesse género (VAN ROGERMORTEL et al., 2000).

No Brasil, seis espécies ja foram relatadas: Tomato spotted wilt virus
(TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV),
Chrysanthemun stem necrosis virus (CSNV), Iris yellow spot virus (IYSV) e
Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), sendo que as quatro primeiras espécies
podem infectar o tomateiro (De AVILA, 1993; COLLARICIO, 2000). A
importancia relativa de cada uma dessas espécies varia de acordo com a
regido geografica considerada, porém recentes levantamentos tém evidenciado
a predominadncia do GRSV em tomateiros em varias regides do pais
(BEZERRA et al., 1999; POZZER et al., 1999; LIMA, 2000).

Varios fatores dificultam o controle dos tospovirus, principalmente a
ampla gama-de-hospedeiros, que para algumas espécies pode ser superior a
800 espécies de plantas (JAHN et al., 2000). Este fato dificulta a adogéo de
medidas de erradicacdo e de outras medidas que visam reduzir a fonte de
inéculo, como a erradicacdo de plantas daninhas, destruicdo de restos de
culturas, etc. O controle quimico dos tripes nem sempre é eficiente e, ou,
economicamente inviavel. Portanto, a resisténcia genética tem sido
considerada a melhor estratégia para o manejo dessas viroses na cultura do
tomateiro (STEVENS et al, 1992; KUMAR et al., 1993; De AVILA, 1993;
STEVENS et al., 1994; ROSELLO et al., 1999).

Resisténcia ao TSWV tem sido relatada em algumas espécies do
género Lycopersicon, principalmente em L. peruvianum (KUMAR et al., 1993;
STEVENS et al., 1994; ROSELLO et al, 1999). Todavia, ndo tem sido facil
incorporar essa resisténcia em variedades comerciais, devido a
incompatibilidade de cruzamentos entre L. esculentum e L. peruvianum e a
associagao da resisténcia com caracteristicas agronémicas indesejaveis. Além
disso, muitas vezes, a resisténcia identificada é isolado-especifica.

Na década de 1940, resisténcia de amplo espectro ao TSWV foi
identificada em L. peruvianum. Essa resisténcia foi incorporada em
L. esculentum mediante o método de retrocruzamentos, resultando no
desenvolvimento da cultivar Stevens STEVENS et al., 1992). Posteriormente,

foi demonstrado que essa resisténcia era efetiva contra outras espécies de
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tospovirus que infectam o tomateiro (STEVENS et al, 1992; BOITEUX e
GIORDANO, 1993; LAU, 2000). O estudo de herancga indicou que a resisténcia
incorporada em ‘Stevens’ é condicionada por um unico gene dominante,
denominado Sw-5 (STEVENS et al., 1992).

A natureza inespecifica da resisténcia tornou o gene Sw-5 a principal
alternativa no melhoramento do tomateiro visando resisténcia a tospovirus
(CHO et al, 1996). Este gene vem sendo incorporado em varios
cultivares de tomate industrial e de mesa (CHO et al., 1996; ROSELLO et al.,
1998). A expansédo da area cultivada com variedades contendo o gene Sw-5
pode resultar na selecdo de estirpes capazes de suplantar a resisténcia
conferida por esse gene. Desta maneira, a identificagcdo de fontes adicionais
de resisténcia a tospovirus é de grande importancia para o manejo dessas
viroses.

O gene Sw-5 codifica para uma proteina de 1246 aminoacidos que tem
similaridade com varias proteinas envolvidas na resisténcia de plantas a
doengas, incluindo as proteinas Mi e 12 do tomateiro que conferem resisténcia
a Meloidogyne spp. e Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, respectivamente e
RPM1 de Arabidopsis, que confere resisténcia a Pseudomonas syringae
pv. maculicola (BROMMONSCHENKEL et al, 2000). Essas proteinas
apresentam dominios que contém repeticbes ricas no aminoacido leucina
(LRR’s, “leucine rich repeat”) e sitios de ligagdo a nucleotideos trifostatados
(NBS, “nucleotide binding site”). Tem sido proposto que os dominios LRR
atuam em interagdes proteina-proteina (KOBE e DEISENHOFER, 1995; ELLIS
et al., 2000a), o que sugere que a proteina Sw-5 pode se ligar diretamente ao
produto de aviruléncia do patdogeno ou interagir com outras proteinas do
hospedeiro que integram as vias de transducdo de sinais que conduzem a
reagao de hipersensibilidade e aativagado de outras respostas de defesa. Os
dominios NBS tém sido relatados em varias proteinas que atuam como
sinalizadores celulares (ELLIS et al., 2000a) e sua presenga sugere que a
ligacao a nucleotideos trifosfatados (ATP, GTP) seja essencial para a atividade
da proteina Sw-5. A clonagem de outros alelos do loco Sw-5 permitira um
estudo mais detalhado dos mecanismos moleculares envolvidos na atividade

dessa proteina.
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O presente trabalho teve como objetivos: 1) avaliar acessos selvagens
de Lycopersicon spp. quanto aresisténcia a tospovirus; 2) estudar a heranga
da resisténcia presente em algumas dessas fontes e 3) clonar e caracterizar

molecularmente homoélogos do gene Sw-5 provenientes de diferentes acessos

de Lycopersicon spp.

36



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia economica, diversidade e classificac@o dos tospovirus

Em tomate, a primeira descricdo de uma doencga causada por tospovirus
foi feita por BRITTLEBANK (1919) na Australia. O autor denominou-a “spotted
wilt of tomato”. A associacdo de um virus adoenca foi feita por SAMUEL et al.
(1930), que denominaram o agente etiolégico de Tomato spotted wilt virus —
(TSWV).

Por muitos anos o TSWV foi considerado como um virus restrito &
regides tropicais e subtropicais. Entretanto, na década de 1980, devido a
introdugcdo no Hemisfério Norte do vetor Frankliniella occidentalis, o TSWV
disseminou-se rapidamente em hortalicas e plantas ornamentais cultivadas nos
Estados Unidos, Canada e posteriormente na Europa (POZZER et al., 1996).
Atualmente o patégeno ocorre em todos os continentes (GERMAN et al., 1992;
ROSELLO et al., 1996; POZZER et al., 1996).

No Brasil, o TSWYV foi descrito pela primeira vez em
1937 por Silberschmidt, em fumo (POZZER et al., 1996).
Em tomateiro, a doenga causada por tospovirus €
tradicionalmente conhecida como “vira-cabeca”, sendo
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uma das principais doencas da cultura (LOPES e
SANTOS, 1994). Os prejuizos em tomate tém sido
elevados pelo fato das principais cultivares de tomate de
mesa e para processamento industrial serem altamente
suscetiveis ao virus. Perdas variando de 30% a 100% tém
sido descritas para a cultura do tomateiro no Brasil
(POZZER et al., 1996, FAJARDO et al., 1997). Maiores
perdas devido adoenga sdo observadas nos periodos mais
quentes e secos do ano, condi¢des que favorecem a
multiplicacao e a dispersao do tripes vetor (LOPES e
SANTOS, 1994).

Algumas espécies de tospovirus podem apresentar
uma gama de hospedeiros muito ampla, como por
exemplo, o TSWV, para o qual sao relatadas mais de 800
especies (JHAN et al., 2000). Entre estas espécies estao
incluidas muitas culturas de importancia econémica, como
pimentdo, fumo, batata, alface, berinjela, amendoim,
mamao, amendoim, além de varias espécies de plantas
ornamentais (GERMAN et al., 1992; POZZER et al.,
1996; ROSELLO et al., 1996; EDWARDSON e
CHRISTIE, 1997; GARCIA et al., 2000). As gamas de
hospedeiros do GRSV, TCSV e CSNV, também sao
consideradas amplas (BEZERRA ef al., 1999; POZZER et
al., 1999).

Por varias décadas, o TSWYV foi considerado como
um virus com caracteristicas unicas, nao relacionado com
nenhum outro virus de plantas (GOLDBACH E PETERS,
1994). No entanto, pesquisas independentes demonstraram
a semelhanca, principalmente com relagdo amorfologia da
particula, organizacdo gendmica e expressao de proteinas,
do TSWV com membros da familia Bunyaviridae
(MILNE e FRANCKI, 1984; De HAAN et al., 1989;
FRANCKI et al., 1991; MURPHY et al., 1995). Esta
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familia apresentava até entdo quatro géneros cujos
membros infectam exclusivamente animais ( Bunyavirus,
Phlebovirus, Nairovirus e Hantavirus). A caracterizagao
molecular do TSWYV levou aproposta de criagdo de um
quinto género ( Tospovirus), sendo o TSWYV considerado a
espécie-tipo deste género (De HAAN et al., 1990).

A utilizacdo de ELISA no estudo da diversidade do TSWV revelou que os
isolados apresentavam caracteristicas soroldgicas distintas, as quais poderiam
ser utilizadas em estudos taxondmicos e filogenéticos. A anélise dos diferentes
isolados mediante utilizagdo de antissoros policlonais contra a proteina N e de
antissoros monoclonais contra as proteinas N, G1 e G2 resultou no
reconhecimento de trés serogrupos: |, Il e Il (De AVILA et al, 1990). No

serogrupo I, distinguiram-se dois serotipos (De AVILA et al., 1990).

A caracterizagdo molecular mais detalhada dos tospovirus levou a separacio
dos isolados pertencentes a estes serogrupos em espécies, sendo a seqiiéncia de
aminoacidos codificada pelo gene do nucleocapsideo (N) o principal critério utilizado
nessa distingdo. Atualmente, considera-se que isolados com identidade igual ou superior
a 90% sejam agrupados na mesma espécie (RESENDE, 1995). No entanto, a seqiiéncia
do gene N ndo € o Unico fator considerado na definicdio de espécies de tospovirus.
Outras caracteristicas importantes incluem: relacionamento sorologico, utilizando-se
antissoro para a proteina N, especificidade de transmissdo por vetores, sintomatologia e
gama de hospedeiros (De AVILA, 1993; ROSELLO et al., 1996).

Baseado em tais critérios, De AVILA et al. (1993c) propuseram, além
de TSWV, trés novas espécies denominadas Tomato chlorotic spot virus
(TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) e Impatiens necrotic spot virus
(INSV). Posteriormente foram descritas as espécies Goundnut bud necrosis
virus (GBNV) (HEINZE et al., 1995), Watermelon silver mottle virus (WSMV)
(YEH e CHANG, 1995), Watermelon bud necrosis virus (WBNV) (JAIN et al.,
1998), Iris yellow spot virus (IYSV) (CORTES et al., 1998), Peanut bud
necrosis virus (PBNV) (SATYANARAYANA et al., 1996), Peanut yellow spot
virus (PYSV) (SATYANARAYANA et al, 1998), Zucchini lethal chlorosis virus
(ZLCV) (BEZERRA et al., 1999), Chrysanthemun stem necrosis virus (CSNV)
(BEZERRAZ et al., 1999) e Melon yellow spot virus (MYSV) (KATO et al., 2000).
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NAGATA et al. (1995) realizaram um levantamento para determinar a
distribuicdo geografica das espécies de tospovirus associadas ao tomateiro em
varios estados do Brasil. Os autores verificaram que em Sao Paulo, Santa
Catarina e sul de Minas Gerais, predominaram TCSV e GRSV. Situacao
inversa foi observada no Parana e no Distrito Federal, onde predominou
TSWV. Em Pernambuco, apenas GRSV foi encontrado e no Rio Grande do
Sul, apenas TCSV. Levantamentos recentes indicam que o GRSV vem se

disseminando em diversas regides do pais, podendo ser considerada como a
espécie de tospovirus mais importante em tomateiros no Brasil (BEZERRA et
al., 1999; LIMA et al., 2000). O CSNV, que também pode infectar o tomateiro,
foi relatado apenas na regidao Sudeste (EIRAS et al., 1999; COLARICCIO et al.,
2000).

2.2. Estrutura da particula, organizagao do genoma e
expressao génica dos tospovirus

Os tospovirus sio os unicos virus de plantas conhecidos que apresentam

particulas envolvidas por um envelope lipidico e morfologia aproximadamente
esférica (80 x 110nm) (GERMAN et al., 1992). O envelope € originario do sistema

de membranas do hospedeiro (planta ou vetor) e apresenta, embebidas na matriz
lipidica, duas glicoproteinas codificadas pelo genoma viral (KITAJIMA et al.,
1992).

No interior do envelope encontram-se trés RNAs de fita simples, que
compdem o genoma viral. Os RNA’s sio denominados de acordo com seus
tamanhos relativos: RNA L (“long”, 8,9 kb), RNA M (“medium”, 5,4 kb) e RNA S
(“short”, 2,9 kb) (MOHAMED, 1981; De HAAN et al., 1991). Na particula sio
encontradas quatro proteinas estruturais: a proteina N, de 28,8 kDa, que esta

fortemente associada aos RNAs gendmicos, formando os nucleocapsideos
(GERMAN et al., 1992). Ligadas aos nucleocapsideos encontram-se cerca de 10 a

20 cépias da proteina L, de 331,5 kDa (ROSELLO et al., 1996). Duas
glicoproteinas estruturais (G1 e G2) estdo associadas ao envelope lipidico
(MOHAMED, 1981).

As extremidades 3’ ¢ 5° dos trés RNAs sao
complementares entre si. Esta caracteristica faz com que
os RNA’s assumam uma forma pseudocircular mais
estavel, denominada “cabo de panela” (PETERS et al.,
1991; KORMELINK et al., 1992a).
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Até o momento, apenas dois isolados de tospovirus
tiveram seus genomas completamente seqiienciados, o
isolado brasileiro BRO1 (TSWV) e o 1solado holandés NL-
07 (INSV). Esses dois genomas servem como modelo para
o estudo de expressao e regulacdo génica de tospovirus em
células vegetais (ROSSELO et al., 1996).

O RNA L apresenta apenas uma ORF, de polaridade
negativa (De HAAN et al., 1991; VAN POELWIJK et al.,
1995) e, portanto, a fita complementar deve ser copiada
para que o processo de traducao se realize. Os RNAs M e
S utilizam uma estratégia de expressdo ambisenso €
apresentam duas ORF’s cada um. O RNA M codifica, no
sentido viral, uma proteina
nao-estrutural denominada NSm, de 33,6 kDa, e no
sentido complementar um polipeptideo de 127 kDa que ¢
processado em duas glicoproteinas (G1 e G2)
(KORMELINK et al., 1992b). O RNA S codifica no
sentido viral a proteina NSs, de 52,4 kDa e, no sentido
complementar, a proteina N, de 28,8 kDa (De HAAN et
al., 1991; KORMELINK et al., 1991).

As proteinas codificadas pelos RNAs M e S sdo
traduzidas a partir de RNA’s subgendmicos
(KORMELINK et al., 1992b). Nesses casos, antes da
traducdo, devem ocorrer a transcri¢ao € o processamento
dos mRNAs. O processamento inclui a incorporagao de
uma seqiiéncia (“cap”) removida da extremidade 5’ dos
RNAs mensageiros do hospedeiro, um processo conhecido
como “cap-snatching” (KORMELINK et al., 1992a). As
seqiiéncias removidas correspondem ao sitio de ligagao
dos ribossomos. Dessa maneira, a traducao dos mRNAs do
hospedeiro ¢ enormemente comprometida, pois os RNAs

que nao apresentam essas seqiiéncias nao sao traduzidos.
As funcbes da maioria das proteinas codificadas pelos tospovirus ja

foram determinadas. A proteina L é a replicase viral (RNA polimerase
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dependente de RNA) (ADKINS et al., 1995). Outra fungao atribuida aproteina L
€ o processo de roubo da capa, ou seja, a enzima cliva as sequéncias 5’ dos
MRNAs do hospedeiro e as liga aos mRNAs virais (KORMELINK et al., 1992c).
A comparacao da sequéncia de aminoacidos das polimerases de TSWV e
INSV revelou varios dominios com homologia com outros membros da familia
Bunyaviridae (De HAAN, et al., 1991; VAN POELWIJK et al., 1997).

As proteinas G1 (75 kDa) e G2 (46 kDa) sao
produzidas a partir de um peptideo precursor, de 127,4
kDa em TSWV (KORMELINK ef al., 1992b) e 124,9 kDa
em INSV (LAW et al., 1992). Essas proteinas estao
envolvidas na formagao do envelope (RESENDE et al.,
1991). As proteinas G1 e G2 aparentemente estao
envolvidas na aquisi¢ao do virus pelo vetor (BANDLA et
al., 1998; KIKKERT et al., 1998). Isso pdde ser sugerido
a partir da observacao que tospovirus, apos seguidas
inoculacoes artificiais no hospedeiro, tendem a perder seu
envelope e a capacidade para codificar as glicoproteinas
(RESENDE et al., 1991). Isolados que perderam o
envelope deixam de ser transmitidos pelo vetor, mas ndo
perdem a infectividade quando inoculados artificialmente.
A inspecao da estrutura primaria da glicoproteina G2 de
INSV revelou a presenca de um dominio de ligacao a
membrana celular de tripes (LAW e MOYER, 1990) e
TSWV (KORMELINK ef al., 1992b). Esta regido pode
representar o sitio pelo qual o virion interage com o inseto

durante as fases iniciais do processo de aquisigdo
(KORMELINK et al., 1992b).

A proteina NSm ¢é a provavel proteina de movimento célula a célula
(KORMELINK et al, 1992c; STORMS et al., 1995). Esta proteina nao é
encontrada em outros membros da familia Bunyaviridae. Estudos de
imunolocalizacao demonstraram que esta proteina encontra-se associada a
agregados de nucleocapsideo e a plasmodesmas (KORMELINK et al., 1994).
Nos plasmodesmas de células infectadas é observada a formacéao de tubulos,

0s quais sdo imunomarcados positivamente para a proteina NSm (STORMS et
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al., 1995). O mesmo fato também ocorre em protoplastos (KIKKERT et al.,
1997). Esses e outros resultados sugerem que esta proteina executa ou auxilia
o0 movimento de nucleocapsideos através dos plasmodesmas (KORMELINK et
al, 1994; STORMS et al.,, 1995). A hipotese de que nucleocapsideos, e nao
virions, sejam transportados através dos plasmodesmas, pode ser sugerida
devido ao fato de que mutantes que nao apresentam envelope sao capazes de
infectar sistemicamente a planta hospedeira (RESENDE et al., 1991).

A proteina N é a proteina que se associa aos RNAs genémicos
formando os nucleocapsideos. Além disso, a proteina N parece ter um papel
decisivo no controle da transcrigao/replicagao.

A proteina NSs é a unica cuja fungao ainda nao foi determinada.
Porém, sabe-se que esta proteina acumula-se tanto em células do inseto vetor
(ULLMAN et al., 1995) quanto em células vegetais, podendo estar associada a
replicagao viral (LAWSON et al., 1996; KIKKERT et al., 1997).

A comparagdo entre os genomas do TSWV e INSV, bem como de seus
produtos génicos, foi realizada por KORMELINK ef al. (1992b). Entre as varias
proteinas, a polimerase (proteina L) ¢ a mais conservada (84 % de homologia de
seqiiéncia). Ambas as proteinas codificadas pelo RNA S sdo menos conservadas (N, 70
% e NSs, 69 %). Uma comparacdo mais detalhada entre as proteinas L. de TSWV e

INSV revelou que a polimerase do INSV ¢ 10 residuos de aminoacidos mais curta
(VAN POELWIIK et al., 1996).

A compara¢ao do genoma dos tospovirus com o de
outros membros de Bunyaviridae tem fornecido
importantes evidéncias a respeito da evolucdo dos
tospovirus. O fato do género Bunyavirus ser mais
relacionado com Tospovirus do que com Hantavirus,
considerando-se o RNA L, sugere que a adaptagao de
Tospovirus aplanta hospedeira teria ocorrido ha muito
tempo (De HAAN et al., 1991). No entanto, considerando
a natureza ambisenso do RNA S, os Tospovirus parecem
mais relacionados com Phlebovirus, uma vez que para os
demais membros da familia o RNA S ¢ de polaridade
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negativa (MURPHY et al., 1995; VAN POELWIIK et al.,
1996).

2.3. Processo de infeccao da planta hospedeira

ApoOs a entrada na célula, as particulas sao
desenvelopadas, provavelmente por enzimas presentes nos
lisossomos. A proteina do nucleocapsideo ¢ desagregada
dos RNAs gendmicos, tornando-os aptos atranscrigao pela
polimerase viral. A polimerase pode entdo sintetizar os
mRNAs. Apos a adigdo da capa, mediante o processo de
“cap-snatching” os mRNAs sdo traduzidos, originando as
proteinas estruturais € ndo-estruturais, essenciais para
completar o ciclo de infeccao (POZZER et al., 1996).

Nao ha resultados conclusivos em relacdo ao controle temporal da
transcricdo e da replicacao viral. Entretanto, pode ser especulado que esses
processos se assemelhem, em linhas gerais, ao que ocorre com outros virus
que apresentam genoma constituido por RNA de fita simples sentido negativo
(ROSELLO et al., 1996). Nesses casos a polimerase atua como replicase ou
transcriptase dependendo da quantidade de proteina N no citoplasma. Assim,
quando ha uma pequena quantidade de N, como ocorre no inicio da infeccao, a
polimerase viral atua como transcriptase, sintetizando mais mRNA do que RNA
gendmico. Quando o nivel de proteina N no citoplasma se eleva, a polimerase
passa a atuar como replicase, aumentando a sintese do RNA viral (GIELEN et
al., 1991). Os RNAs gendbmicos seriam encapsidados pela proteina N,
formando os nucleocapsideos, os quais poderiam ser transportados através
dos plasmodesmas com a participagdo da proteina NSm, infectando células
vizinhas. De acordo com POZZER et al. (1996), os nucleocapsideos poderiam
tomar uma via alternativa na célula vegetal, ou seja, seguiriam para o complexo
de Golgi e/ou reticulo endoplasmatico, onde seriam envelopados. Nesse caso
os virions estariam prontos para serem adquiridos pelo vetor e transmitidos

para outras plantas, completando assim o processo de infecgao.
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2.4. Relacoes com o vetor

Os tospovirus sao transmitidos de maneira persistente por insetos da
ordem Thysanoptera, vulgarmente conhecidos como tripes (SAKIMURA, 1962;
PALIWAL, 1974). O inseto adquire o virus principalmente no primeiro ou,
ocasionalmente, no segundo estadio larval (WIUJKAMP et al, 1993). Em
condigdes de campo a transmissdo sO se inicia quando o inseto atinge o
estadio adulto (SAKIMURA, 1962). O inseto na fase adulta ndo adquire o virus
devido a uma barreira histologica localizada no intestino, que aparentemente
impede a fixacado dos virions (ULLMAN, et al, 1992; MEDEIROS e GERMAN,
2000).

Pelo menos nove espécies de tripes pertencentes aos géneros Thrips,
Scirtothrips e Frankliniella ja foram descritas como vetores de tospovirus
(ROSELLO et al, 1996; MOUND, 1996). Até a década de 1980, T. tabaci era
considerada a principal espécie vetora, devido principalmente a sua ampla
distribuicdo geografica. A partir dessa década F. occidentalis tornou-se o
principal vetor em decorréncia de sua rapida disseminacdo no Hemisfério Norte
(GOLDBACH e PETERS, 1994). Outras espécies que merecem destaque
devido as suas importancias como vetores de tospovirus séo F. schultzei e
F. fusca (ROSELLO et al., 1996).

No Brasil dispdem-se de poucos dados sobre a distribuigdo geografica e
importancia relativa das diferentes espécies de tripes vetores de tospovirus.
Porém, acredita-se que essa distribuigdo seja muito influenciada pelas
condicbes ambientais e pelo tipo de vegetacdo encontrada. PAVAN et al.
(1996) relataram F. shultzeicomo a unica espécie vetora de TSWV e TCSV na
cultura do tomateiro, na regido de Botucatu, SP. De acordo com FAJARDO et
al. (1997) provavelmente essa espécie € o vetor mais importante no pais.

A eficiéncia de transmissao dos tospovirus depende de varios fatores,
podendo ser citados, dentre outros, a espécie, o ecotipo e o estadio de
desenvolvimento do vetor, o isolado viral e a planta hospedeira considerada.
De um modo geral ha uma grande variagcado na eficiéncia de transmissdo dos
tospovirus pelas diferentes espécies de F. occidentalis € de 85%, caindo para
66% para TSWV, 28% para TCSV e 10% para GRSV. F. schultzei trans mite
mais eficientemente TCSV (38%) do que GRSV (16%) e TSWV (14%). Os
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autores demonstraram também a baixa eficiéncia de transmissao da espécie T.
tabaci, que nas mesmas condigdes foi capaz de transmitir apenas o TSWV,
ainda assim com uma eficiéncia considerada baixa (10%). Com relagéo ao
CSNV, BEZERRA et al. (1999) verificaram que o virus foi transmitido por
F. occidentalis e F. schltzei, mas nao por T. tabaci.

Técnicas como ELISA tém sido utilizadas para acompanhar a
concentragao de virus no corpo do inseto. Logo apos a ingestdo, grande parte
do virus é eliminada através do intestino. Em seguida, a quantidade de virus
aumenta progressivamente até o momento da metamorfose, quando cai
repentinamente. Na fase adulta, a concentragdo de virus volta a aumentar
consideravelmente (ULLMAN et al., 1993; WIUKAMP et al., 1993). Quando
chega ao intestino do inseto o virus adere-se a parede, multiplica-se nos
tecidos adjacentes e transloca-se através da hemolinfa, até chegar &
glandulas salivares, onde se acumula. Durante o processo de alimentacéo o
virus é inoculado nas plantas, juntamente com a saliva (ULLMAN et al., 1993;
WIJKAMP et al., 1993).

Estudos de microscopia eletrobnica tém sugerido que os eventos
envolvidos na aquisigdo do virus pelo vetor sdo caracteristicos de endocitose
mediada por receptor (BANDLA et al., 1998; MEDEIROS e GERMAN, 2000).
Varias evidéncias sugerem que as glicoproteinas G1 e G2 interagem
especificamente com receptores localizados nas membranas das células do
intestino do inseto (BANDLA et 4., 1998; KIKKERT et al., 1998). KIKKERT et
al. (1998) identificaram uma proteina de 94 kDa, conservada em duas espécies
vetoras (F. occidentalis e T. tabaci). De acordo com os autores, esta proteina
seria o receptor das particulas de TSWV, mediante interagdo especifica com a
glicoproteina G2. BANDLA et al. (1998), trabalhando com a interagao
F. occidentalis - TSWV chegaram a resultados distintos. Os autores
identificaram uma proteina de 50 kDa que provavelmente interage com as duas
glicoproteinas.

Resultados obtidos por MEDEIROS e GERMAN (2000) reforcam a
hipotese que a proteina de 50 kDa €& o determinante de especificidade na
interagdo com G1 e G2. Os autores clonaram e caracterizaram o cDNA que
codifica para essa proteina, que € um homologo de receptores arilforina. Esta

proteina é expressa em altos niveis nas larvas e em baixos niveis nos adultos e
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apresenta similaridade com [-integrina, o receptor para Hantavirus
(MEDEIROS e GERMAN, 2000).

A primeira evidéncia de que os tospovirus replicam no inseto vetor foi
obtida por WIJKAMP et al. (1993). Os autores utilizaram a técnica de “western
blotting” para demonstrar o acumulo das proteinas N e NSs do TSWV no corpo
de F. occidentalis. Particulas virais foram observadas nas glandulas salivares,
nos ductos das glandulas salivares e nas células musculares. A multiplicagao
do virus no vetor foi confirmada pelo uso de culturas de células de tripes
(NAGATA et al., 1997).

2.5. Controle de tospovirus

De acordo com De AVILA (1993) varios fatores
dificultam o controle das doengas causadas por tospovirus
na cultura do tomateiro. A ampla gama de hospedeiros
torna dificil a ado¢ao de medidas fitossanitarias como
erradicacao de hospedeiros alternativos, isolamento
cultural e determinag¢do de calendarios de plantio. O
controle do vetor pelo uso de inseticidas € uma opgao
Interessante, uma vez que a transmissao pelo inseto ¢ do
tipo circulativa e o vetor somente adquire o virus no
estadio larval, sendo capaz de transmiti-lo apenas na fase
adulta. Além disso, apenas o adulto ¢ alado e a dispersao
das ninfas pelo vento ndo ¢ muito eficiente (De AVILA,
1993; ROSELLO et al., 1996). No entanto, alguns
trabalhos tém demonstrado que a aplicagdo de inseticidas
com o intuito de se controlar os tripes deve ser feita com
cautela, devido ao risco de selecdo de populagdes
resistentes (BROADBENT e PREE, 1997). Além disso, o
controle quimico do vetor ¢ dificultado pela sua ampla
gama de hospedeiros e pelo fato de, muitas vezes,
ocuparem partes da planta pouco acessiveis aos
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inseticidas, como os 6rgaos florais (ROSELLO et al.,
1996).

Devido a estas dificuldades, a resisténcia genética tem sido apontada
como a estratégia mais promissora no controle das tospoviroses (STEVENS et
al., 1992; De AVILA, 1993; CHO et al,, 1996; ROSELLO et al., 1998; 1999). Os
primeiros trabalhos em busca de fontes de resisténcia a tospovirus no
germoplasma de Lycopersicon foram realizados nas décadas de 1930 e 1940 e
resultaram na identificacdo de acessos resistentes de L. pimpinellifolium
(SAMUEL et al., 1930) e L. esculenfum (HOLMES, 1948). FINLAY (1953)
demonstrou que a resisténcia nessas fontes era do tipo isolado-especifica, o
que as tornou desinteressantes para programas de melhoramento.

A busca de resisténcia a tospovirus foi estendida a outras espécies nao
cultivadas de Lycopersicon, incluindo L. peruvianum, L. chilense, L. hirsutum,
L. glabatrum, L. chimielewskii, L. pennellii, entre outras (STEVENS et al., 1992;
KUMAR et al, 1993). Em alguns casos resisténcia tem sido identificada,
todavia a incorporagdo dessa resisténcia em variedades comerciais tem sido
dificil, principalmente devido afalta de compatibilidade de cruzamentos entre o
tomateiro cultivado com espécies selvagens e aassociagao da resisténcia com
caracteristicas agronémicas indesejaveis (THOMPSON e VAN ZIJL, 1996).

Resisténcia de amplo espectro ao TSWV foi identificada em
L. peruvianum e incorporada em L. esculentum, mediante retrocruzamentos,
resultando numa cultivar denominada Stevens (STEVENS et al., 1992;
THOMPSON e VAN ZIJL, 1996). Posteriormente, foi demonstrado que a
resisténcia presente em ‘Stevens’ era condicionada por um unico gene
dominante, denominado Sw-5 (STEVENS et al., 1992). Varios estudos
demonstraram que a resisténcia mediada por Sw5 é eficiente contra as
espécies de tospovirus que infectam o tomateiro (De AVILA, 1993; BOITEUX e
GIORDANO, 1993; ROSELLO et al., 1998; LAU, 2000).

O carater nao especifico da resisténcia conferida por Sw-5 tornou este
gene o mais utilizado em programas de melhoramento. Todavia, essa
resisténcia pode ser parcialmente vencida na presenca de elevadas
populagdes de tripes vetor viruliferos (DIEZ et al., 1995; ROSELLO et al., 1998)
ou completamente suplantada por determinados isolados (LATHAM e JONES,
1998; LAU, 2000; STEVENS et al., 1998; COLLARICIO et al., 2000). Um outro
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gene de resisténcia (Sw-6), também originario de. L. peruvianum, foi
recentemente identificado por ROSELLO et al. (1998). Este gene constitui uma
alternativa para programas de melhoramento, embora tenha como
desvantagens o fato de apre sentar dominancia incompleta e ter sua eficiéncia

reduzida quando se realizam inoculagdes com tripes (ROSELLO et al., 1998).

2.6. Caracterizagdo molecular de genes que conferem resisténcia a
fitopatéogenos

A base genética de interagbes gene-a-gene comegou a ser
desvendada apés os trabalhos de Flor que demonstraram que a resisténcia do
linho aferrugem (Melampsora lini) era consequéncia de uma interagéo entre
genes correspondentes no patégeno e no hospedeiro. Os estudos de Flor
forneceram a base tedrica para a hipétese gene-a-gene de interagdo planta-
patdgeno e para a clonagem de genes de aviruléncia de patdégenos e seus
correspondentes genes de resisténcia de plantas.

De acordo com a hipotese gene-a-gene, o hospedeiro apresenta genes
responsaveis pelo reconhecimento especifico de fatores produzidos pelas
diferentes ragas do patégeno (genes R). Os fatores do patégeno, reconhecidos
pelos produtos dos genes de resisténcia, sao denominados de elicitores e os
genes que os codificam, de genes de aviruléncia (avr). Tal reconhecimento
dispara uma série de eventos, culminando na ativagdo de um conjunto de
respostas de defesa, incluindo a reagéo de hipersensibilidade (HR). Portanto, o
fenodtipo da interagdo é uma caracteristica dependente da constituicdo genética
do patégeno e do hospedeiro. Quando os genes R e avr estdo presentes na
interacédo planta-patégeno o hospedeiro é resistente, ao passo que se um ou
ambos o0s genes estdo ausentes a interagdo resulta em doencga. Esse tipo de
interacdo tem sido observado para varios casos envolvendo patdégenos
biotréficos e hemibiotroficos (STASKAWICZ et al., 1995).

Interacbes gene-a-gene tém sido interpretadas em termos de um
modelo receptordigante, onde os produtos dos genes de resisténcia séo
receptores que especificamente detectam, direta ou indiretamente, o produto
de aviruléncia correspondente do patégeno (CRUTE e PINK, 1996). Os

modelos propostos sugerem que estas proteinas receptoras devem
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desempenhar duas propriedades basicas: reconhecimento especifico do
patdbgeno e ativagcdo de uma cascata de transducdo de sinais que leva a
expressao de genes envolvidos na resisténcia (ELLIS et al., 2000a). Este
modelo pode ser uma simplificacado e o produto do patégeno reconhecido pode
ser um complexo formado entre fatores do patégeno e do hospedeiro ou
fatores apenas do patégeno (ELLIS et al., 2000b). Vale salientar que até o
momento a demonstracio da interacdo direta entre os produtos dos genes R e
Avr sé foi realizada para as proteinas codificadas pelos genes Pto do tomateiro
e Xa21 do arroz. A proteina Pto interage com AvrPto, proteina codificada pelo
gene avrPto de Pseudomonas syringae pv. Tomato (TANG et al, 1996),
enquanto a proteina Xa21 interage com AvrXa21, produzida por ragas de
Xhantomonas campestris pv. oryzae que apresentam o gene avrXa21 (BRYAN
et al., 2000).

Com a excegao dos genes Avr de origem viral, ndo se conhece
exatamente as fungdes desempenhadas pelos genes Avr (GOPALAN et al.,
1996; LAECH e WHITE, 1996) A analise de seqiéncia desses genes
revelou que os mesmos codificam para produtos sem caracteristicas
estruturais em comum. Existem evidéncias de que os genes Avr podem
desempenhar papéis importantes na patogénese, uma vez que, em alguns
casos, reducdo na patogenicidade €& observada quando os genes Avr sao
mutados (KEARNEY e STASKAWICZ, 1990; SWARUP et al, 1992; VAN
GIJSEGEM et al., 1995; DANGAL, et al., 1995; GOPALAN et al., 1996; LEACH
e WHITE, 1996).

A clonagem e caracterizagédo de genes que conferem resisténcia do tipo
gene-a-gene revelou que, ao contrario dos genesavr, os produtos dos genes R
apresentam dominios estruturais conservados. Esta conservagao independe do
patdgeno e da planta hospedeira considerada. Tal fato sugere que as plantas
utilizam um mecanismo geral de percepgao e ativagdo de respostas de defesa
contra patogenos (HAMOND-KOSACK e JONES, 1996; BENT, 1996). Em
determinados aspectos, as respostas de defesa vegetal se assemelham a
resposta imune de insetos e mamiferos. Algumas dessas semelhangas incluem
a ativacdo da morte celular programada e a semelhanca estrutural de algumas
proteinas envolvidas na resposta de defesa contra patégenos (MICHELMORE
e MEYERS, 1998; NOEL et al., 1999).
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De acordo com as caracteristicas estruturais das proteinas codificadas,
os genes R tém sido agrupados em quatro classes. Trés dessas classes
apresentam dominios constituidos por repeticdes ricas no aminoacido leucina
(“leucine rich repeats”, LRR’s). Na classe que corresponde aos genes que
conferem ao tomateiro resisténcia a Cladosporium fulvum (Cf-2, Cf-4,Cf-5 e
Cf-9) as LRR séao extracelulares, sendo as proteinas ancoradas a membrana
plasmatica por um dominio hidrofébico. Situagdo semelhante ocorre com a
classe representada pelo gene Xa-21 do arroz, que confere resisténcia
contra X. campestris pv. oryzae. No entanto, além das LRR extracelulares,
a proteina Xa21 apresenta um dominio transmembrana e um
dominio cinase serina/treonina na porgado citoplasmatica. A classe mais
abundante reune proteinas R que além dos dominios LRR’s, apresentam
um dominio de sitio de ligagcdo a nuckotideos trifosfatados (“nucleotide
binding site”, NBS). Atualmente esta classe conta com pelo menos
15 genes ja caracterizados (ELLIS et al., 2000a; ELLIS et al., 2000b).

Estruturalmente, as repeticbes ricas em leucina sdo dominios
de aproximadamente 24 aminoacidos, repetidos em série, contendo
leucina ou outros aminoacidos hidrofébicos a intervalos regulares, podendo
também apresentar prolinas e asparaginas espagadas entre as
repeticbes de leucina (BENT et al, 1994). A seqléncia consenso
que caracteriza o dominio LRR €& LxxLxLxx, onde “L” representa
leucina ou outro residuo hidrofébico. Até o momento nenhuma proteina de
resisténcia foi cristalizada e, portanto, as inferéncias estruturais sao
efetuadas por analogia com outras proteinas que tém LRR’s e que ja
tiveram sua estrutura determinada por cristalografia, como por exemplo,
proteinas inibidoras de ribonucleases de alguns mamiferos. Estes estudos
sugerem que as LRR’s formam uma estrutura denominada ‘3-strand-p-turn”,
com os residuos nao alifaticos expostos para o meio hidrofilico (NOEL et al.,
1999). De acordo com este modelo tais residuos determinariam a
especificidade da interagdo gene-a-gene (ELLIS et al, 2000b). O fato dos
residuos “x” do consenso serem hipervariaveis reforga essa hipotese (MEYERS
etal., 1999).

Funcionalmente, as LRR’s, aparentemente, estdo envolvidas na

interacao proteina-proteina (BENT, 1996). Tem sido sugerido que proteinas
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com tais dominios poderiam estar interagindo direta ou indiretamente com o
produto do gene de aviruléncia correspondente e/ou com outras proteinas que
integram vias de transducdo de sinais que conduzem aativacdo da HR e de
outras respostas de defesa (BENT, 1996; HAMMOND-KOSACK e JONES,
1997; ELLIS et al., 2000).

Os dominios NBS tém sido relatados em dwersas proteinas com atividade de
ligagdo a ATP ¢ GTP, como por exemplo, a subunidade 3 da enzima ATP sintetase,
proteinas ras, adenilato cinases, entre outras (ALBERTS et al, 1994; TRAUT, 1994;
ELLIS et al., 2000). A presenca do dominio NBS nas proteinas R sugere que a ligagdo a
nucleotideos trifosfatados seja essencial para a sua atividade (TRAUT, 1994; BENT,
1996). O dominio NBS pode ser subdividido em subdominios especificos, como as
regides
“P-loop”, “cinase 2A”, cinase ‘“3A” e HD (TRAUT, 1994). Aparentemente, o
subdominio “P-loop”, representado pelo consenso GxxxxGK(T/S), ¢ a regido mais
conservada do dominio NBS (TRAUT, 1994). Apesar dos avangos relacionados a
caracterizagdo estrutural dos dominios NBS, pouco ainda se sabe sobre seu papel na
ativacdo das respostas de defesa contra fitopatdgenos (BENT, 1994). Sabe-se, no
entanto, que os dominios NBS estdo presentes em muitas proteinas envolvidas com o
processo de apoptose em mamiferos (TRAUT, 1994).

A classe de genes R que codificam para proteinas com dominios NBS/LRR
pode ser dividida em duas subclasses com base em caracteristicas da extremidade amino
da proteina. Em muitos casos verifica-se, nesta regido, um dominio que apresenta
homologia com receptores de mamiferos (interleucina-1) e de drosofila (Toll),
denominado TIR (para Toll, Interleucina 1 e proteina R) (ELLIS et al., 2000a). Tanto
Toll quanto IL-1R tém a fungdo de ativar fatores de transcricio. IL-1R, apos interagao
com IL-1, ativa o fator de transcrigdo NF-kKB. A proteina Toll, participa do controle do
desenvolvimento de drosofila, ativando o fator de transcrigio Dorsal. E provavel que
proteinas R com o dominio TIR funcionem de maneira semelhante a Toll e IL-1R
(BENT, 1996), ativando vias de transducdo de sinais especificas. Em Arabidopsis, 75%
dos genes que codificam proteinas NBS/LRR {aproximadamente 200 genes (MEYERS
et al., 1999)} apresentam um dominio TIR na extremidade amino.

Além das similaridades de seqiiéncia, ha outros indicios de uma atuacfo

comum para proteinas R com dominios TIR, Toll e IL-1R. Por exemplo, em mamiferos,
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a fungdo do fator de transcricdo NF-KB ¢ estimular a producdo de espécies ativas de
oxigénio, fato que também ¢ observado em plantas, na maioria das interacdes gene-a-
gene incompativeis. Além disso, a atividade de NF-kB ¢ influenciada pelo acido
salicilico. Em plantas, este composto pode estimular uma séric de respostas de defesa,
inclusive aquelas relacionadas com HR (DANGL et al., 1996; BENT, 1996). No caso
de Toll, sua atividade ¢ dependente de Pelle, uma proteina cinase do tipo serina/treonina
que apresenta alta homologia com a proteina Pto (MORISATO e ANDERSON, 1995).

Proteinas que ndo apresentam TIR, geralmente apresentam um dominio
denominado ziper de Ileucina (“leucine zipper’, LZ) na extremidade amino.
Estruturalmente, os dominios LZ presentes em proteinas R sdo caracterizados por
apresentarem a seqiéncia consenso LxxxYxxL, onde “L” representa o aminoacido
leucina, “Y” um aminodcido hidrofobico e “X” um aminodcido qualquer. Esta
seqiiéncia repete-se quatro vezes, em tandem. Comparagdes entre dominios LZ de
varias proteinas codificadas por genes de resisténcia tém demonstrado que, de modo
geral, tais dominios apresentam pequena homologia, devido ao fato dos aminoacidos
representados por “X” serem altamente variados. Assim como as LRR’s, acredita-se que
os dominios LZ favorecam interagdes proteina-proteina, devido ao fato de promoverem
a formagdo de estruturas denominadas “coiled-coil” (ALBER, 1992; BENT, 1996). Os
LZ’s tém sido relatados em varias proteinas que formam homo ou heterodimeros,
principalmente fatores de transcricdo de eucariotos (BENT, 1996; HAMMOND-
KOSACK e JONES, 1996).

Resultados recentes indicam que as vias de transducdo de sinais ativadas apos o
reconhecimento do patdogeno podem ser determinadas pelas caracteristicas estruturais da
extremidade amino da proteina R. Em Arabidopsis, por exemplo, as proteinas com
dominios LZ/NBS/LRR utilizam uma via dependente do gene NDRI (AARTS et al.,
1998), distinta da via utilizada por proteinas com dominios TIR-NBS/LRR, que por sua
vez € dependente do gene EDS1 (AARTS et al., 1998; FALK et al., 1999).

O gene Sw-5 codifica para uma proteina que apresenta dominios
LZ/NBS/LRR com alta homologia com a proteina Mi, que confere ao tomateiro
resisténcia a Meloidogyne spp. A proteina Sw-5 ¢é constituida
predominantemente por aminoacidos hidrofilicos, o que sugere sua localizagao
citoplasmatica (BROMMONSCHENKEL et al., 2000). No entanto, ha na

extremidade amino uma regido rica em aminoacidos hidrofébicos, que pode
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funcionar ancorando a proteina a um sistema de membranas
(BROMMONSCHENKEL et al., 2000).
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CAPITULO 1

AVALIAGAO DA RESISTENCIA DE ACESSOS DE Lycopersicon spp.
A TOSPOVIRUS

1. INTRODUGAO

As viroses causadas por tospovirus estao entre as principais doencas
do tomateiro no Brasil, sendo comuns relatos de perdas variando de 30 a 100%
da producédo (BOITEUX et al., 1993a; POZZER et al., 1996; FAJARDO et al.,
1997). As perdas tendem a ser maiores em regides onde predominam
temperaturas elevadas e escassez de chuvas, condi¢bes que favorecem a
multiplicagdo e a dispersédo dos tripes vetores (BOITEUX et al, 1993b;
NAGATA et al., 1995). Outro fator que eleva ainda mais as perdas € o fato de
que as principais cultivares de tomate para mesa ou para industria plantadas
no Brasil serem altamente suscetiveis a tospovirus BOITEUX et al., 1993b;
POZZER et al, 1996). Os sintomas mais comumente observados sao
bronzeamento, necrose nas hastes, peciolos e folhas, manchas cloréticas em
forma de anéis sobre folhas e frutos, necrose apical e morte da planta
(GERMAN et al., 1992; POZZER et al., 1996; ROSELLO et al., 1996).

Atualmente sao reconhecidas ou propostas 13 espécies de tospovirus,
sendo que pelo menos quatro (Tomato spoted wilt virus - TSWV, Groundnut
ring spot virus - GRSV, Tomato chlorotic spot virus - TCSV e Chrysanthemum
stem necrosis virus - CSNV) podem infectar o tomateiro. No Brasil, estas quatro
espécies ja foram relatadas (NAGATA et al.,, 1995; POZZER et al., 1999). A
importancia relativa de cada espécie varia de acordo com a regiao considerada
(NAGATA et al., 1995; LIMA et al., 2000a).

Em levantamentos realizados em 199293 (NAGATA et al., 1995)
verificaram o predominio das espécies de TSWV e TCSV no Brasil. Porém, nos

ultimos cinco anos este cenario vem se alterando. A prevaléncia das espécies
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TSWV e TCSV vem diminuindo (BEZERRA et al., 1999), enquanto a espécie
GRSV vem se disseminando em todas as regides do pais (BEZERRA et al.,
1999; LIMA et al., 2000a).

Varios fatores dificultam o controle das doencas causadas por
tospovirus, principalmente a ampla gama de hospedeiros tanto dos virus
quanto dos vetores, a transmisséo eficiente e o dificil controle dos vetores, que
podem rapidamente tornar-se resistentes aos inseticidas BOITEUX et al.,
1993a; CHO et al.,, 1996). Dessa maneira, a resisténcia genética tem sido
apontada como a melhor estratégia no manejo das tospoviroses (BOITEUX et
al., 1993b; BOITEUX e GIORDANO, 1993; KUMAR e ULLMAN, 1993;
STEVENS et al., 1994; ROSELLO et al., 1998; ROSELLO et al., 1999).

Os primeiros trabalhos em busca de fontes de resisténcia a tospovirus
no germoplasma de Lycopersicon foram realizados nas décadas de 1930 e
1940. Tais trabalhos resultaram na identificacdo de resisténcia em
L. pimpinellifolium (SAMUEL et al, 1930) e em L. esculentum (HOLMES,
1948). FINLAY (1953) demonstrou que a resisténcia nessas fontes era
condicionada por dois genes dominantes (Sw-1% e Sw-1°) e trés recessivos
(sw-2, sw-3, e sw-4) e que todos eles proporcionavam resisténcia d tipo
isolado-especifica, 0 que os tornou desinteressantes para uso em programas
de melhoramento.

Resisténcia de amplo espectro contra o TSWV foi identificada em
L. peruvianum e incorporada em L. esculentum, mediante retrocruzamentos,
resultando no desenvolvimento da cultivar ‘Stevens’ (STEVENS et al.,, 1992).
Posteriormente, demonstrou-se que a resisténcia presente em ‘Stevens’ é
efetiva contra outras espécies de tospovirus que infectam o tomateiro
(BOITEUX e GIORDANO, 1993; COLARICCIO et al, 2000), sendo
condicionada por um gene dominante, denominado Sw5 (STEVENS et al.,
1994).

Um novo gene de resisténcia (Sw-6), também originario de.
L. peruvianum, foi recentemente identificado por ROSELLO et al. (1998). Este
gene confere resisténcia a isolados pertencentes aespécie TSWV e constitui
uma alternativa para os programas de melhoramento do tomateiro. Todavia, a
eficiéncia desse gene contra outras espécies de tospovirus restritas aAmérica
do Sul (TCSV, GRSV e CSNV) ainda nao foi determinada. Além disso, o gene
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Sw-6 apresenta como desvantagens os fatos de apresentar dominancia
incompleta e ter sua eficiéncia reduzida em inoculacdes por tripes (ROSELLO
etal., 1998).

O gene Sw5 vem sendo introduzido em varios cultivares brasileiros de
tomate industrial ou de mesa (BOITEUX, et al., 1993; ROSELLO et al., 1998).
Com a expanséao da area cultivada com variedades contendo o gene Sw-5 é
possivel que sejam selecionadas estirpes capazes de vencer a resisténcia
conferida pelo gene Sw-5. Assim, o conhecimento de fontes adicionais de
resisténcia a espécies de tospovirus que ocorrem no Brasil e a incorporacao
desta resisténcia em cultivares comerciais € de grande importancia para o
manejo dessas viroses na cultura do tomateiro.

Desta forma este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de sete
acessos da espécie L. peruvianum, trés de L. chilense e dois de L. hirsutum a
cinco diferentes isolados de tospovirus, bem como determinar a heranca da

resisténcia identificada em alguns desses acessos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao e mnutencaomanutencao -dos isolados virais

Para a avaliagao da resisténcia, as plantas de Lycopersicon spp. foram
inoculadas com cinco isolados de tospovirus. Os isolados AGR2, TSAL, CVFIT
e Cb foram previamente caracterizados biologicamente (gama de hospedeiros),
sorologicamente (DAS-ELISA) e molecularmente (clonagem do gene N),
visando a determinagao das respectivas espécies (Tabela 1). O quinto isolado
utilizado (BR01), pertencente aespécie TSWV (Tabela 1), foi cedido pelo Dr.
Antonio Carlos de Avila, Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas, Brasilia,
Distrito Federal, Brasil. Outro isolado (V1-3), classificado de acordo com os
mesmos critérios (Tabela 1), foi empregado numa etapa posterior desse
estudo.

Estoques dos isolados virais foram mantidos em ultrafreezer (80°C),
para preservagao da integridade do inéculo original. Antes da inoculagao, o
indeculo original foi multiplicado em Nicotiana tabacum cv. Havana 425 ou

Nicotiana benthamiana.
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Tabela 1 - Procedéncia e identidade dos isolados de tospovirus utilizados neste

estudo
Isolado Procedéncia Hospedeiro original  Espécie
AGR2 Mateus Leme — MG Tomate TCSV
TSAL Igarapé — MG Alface TCSV
CVFIT Vigcosa— MG Tomate CSNV
BRO1 Brasilia— DF Tomate TSWV
Cb Campos dos Goytacazes — RJ Cubiu GRSV
V1-3 Vicosa— MG Tomate TCSV

2.2, Avaliagao da resisténcia de acessos de Lycopersicon chilense e
L. peruvianum

Plantas de sete acessos de L. peruvianum (Pl 212407, Pl 126928,
LA 126444, LA 126944, LA 444/1, LA 371 e LA 385), trés acessos de
L. chilense (LA 2753, LA 1969 e LA 130) e dois acessos de L. hirsutum
(Pl 134417 e Pl 126449) foram avaliadas quanto a resisténcia a tospovirus.
Plantas de L. esculentum cvs. Santa Clara e Piedmont foram utilizadas como
controles suscetivelis e plantas da linhagem SW99-1, que contém o gene Sw-5,
como controle resistente. Os acessos Pl e LA foram fornecidos,
respectivamente pelo USDA Germplasm Repository, Geneva, NY, EUA e
Tomato Genetics Stock Center, Universidade da Califérnia, Davis, EUA.

Visando obter germinacdo e crescimento uniforme das plantas as
sementes foram mantidas em placas de Petri revestidas com papel de filtro
umedecido com agua esterilizada, até a germinagcdo. Em seguida, as plantulas
foram transferidas para vasos plasticos com capacidade para 1,5 L, contendo
mistura de solo + esterco, previamente esterilizada, os quais foram mantidos
em casa de vegetacdo. Cerca de 30 dias apos o plantio, as plantas foram
propagadas vegetativamente, mediante o processo de estaquia, de maneira a

se obter quatro clones de cada planta, os quais foram independentemente
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inoculados com os isolados AGR2, TSAL, CVFIT e BR01. Cada estaca se
constituiu numa sec¢éo de haste com aproximadamente 4 cm (2 a 3 gemas). As
estacas foram plantadas em tubetes contendo vermiculita. Os tubetes foram
apoiados sobre um suporte de isopor mantido numa bandeja com agua
suficiente para cobrir a base do tubete, até o enraizamento. Apds o
desenvolvimento do sistema radicular, os clones foram transferidos para vasos
plasticos com capacidade para 1,5 L contendo solo esteéril e mantidos em casa
de vegetagdo. O procedimento de clonagem foi facilitado pela abundante
emissao de brotagdes laterais e pela grande capacidade de enraizamento das
espécies avaliadas e possibilitou a determinagao da reagdo de uma mesma
planta a isolados distintos de tospovirus.

As plantas foram submetidas a duas inoculagcbes via extrato foliar,
realizadas com intervalo de sete dias. A segunda inoculagédo visou evitar a
ocorréncia de escapes. Folhas de Nicotiana tabacum cv. Havana 425 ou
N. benthamiana sistemicamente infectadas consistiram na fonte de in6culo. As
folhas foram maceradas em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0 contendo 0,2 % de
sulfito de sédio e 0,01 % de carborundum (600 mesh). A reacéo das plantas foi
avaliada diariamente. Decorridos 30 dias apos a segunda inoculagao, as
plantas que ndo desenvolveram sintomas foram submetidas a DAS-ELISA para
comprovar a auséncia do virus. Para isso foi utilizado um antissoro policlonal
(Agdia Inc., Mishawaka, Indiana, EUA) capaz de reconhecer a proteina do
nucleocapsideo de todos os isolados empregados no estudo. O procedimento
de DAS-ELISA foi executado de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Algumas plantas que se comportaram como resistentes aos isolados
AGR2, TSAL, CVFIT e BRO1, foram propagadas vegetativamente e inoculadas
com o isolado Cb, pertencente a espécie GRSV (Tabela 1). As plantas
inoculadas foram: 126444-3, 444/1-19, 126928-2, 1269284, 371-11, 371-20,
126944-6, 126944-12 e 126944-17 de L. Peruvianum e 2753-11, 130-1, 1305
de L. chilense. Plantas das cultivares Piedmont e Santa Clara constituiram os
controles de suscetibilidade e plantas da linhagem SW99-1 nos controles de
resisténcia. As inoculacbes, avaliacbes e DAS-ELISA foram efetuados

conforme descrito no paragrafo anterior.
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2.3. Determinagao da heranga da resisténcia de Lycopersicon peruvianum
P1 126928 e LA 444/1-19

Para avaliar a heranca da resisténcia observada nos acessos
Pl 126928 e LA 444/1-19, realizaram-se cruzamentos entre plantas resistentes
e suscetiveis, identificadas na etapa anterior. No caso de Pl 126928 foram
cruzadas as plantas 126928-9 (suscetivel) e 126928-16 (resistente). Da
progénie F1 resultante, foram inoculadas 32 plantas com o isolado TSAL.
Algumas plantas resistentes desta geragcao foram cruzadas entre si, bem como
retrocruzadas com o parental suscetivel, para obtengdao de populagdes
segregantes. Também foram cruzadas as plantas 212407-17 (suscetivel) e
444/1-19 (resistente). Da progénie F1 resultante 26 plantas foram inoculadas
com o isolado TSAL. Algumas plantas resistentes desta geragdo foram
cruzadas entre si e também retrocruzadas com o parental suscetivel, para

obtencado de populagdes segregantes.

2.4. Avaliacao da resisténcia de acessos de Lycopersicon hirsutum

Sementes de L. hirsutum Pl 134417 e Pl 126449 foram semeadas em
vasos plasticos contendo solo esterilizado, os quais foram mantidos em casa
de vegetacdo. Quando as plantas apresentaram o primeiro par de folhas
expandidas foram transferidas para vasos com capacidade para 1,5 L,
contendo solo estéril. Inicialmente as plantas foram inoculadas com um unico
isolado (AGR2). As plantas consideradas como resistentes ao primeiro isolado
foram propagadas vegetativamente e os clones obtidos foram inoculados com
os isolados TSAL, CVFIT e BRO1. Posteriormente, as plantas 1344174 4
134417-10 foram propagadas vegetativamente e inoculadas com o isolado Cb
para verificar se a resisténcia observada também era eficiente para a espécie
GRSV. As inoculagoes, avaliagdes e DAS-ELISA foram efetuados conforme

descrito no item 2.2.
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2.5. Determinagao da heranga da resisténcia de Lycopersicon hirsutum
Pl 134417

As plantas consideradas resistentes foram empregadas como
progenitores masculinos em cruzamentos com L. esculentum (cvs. Santa Clara,
Sw-99-1 e Miller). As plantas hibridas foram retrocruzadas com seus
progenitores femininos ou autofecundadas gerando as populagbes RC1 e F2,
respectivamente, as quais também foram inoculadas. A analise da segregacéao
da resisténcia ou suscetibilidade na populacdo F2 do cruzamento entre
SW99-1 e PI 134417-10 permitiu inferir se a resisténcia identificada nesse
material era condicionada por um alelo do loco Sw-5 ou por um outro gene.

Plantas homo e heterozigéticas para o gene de resisténcia de
Pl 134417-10-10 foram utilizadas para verificar se este gene era efetivo na
condicdo heterozigotica. Vinte e quatro plantas hibridas (Santa Clara x
P1 134417-10-10) e 40 plantas homozigoticas (geradas pela autofecundagao da
planta Pl 134417-10-10) foram inoculadas com os isolados AGR2 e V1-3.
Plantas homozigdticas (SW99-1) e heterozigéticas (Santa Clara x SW99-1)
para o gene Sw5 também foram inoculadas para comparar a resisténcia
presente em 134417-10-10 com a resisténcia conferida pelo gene Sw5. O
isolado V1-3, pertencente aespécie TCSV (Tabela 1), apresenta a capacidade
de infectar, com freqiéncia de aproximadamente 100%, plantas de L.
esculentum heterozigéticas para o gene Sw-5, bem como algumas plantas
homozigadticas (frequéncia entre 20-30%) (LAU, 2000).
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliagdo da resisténcia de acessos de Lycopersicon chilense e
L. peruvianum

A maioria dos gendtipos inoculados apresentou um baixo percentual de
plantas infectadas, destacando-se os acessos LA 371, LA 444/1, Pl 126944 e
Pl 126928, de L. peruvianum e LA 2753 e LA 130 de L. chilense (Tabela 2). A
quase totalidade das plantas inoculadas apresentou resisténcia de amplo
espectro (efetiva contra os quatro isolados) (Tabela 2). No entanto, resisténcia
do tipo espécie-especifica ou do tipo isolado-especifica foi em alguns casos
observada. Por exemplo, todas as plantas do acesso LA 385 de L. peruvianum
foram resistentes aos isolados CVFIT (CSNV) e BRO0O1 (TSWV), mas
suscetiveis ao isolado TSAL (TCSV). No caso do acesso LA 1969 de
L. chilense, as seis plantas inoculadas foram resistentes ao isolado AGR2
(TCSV), enquanto trés dessas plantas foram suscetiveis a outro isolado da
mesma espécie (TSAL) (Tabela 2). Um outro exemplo de resisténcia isolado-
especifica pode ser observado na Tabela 3. Todas as plantas do acesso
Pl 126928 comportaram-se como resistentes aos isolados CVFIT e BR0O1, mas
apresentaram comportamentos distintos para os isolados AGR2 e TSALF. A
planta 5 foi resistente ao TSAL e suscetivel ao AGR2. Comportamento inverso
se verificou para as plantas 14 e 16, que foram suscetiveis ao isolado TSALF e

resistentes ao isolado AGR2.
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Tabela 2 - Resisténcia de acessos de Lycopersicon peruvianume L. Chilensea
diferentes isolados de tospovirus

Isolado

Gendtipo  AGR2 (TCSV) TSAL (TCSV) CVFIT (CSNV) BRO1 (TSWV)

L. peruvianum

Pl 212407 15/15* 11/17 18/19 15/15
Pl 126928 16/17 13/15 17117 17/17
LA 126444 10/13 09/13 13/13 10/13
LA 126944 08/08 12/16 20/20
LA 444/1 15/16 20/20 22/22 15/16
LA 371 17117 - 19/19 17/17
LA 385 - 00/05 05/05 05/05
L. chilense
LA 2753 10/10 - 12/12 10/10
LA 1969 06/06 03/06 06/06 06/06
LA 130 05/05 05/05 04/05 -
Santa Clara 00/04 05/05 00/05 00/04
Piedmont 00/04 00/05 00/05 00/04
SW-99 04/04 05/05 05/05 04/04

* N2 de plantas resistentes/N° de plantas inoculadas.
- Nao-avaliado.
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Tabela 3 - Comportamento de plantas do acesso Pl 126928 a diferentes
isolados de tospovirus

Isolado Numero de referéncia da planta inoculada

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

"R R R S R R R R R R R R R R R R

AGR2 R
TSAL - R R R R - R R R R R R R S8 R S8 R
CVFIT R R R R R R R R R R R R R R R R R

BROIT R R R R R R R R R R R R R R R R R

'R = Resistente; S = suscetivel; - = Ndo-avaliado.

Todas as plantas inoculadas com o isolado Cb (GRSV) comportaram-
se como resistentes, enquanto que os controles suscetiveis desenvolveram
sintomas sistémicos em cinco a sete dias apos a inoculagéo.

Devido ao baixo percentual de germinagédo e apequena capacidade de
adaptacgédo de alguns acessos, principalmente no caso de L. chilense, o numero
de plantas avaliadas foi pequeno, porém na maioria das vezes suficiente para
se identificar resisténcia de amplo espectro. Nao foi possivel avaliar a
resisténcia de alguns acessos a determinados isolados, pois nesses casos uma
aplicacao de inseticidas provocou fitotoxidez e morte de plantas.

Os isolados empregados nesse estudo apresentaram grande variagéo
com relagéo acapacidade de infecgdo. De um modo geral, o isolado TSAL
mostrou-se mais agressivo que os demais (Tabela 2). Esses dados reforgcam a
importancia da utilizacdo de mais de um isolado na avaliacdo para a
resisténcia.

A resisténcia observada na maioria dos acessos de L. peruvianum foi
aparentemente baseada na reacéo de hipersensibilidade, pois inumeras lesdes
necréticas foram observadas nas folhas inoculadas, 3 a 4 dias apds a

inoculagdo (Figura 1A). Nas plantas suscetiveis tais lesbes nao se
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Figura 1 - Sintomas apresentados pelas plantas de Lycopersicon peruvianum
LA 444/1-19 inoculadas com Tomato chlorotic spot virus (TCSS),
isolado TSAL. A - Lesbes necréticas que se desenwolveram nas
folhas inoculadas de plantas resistentes, 4 a 5 dias apés a

inoculagdo. B - Sintomas sisttmicos observados em plantas
suscetiveis.
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desenvolveram e os sintomas da doenga comegaram a ser observados entre
sete e dez dias apds a inoculagdo. Os sintomas consistiram de lesdes
cloréticas circulares nas folhas inoculadas e necrose da haste, peciolos e
regido apical, que frequentemente culminaram com a morte da planta (Figura
1B). Por outro lado, plantas resistentes de L. chilense ndo apresentaram
nenhuma alteragao fenotipica apds a inoculagcéo. Aproximadamente 5 % das
plantas assintomaticas ou apresentando HR de L. peruvianum ou de

L. chilense foram ELISA-positivas.

3.2. Heranga da resisténcia em Lycopersicon peruvianum

A segregacdo da resisténcia na geragdo F1 do cruzamento
Pl 126928-9(S) e Pl 126928-6(R) ajustou-se a uma proporgao de 15 plantas
resistentes:1 planta suscetivel (p=0,97), corroborando a hipétese da resisténcia
de Pl 126928-6(R) ser conferida por dois genes dominantes independentes
(Tabela 4). Todavia, ndo se observou segregacgao para resisténcia quando 70
plantas derivadas do cruzamento de duas plantas resistentes dessa progénie
foram inoculadas. Caso a hipotese inicial fosse verdadeira, também se
esperava nessa populacdo uma segregacgao que se ajustasse aproporcao de
15:1 (R:S), mas os valores observados foram muito diferentes do esperado
(p=0,031). Na progénie RC1 (cruzamento entre Pl 126928-9(S) e uma planta
F1 resistente), apenas uma planta suscetivel foi observada dentre as 86
inoculadas. Esses dados sugerem que mais de dois genes independentes
determinam a resisténcia do acesso Pl 126928 ao isolado TSAL de TCSV.

No caso da planta 444/1-19, a hip6tese de pelo menos dois genes
dominantes independentes controlando a resisténcia ao mesmo isolado
também pode ser inferida (Tabela 4). Quando a progénie originada do
cruzamento dessa planta com a planta 212407-17 (suscetivel) foi inoculada,
apenas uma planta suscetivel foi observada entre as 24 inoculadas. Na
progénie RC1 (cruzamento entre o parental suscetivel e uma planta F1
resistente), observou-se uma planta suscetivel entre as 34 inoculadas. Os

dados obtidos ajustam-se a um modelo de dois genes dominantes
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Tabela 4 - Analise de segregacao da resisténcia ao isolado TSAL de TCSV
(Tomato chlorotic spot tospovirus) nos acessos Pl 126928 e LA
444/1 de Lycopersicon peruvianum

Gendtipo Segregacdo’ Razdo x? Probabilidade
(R:S) (R:S)

126928-9 (S) x 126928-16 (R) 31:2 1511 0,01 0,96
F1(R)x F1 (R) 70:0 1511 46 0,03
126928-9 x F1 (R) (RC1) 85:1 1511 3,8 0,05
212407-17 (S) x 444/1-19 (R) 23:1 15:1 0,5 0,57
(F1)

212407-17 (S) x F1 (R) (RC1) 33:1 151 0,6 0,52
SW99-1 16:0

Santa Clara 0:16

Piedmont 0:16

"Numero de plantas resistentes:nimero de plantas sucetiveis.

independentes (p=0,52) (Tabela 4). Contudo, esses resultados deverao ser
confirmados inoculando-se um numero maior de plantas pois, para uma
progénie RC1, no minimo 47 plantas sdo necessarias para se validar a
hipétese de segregacao de dois genes dominantes independentes (HANSON,
1959)

3.3. Avaliagao da resisténcia de acessos de L. hirsutum
Nos dois acessos de L. hirsutum (Pl 134417 e Pl 126449) avaliados,
verificou-se, respectivamente, que 11,1 e 42, 8 % das plantas comportaram-se

como resistentes ao isolado TSAL (Tabela 5). As plantas resistentes foram

propagadas vegetativamente, e os clones obtidos também apresentaram
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Tabela 5 - Incidéncia do Tomato chlorotic spot virus (TCSV), isolado TSAL em
acessos de Lycopersicon hirsutum

Acesso Numero de plantas Incidéncia
inoculadas
Pl 134417 40 36/40
Pl 126449 50 35/50
Santa Clara 35 0/35
Piedmont 35 0/35
SW99-1 40 40/40

resisténcia aos isolados AGR2, CVFIT e BRO0O1. As plantas 134417-4 e
134417-10 também se comportaram como resistentes ao isolado Cb,
demonstrando assim, que a resisténcia observada é de amplo espectro. A
reacao das outras plantas de L. hirsutum a este isolado nao foi avaliada.

Todas as plantas resistentes dos acessos Pl 134417 e Pl 126449
apresentaram inumeras lesbes necroéticas locais, tipicas da reacdo de
hipersensibilidade, trés a quatro dias apds a inoculagéo (Figura 2A). Nesses
casos as lesdes nao se expandiram e nenhum sintoma sistémico foi observado.
Entre as plantas classificadas como suscetiveis foram verificados dois tipos de
sintomas. Na maioria das vezes, as plantas apresentaram lesdes locais com
aspecto muito semelhante ajuelas observadas nas plantas resistentes. No
entanto, estas lesdes expandiram e frequentem ente atingiram as nervuras e os
peciolos. Nessas plantas também se observou necrose das hastes, apice e
brotagbes laterais (Figura 2B). Em tais circunstancias, o tecido vegetal
apresentava um aspecto dessecado e quebradico. Em algumas plantas
suscetiveis foram observadas, nas folhas inoculadas, lesbes cloréticas e nao-
necroticas. Tais lesdes surgiram cinco a sete dias apds a inoculagédo. Depois
desse periodo, sintomas sistémicos foram comumente observados. Esses
sintomas consistiram de lesdes cloréticas, bronzeamento e mosaico nas folhas

nao-inoculadas.
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Figura 2 - Sintomas apresentados pelas plantas de Lycopersicon hirsutum
Pl 134417 inoculadas com Tomato chlorotic spot virus (TCSV),
isolado TSAL. A - Lesdes necréticas que se desenvolveram nas
folhas inoculadas de plantas resistentes, 3 a 4 dias apds a
inoculagdo. B - Sintomas sistémicos observados em plantas
suscetiveis, 7 dias apds a inoculagao.
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3.4. Heranga da resisténcia de Lycopersicon hirsutum Pl 134417 ao
isolado TSAL de Tomato chlorotic spoted virus

Observou-se segregacao para resisténcia na geragdo F1 derivada do
cruzamento das plantas resistentes de L. hirsutum com L. esculentum
(Tabela 6), indicando a existéncia de heterozigose no material resistente
selecionado e/ou possivel controle poligénico da resisténcia. As proporgdes de
segregacao obtidas para os cruzamentos Miller x 134417-4 e Miler x
134417-10 favorecem a hipétese de um gene dominante em heterozigose em
Pl 1344174 (p=0,34) e PI134417-10 (p=0,75). Verificou-se ainda que ha uma
alta probabilidade de que a resisténcia presente na planta 134417-21 seja
condicionada por um unico gene recessivo (p=0,85). A segregacao observada
na progénie do cruzamento Miller x 134417-2 ndo se ajustou a qualquer
modelo simples de heranga (Tabela 6).

Algumas plantas resistentes do cruzamento Miller x 134417-10, foram
autofecundadas, originando populagées F2. Duas dessas populagdes (Miller x
134417-10-10 e Miller x 134417-10-7) foram avaliadas quanto aresisténcia ao
isolado TSAL. Os dados de segregacao ajustaram-se a proporgdes inversa, ou
seja, 3:1 (R:S) e 1:3 (R:S). Esses dados sugerem que a planta resistente
inicialmente selecionada (P1134417-10) apresenta dois genes para resisténcia
a tospovirus, um dominante e um recessivo, ambos em heterozigose. Esses
genes segregaram independentemente durante a meiose, sendo que a planta
134417-10-10 recebeu o gene de resisténcia dominante e a planta
134417-10-7 o gene de resisténcia recessivo (Tabela 6).

Para verificar se 0 gene dominante presente em Pl 134417-10-10 € um
alelo do loco Sw-5, o hibrido 134417-10-10 x Miller foi cruzado com plantas da
linhagem SW99-1, que contém o gene Sw-5. Como esperado, todas as plantas
dessa progénie comportaram-se como resistentes (Tabela 6). Algumas plantas
dessa progénie foram autofecundadas e a segregagao para a resisténcia na
progénie, avaliada. Das 92 plantas inoculadas, apenas oito comportaram-se
como suscetiveis, indicando que o gene dominante presente em

P1 134417-10-10 ndo é uma forma alélica do gene Sw-5 (Tabela 6).

71



Tabela 6 - Segregacao para resisténcia ao Tomato chlorotic spot virus, isolado
TSAL, nas progénies resultantes de cruzamentos entre
Lycopersicon esculentum e L. hirsutum Pl 134417

Gendtipo Segregacdo’ Razdo X2 Prob.
(R:S) (R:S)

Miller (S)x 134417-4 (R) 23:17 111 09 0,34
Miller (S)x 134417-10 (R) 21:19 111 01 0,75
Miller (S) x 134417-2 (R) 41:6 1541 34 65
Miller (S) x 134417-21 (R) 10:28 13 0,04 085
1344417-10 O 37:10 13:3 0,2 0,66
Miller x 134417-10-10 (R) O 42:18 3:1 0,8 0,37
Miller x 134417-10-7 (R) O 6:15 1:3 0,1 0,71
SW99-1 x (Miller x 134417-10-10) 24:0

SW99-1 x (Miller x 134417-10-10) O 84:8 15:1 0,9 0,33
SW-99-1 x Miller 24:0

SW-99-1 x Miller O 45:10 3:1 1,4 0,24
Miller 0:24

SW99-1 24:0

'R =resistente, S = suscetivel;

Os dados referentes asegregacao da progénie F2 do cruzamento entre
Sw99-1 e Miller também sugerem que a resisténcia é realmente originaria de
L. hirsutum e nado devido a uma possivel interagdo entre genes menores de
Miller e SW99-1. Como esperado, a segregag¢ao observada nessa populagao
se ajustou a um modelo 3:1 (p=0,24) (Tabela 6). Ou seja, nessa progénie
apenas um gene dominante estd conferindo resisténcia — o gene Sw-5,
derivado de SW99-1.
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Apesar de ndo ser um alelo do loco Sw-5, o gene dominante presente

em Pl 134417-10-10 apresentou comportamento similar a Sw5 quando em

heterozigose. Nesta condigcado, este gene ndo é capaz de restringir o isolado

V1-3 & folhas inoculadas (Tabela 7). Porém, nesta mesma condigéo e de

forma similar a Sw-5, este gene é capaz de conferir resisténcia a outro isolado

de TCSV (TSAL) (Tabela 7). Com relagédo ao gene recessivo presente em

Pl 134417-10-7 evidenciou-se sua efetividade também contra o isolado V1-3

(Tabela 7).

Tabela 7 - Efeito da heterozigose naresisténcia de Pl 134417-10-10 e SW99-1
a dois isolados de Tomato chlorotic spot virus (TCSV)

Genétipo Incidéncia*

V1-3 TSAL
134417-10-10 38:2 40:0
SW99-1 23:1 24:0
Santa Clara 0:24 0:24
SW99-1 x 134417-10-10 2:22 24:0
Santa Clara x 134417-10-10 0:24 23:1
Santa Clara x SW99-1 0:24 24:0
134417-10-7 34:2 32:4
SW99-1 x 134417-10-7 30:6 36:0
Santa Clara x 134417-10-7 0:24 0:24

*N¢ de plantas resistentes: N2 de plantas com sintomas sistémicos.
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4. DISCUSSAO

Confirmou-se neste trabalho a resisténcia de varios acessos de
Lycopersicon peruvianum, L. chilense e L. hirsutum ao TSWV, ja evidenciada
por outros pesquisadores PATERSON et al., 1989; STEVENS et al., 1992;
lIZUKA et al., 1993; KUMAR e ULLMAN, 1993; CHO et al., 1996; ROSELLO et
al., 1999). Plantas desses acessos também foram resistentes a isolados das
espécies TCSV, CSNV e GRSV, indicando a existéncia nestes materiais de
genes que podem ser utilizados em programas de melhoramento visando
resisténcia & espécies de tospovirus que ocorrem em tomateiro no Brasil.

Destacaram-se, pelo baixo percentual de plantas suscetiveis, os
acessos Pl 126944, LA 126928, LA 444/1-19 e LA 371 de L. peruvianum e
LA 130 e LA 2753 de L. chilense. Os acessos Pl 126944, LA 130 e LA 2753
sao particuarmente interessantes para esta finalidade, pois sao relatados como
resistentes a diferentes isolados de TSWV dos Estados Unidos (PATERSON
1989; STEVENS et al. 1994). Pl 126944 também apresentou imunidade a dois
isolados espanhéis de TSWV (ROSELLO et al., 1999).

Compativel com o sistema de reproducao das espécies avaliadas, ou
seja, fecundagdo cruzada, constatou-se, a excegcdo de LA 371 e LA 2753,
heterogeneidade na resposta de resisténcia entre plantas de um mesmo
acesso. Em funcdo do método de avaliagdo de resisténcia empregado, esta
heterogeneidade permitiu inferir a existéncia de genes com diferentes

espectros de resisténcia no restrito nimero de acessos avaliados. Por
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exemplo, determinadas plantas do acesso LA 1969 mostraram reacdes
contrastantes aos isolados AGR2 e TSAL de TCSV e todas as plantas do
acesso LA 385 de L. peruvianum foram resistentes aos isolados CVFIT (CSNV)
e BR0O1 (TSWV) e suscetiveis ao isolado TSAL (TCSV). Entretanto, na maioria
das plantas a resisténcia foi efetiva contra todos os isolados inoculados.

Variabilidade na resposta de cultivares de L. esculentum e dentro de
acessos de Lycopersicon spp. a diferentes isolados de TSWV ja foi
demonstrada por diferentes pesquisadores (PATERSON et al, 1989;
STEVENS et al, 1992; lIZUKA et al., 1993; KUMAR e ULLMAN, 1993;
ROSELLO et al., 1999). Como base nestes resultados e naqueles obtidos
neste estudo é possivel concluir que seja comum em Lycopersicon spp.
variabilidade para resisténcia & varias espécies de tospovirus

Resisténcia espécie-especifica a tospovirus tem sido descrita em
Capsicum chinense (BOITEUX, 1995). O gene Tsw confere resisténcia a
diferentes isolados de TSWV, mas n&o confere resisténcia a isolados de TCSV
e GRSV. O fato de LA 385 somente apresentar resisténcia a TCSV e CSNV
indica que também é possivel identificar no germoplasma de tomateiro genes
com espectro de atuacgao restrito a uma ou mais espécies de tospovirus. Este
tipo de resisténcia espécie-especifico ndo foi descrito em Lycopersicon spp.

E possivel que o amplo especto de resisténcia em alguns acessos
avaliados seja devido apresenga em um mesmo acesso de diferentes genes
conferindo resisténcia isolado-especifica, espécie-especifica e de amplo-
espectro. Esta possibilidade é sugerida pela variabilidade do espectro de
resisténcia observada entre plantas de um mesmo acesso, e a complexidade
do controle genético da resisténcia evidenciada para as plantas Pl 126928-16 e
LA 444/1-19 de L. peruvianum. Desta forma, é essencial que as populagdes
segregantes sejam avaliadas com um espectro adequado de isolados do
patdégeno, pelo menos nas etapas iniciais do processo de incorporacdo da
resisténcia em cultivares comerciais. Evitarse-ia, desta forma, a possibilidade
do desenvolvimento de linhagens com espectro de resisténcia inferior ao da
fonte doadora e a perda de genes que conferem resisténcia de amplo espectro
durante o processo de melhoramento.

Devido aos problemas de incongruidade e de incompatibilidade sexual

de L. peruvianum com o tomateiro cultivado, a heranca da resisténcia de

75



alguns acessos desta espécie foi efetuada intercruzando-se plantas resistentes
e suscetiveis de um mesmo acesso ou de acessos diferentes. As segregacgdes
obtidas indicaram a presenca de pelo menos dois genes dominantes
independentes em LA 444/1-19 e mais de dois genes independentes em
Pl 126929-16. KUMAR e IRULAPPAN (1992) verificaram que a resisténcia de
L. peruvianum LA 385 é governada por trés ou mais genes recessivos.
WATTERSON et al. (1989) relataram que a resisténcia num acesso de
L. peruvianum seria controlada por um gene dominante com um ou mais genes
modificadores. No material resistente avaliado por STEVENS et al. (1992) e
ROSELLO et al. (1998), derivado de L. peruvianum, a resisténcia segregou
como uma caracteristica controlada por um unico gene dominante. Esta
variabilidade no controle genético da resisténcia relatado por diferentes autores
pode ser explicada pelas diferencas nos acessos analisados, isolados e
métodos de inoculagao empregados na avaliagao da resisténcia (extrato foliar
infectado ou tripes). Estudos adicionais sdo necessarios para determinar se
alguns dos genes identificados em LA 441/1 e Pl 126929 sao idénticos ou
alélicos aos genes descritos por FINLAY (1953), STEVENS et al. (1992) e
ROSSELO et al. (1998).

A elicitacdo de resposta de hipersensibilidade parace ser o mecanismo
envolvido na resisténcia dos acessos de L. peruvianum avaliados. Cerca de
trés a quatro dias apos a inoculacdo, sdo observadas inumeras lesdes
necroéticas nas folhas inoculadas. Tais lesbes foram muito semelhantes &
observadas em plantas da linhagem SW99-1 e ndo se desenvolveram nas
plantas suscetiveis. No caso de L. chilense, as plantas resistentes n&o
apresentaram lesdes necroéticas, contudo a HR nao pode ser descartada uma
vez que pode ter ocorrido em nivel microscépico. Tal fato tem sido observado
em algumas interagdes (KAMOUN et al., 1998).

Devido & barreiras de incompatibilidade com o tomateiro cultivado,
L. peruvianum e L. chilense sao espécies dificeis de serem usadas em
programas de melhoramento. Os resultados obtidos indicam que os acessos
P1134417 e 126449 de L. hirsutum também podem representar alternativas
para o desenvolvimento de cultivares de tomateiro com resisténcia de amplo
espectro contra tospovirus. As sementes F1 sdo viaveis, ndo requerendo o

cultivo de sementes imaturas ou resgate de embrides para a introgressao da
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resisténcia. Considerando os dois acessos avaliados, Pl 126449 apresentou o
maior percentual de plantas resistentes. As plantas de L. hirsutum classificadas
como resistentes em ambos 0s acessos avaliados apresentaram resisténcia
efetiva contra todos os isolados de tospovirus inoculados. A analise da herancga
da resisténcia indicou que a resisténcia de Pl 134417-10 é determinada por
dois genes independentes, um recessivo e outro dominante. O gene dominante
segregou de maneira independente do gene Sw-5, indicando que se localizam
em locos distintos. Porém, este gene e Sw-5 apresentam em comum a
caracteristica de nado conferir resisténcia ao isolado V1-3 no estado
heterozigdtico.

O fato de plantas resistentes e suscetiveis de L. hirsutum responderem
com lesdes necroticas locais, trés a quatro dias apos a inoculagdo, sugere que
outros mecanismos estejam envolvidos na resisténcia desta espécie a
tospovirus. As lesdes necréticas, que podem ser conseqUéncia do
reconhecimento de algum componente viral, ndo séo suficientes para confinar
o virus a5 folhas inoculadas como no caso de L. peruvianum. Outros requisitos
pos-reconhecimento parecem ser necessarios para a contengao do patégeno
ao sitio de infecgao.

Uma observagao que corrobora a ocorréncia de um evento de
reconhecimento mesmo nas plantas suscetiveis de L. hirsutum é a necrose
sistémica observada. Essa € uma caracteristica peculiar desse material e nao
foi observada nas demais espécies avaliadas. IIZUKA et al. (1993) também
relataram que plantas de L. hirsutum Pl 134417 apresentam uma necrose
sistémica quando inoculadas com isolados de tospovirus. O fenbmeno de
necrose sistémica foi observado por LAU (2000) em plantas de L. esculentum
expressando o gene Sw-5, inoculadas com tospovirus. O autor concluiu que o
isolado, a temperatura e a condigdo de heterozigose do gene de resisténcia
sao fatores que determinam a freqiéncia da necrose sistémica.

Embora a resisténcia genética represente a opcdo mais viavel de
controle de tospovirus na cultura do tomateiro (STEVENS et al., 1994; CHO et
al., 1996; ROSELLO et al, 1997; ARAMBURU e RODRIGUEZ 1999;
ROSELLO et al., 1999) existem poucos cultivares comerciais resistentes a
tospovirus. Um dos fatores que contribuem para este cenario € a dificuldade de

incorporar a resisténcia em variedades comerciais. Devido ao espectro de
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resisténcia proporcionado e pelo fato de ja esta incorporado em L. esculentum,
Sw-5 é o principal gene de resisténcia a tospovirus utilizado em programas de
melhoramento (ROSELLO et al,, 1998; ROSELLO et al., 1999). Esse fato é
preocupante, pois 0 aumento da area cultivada com variedades com Sw-5
podera resultar na selegcdo de estirpes contra as quais a resisténcia seja
ineficiente. Isolados com essa caracteristica ja foram relatados por LATHAM e
JONES (1998), COLARICCIO et al. (2000); LAU (2000) e HOFFMANN et al.
(2001). No presente trabalho foram identificados gendtipos de tomateiro com
alto nivel de resisténcia a tospovirus. Na maioria dos casos, a resisténcia
observada foi de amplo espectro, indicando que essas fontes podem ser
aproveitadas em programas de melhoramento de tomateiro visando resisténcia
a tospovirus. Em curto prazo, a resisténcia identificada em L. hirsutum 134417
pode representar uma melhor opcdo para o desenvolvimento de cultivares
resistentes, uma vez que esta espécie apresenta maior facilidade de
cruzamento com o tomateiro cultivado. O fato do gene dominante identificado
em L. hirsutum nao ser uma forma alélica do gene Sw-5 constitui uma outra
vantagem, pois esses dois genes podem ser combinados numa mesma
cultivar. Para essa cultivar hipotética, a probabilidade de ser selecionada uma
estirpe capaz de superar a resisténcia condicionada por dois genes
independentes seria bem menor do que se for considerada a resisténcia
proporcionada por um unico gene. Para facilitar essa estratégia, marcadores
para os genes de resisténcia de L. hirsutum devem ser identificados.

Outros importantes requisitos para o emprego desses genes em
programas de melhoramento do tomateiro seriam a determinagéo do efeito da
temperatura e da inoculagéo por tripes na expressdo da resisténcia. Tais
fatores podem influenciar o nivel de resisténcia conferida pelos genes
identificados, a exemplo do que ocorre com os genes Sw-5 e Sw-6 (ROSELLO
et al, 1997; ROSELLO et al., 1999; ARAMBURU e RODRIGUEZ, 1999; LAU,
2000).

78



Capitulo 2

CLONAGEM E CARACTERIZAGCAO DE ALELOS DO LOCO Sw-5
PROVENIENTES DE Lycopersicon spp.

1. INTRODUCAO

Em varias interagcdes hospedeiro-patégeno, o reconhecimento pela
planta, de moléculas produzidas por patégenos avirulentos (elicitores), resulta
na indugdo de um conjunto de respostas de defesa, incluindo a reagao de
hipersensibilidade, HR (GABRIEL e ROLF, 1990; BENT, 1996; JONES e
DANGL, 1996). Fenotipicamente, a HR é expressa como a morte rapida das
células em torno do sitio primario de infec¢cdo, culminando com a retengao do
patégeno neste local (JONES e DANGL, 1996; PONTIER et al, 1998;
HUTCHESON, 1999; KAMOUN et al, 1999). A base genética dessas
interacdes € descrita pela teoria gene-a-gene estabelecida por FLOR (1971).
De acordo com essa teoria a resisténcia s6 ocorre quando ha a expresséao

simultdnea de um gene de aviruléncia (Avr) no patdégeno e de um gene de
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resisténcia (R) correspondente no hospedeiro (HAMMOND-KOSACK e JONES,
1997).

Nos ultimos anos, a teoria gene-a-gene tem recebido um vasto suporte
experimental, principalmente devido aidentificacdo e acaracterizacao funcional
de genes R e Avr. Varios genes Avr codificam elicitores que, quando infiltrados
ou expressos no interior de uma célula que apresenta o gene R
correspondente, ativam uma série de reagbes de defesa, inclusive HR, de
maneira semelhante ao observado quando patdogenos avirulentos sé&o
inoculados (GOPALAN et al., 1996; ELLIS et al., 2000a; STHAL e BISHOP,
1998). Os genes R, por sua vez, aparentemente codificam para receptores
especificos que interagem direta ou indiretamente com os elicitores, iniciando
uma via de transducao de sinais que conduz aHR e aexpressao de outras
respostas de defesa (JONES e DANGL, 1996; PONTIER et al, 1998;
HUTCHESON, 1999; ELLIS et al., 2000a).

A comparagéao entre genes R de diferentes espécies vegetais revelou
que, independente do patdégeno considerado, as proteinas correspondentes
apresentam dominios estruturais conservados, sugerindo a utilizagdo de
mecanismos conservados de reconhecimento de patégenos e sinalizagao de
respostas de defesa, entre as plantas (BENT, 1996; HAMOND-KOSACK e
JONES, 1997; WARREN et al.,, 1998). Alguns desses mecanismos também
apresentam analogias com a resposta imune de vertebrados e invertebrados
(ALFANO e COLLMER, 1996; BENT, 1996; YU et al., 1998).

Os principais dominios evidentes nas sequéncias aminoacidos
deduzidas dos genes de resisténcia caracterizados até o momento sio:
repeticdes ricas em leucina (LRR’s — “Leucine Rich Repeats”), sitios para
ligacdo a nucleotideos (NBS - “Nucleotide Binding Site”), feixes de leucina
(LZ - “Leucine Zipper’) e dominios -caracteristicos de proteinas
transmembranas que desempenham fungao de sinalizadores celulares, como a
proteina Toll de Drosophilla e o receptor Interleucina-1 de mamiferos (TIR, para
Toll, receptor Interleucina-1 e proteinaR, PARKER et al., 1997).

Repeti¢cdes ricas em leucina foram observadas em todos os genes de
resisténcia que seguem uma relagéo gene-a-gene clonados, com excegao de
Pto. No entanto, a resisténcia conferida por Pto s6 é expressa na presenca de

um outro gene — Prf — que apresenta LRR (MARTIN et al., 1994). A sequéncia
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de consenso de cada unidade das LRR’s é LxxLxLxx, onde o “x” significa
qualquer aminoacido e o “L”, leucina ou outro aminoacido alifatico. Em geral,
cada LRR é constituida por aproximadamente 24 aminoacidos (ELLIS et al.,
2000b). Os genes R ja clonados codificam para proteinas nas quais as LRR’s
podem repetir-se de 13 a mais de 40 vezes (BENT, 1996; ELLIS et al., 2000b).
Em termos de fungao, tem sido sugerido que o dominio LRR pode participar em
interacbes proteina-proteina (KOBE e DEISENHOFER, 1995). A presenca
desses dominios em proteinas codificadas por genes de resisténcia sugere que
tais proteinas podem interagir direta e/ou indiretamente com o produto do gene
de aviruléncia correspondente ou com outras proteinas que integram as vias de
transdugao de sinais que conduzem aHR (BENT, 1996; BAKER et al., 1997;
HAMMOND-KOSACK e JONES, 1997; WARREN et al, 1998; ELLIS et al,
2000a). A anadlise da unica proteina que apresenta um dominio LRR ja
cristalizada (proteina inibidora de ribonuclease porcina) revelou que os
residuos “x” estdo expostos para a parte externa da proteina, possivelmente
determinando interagdes especificas (KOBE e DEISENHOFER, 1995). No caso
de proteinas de resisténcia, uma outra indicagao de que os residuos “x” podem
interagir especificamente com produtos de aviruléncia do patégeno é o fato
desses residuos serem extremamente variaveis em relagdo aos demais
aminoacidos das proteinas R (MEYERS et al., 1998; NOEL et al., 1999; ELLIS
et al., 2000b).

Os dominios NBS tém sido relatados em diversas proteinas com atividade de
ligagdo a ATP e GTP, como por exemplo, a subunidade 3 da enzima ATP sintetase,
proteinas ras, adenilato cinases, entre outras (ALBERTS et al, 1994; TRAUT, 1994;
ELLIS et al., 2000b). A presenga do dominio NBS nas proteinas R sugere que a ligagdo
a nucleotideos trifosfatados seja essencial para a sua atividade (TRAUT, 1994; BENT,
1996). Apesar dos avangos relacionados a caracterizagdo estrutural dos dominios NBS,
pouco ainda se sabe sobre seu papel na ativagdo das respostas de defesa contra
fitopatogenos (BENT, 1996). Sabe-se, no entanto, que os dominios NBS estdo presentes
em muitas proteinas envolvidas com o processo de apoptose em mamiferos (TRAUT,
1994).

Proteinas com dominios NBS/LRR podem ser separadas em subclasses, de
acordo com as caracteristicas de sua extremidade amino, que pode apresentar dominios

LZ, TIR ou ainda dominios sem caracteristicas bem definidas (ELLIS ez al., 2000b).
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Dominios LZ apresentam a seqiiéncia consenso LxxxYxxL, onde “L”
representa 0 aminoacido leucina, “Y” um aminoacido hidrofobico e “x” um aminoécido
qualquer (BENT, 1996). Esta seqii€ncia repete-se quatro vezes, em séric. Tem sido
proposto que os dominios LZ também favorecam interagcdes proteina-proteina, devido
ao fato de promoverem a formagdo de estruturas denominadas “coiledcoil” (ALBER,
1992; BENT, 1996). Os LZ’s tém sido observados em muitos fatores de transcricdo de
eucariotos que atuam na forma de homo ou heterodimeros (BENT, 1996; HAMMOND-
KOSACK e JONES, 1997).

Determinados genes R codificam para proteinas que apresentam em sua
extremidade amino dominios que apresentam similaridade com os dominios
citoplasmaticos da proteina Toll de Drosophilla e do receptor interleucina-1 (IL-1R) de
mamiferos. (BENT, 1996; ELLIS et al., 2000b). Tanto Toll quanto IL-1R tém a fungdo
de ativar fatores de transcricdo. IL-1R, apos interacdo com IL-1, ativa o fator de
transcricdo NF-kB. A proteina Toll participa do controle do desenvolvimento de
Drosophilla, ativando o fator de transcrigio Dorsal. E provavel que proteinas R com o
dominio TIR funcionem de maneira semelhante a Toll e IL-1R (BENT, 1996), ativando
vias de transdugdo de sinais especificas.

O gene Sw-3, introgredido no tomateiro cultivado Lycopersicon esculentum, a
partir da espécie selvagem L. peruvianum, confere ao tomateiro resisténcia de amplo
espectro a tospovirus. Sw-5 codifica uma proteina com 1246 aminoacidos que pode ser
classificada na familia de genes R que codificam para proteinas que apresentam
dominios NBS-LRR (BROMMONSCHENKEL et al., 2000). Ouros membros desta
familia s3o os genes Mi, 12 ¢ Prf também do tomateiro, RPM1, RPS2, RPS5 ¢ RPPS de
Arabidopsis, Rx da batateira, entre outros (BENT, 1996; HAMMOND-KOSACK e
JONES, 1997; WARREN et al., 1988; ELLIS et al., 2000b).

Sw-5 ¢ membro de uma famila multigénica com membros dispersos nos
cromossomos 9 e 12 do tomateiro (BROMMONSCHENKEL et al, 2000). Em
contraste com varios locos que contém genes de resisténcia ja caracterizados, o loco Sw-
5, localizado na regido telomérica do cromossomo 9, ¢ um loco simples. Andlise de
expressio do gene Sw-5 indica a presenca de transcritos de tamanho similares em
variedades resistentes e suscetiveis (BROMMONSCHENKEL et al., 2000). Portanto, as
diferengas de resisténcia nesses materiais parece nao ser devido a diferentes niveis de
expressdo de Sw-5, mas sim por diferencas estruturais nas proteinas codificadas pelos

diferentes alelos do loco Sw-35.
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Varios trabalhos tém relatado fontes de resisténcia a tospovirus em tomateiro,
principalmente nas espécies selvagens L. peruvianum, L. chilense e L. hirsutum. E
provavel que os genes de resisténcia presentes nessas fontes sejam alelos do loco Sw-5.
Todavia, devido a problemas de incompatibilidade com o tomateiro cultivado, ¢ dificil
determinar se a resisténcia desses materiais ¢ devido a alelos do loco Sw-5 ou a genes
localizados em outras regides do genoma do tomateiro. Com a disponibilidade da
seqliéncia do gene Sw-5, uma maneira mais rapida para verificar esta possibilidade seria
a amplificacdo dos alelos do loco Sw-5 presentes nestas espécies € a verificagdo de sua
atividade biologica mediante expressdo dessas seqiiéncias em plantas suscetiveis.
Associada a caracterizacdo molecular, esta estratégia pode fornecer informagdes sobre
os mecanismos moleculares envolvidos na evolugdo de novas especificidades nesse
loco.

No presente trabalho, oligonucleotideos desenhados para anelarem
nas regides correspondentes ao inicio e fim da ORF codificada pelo gene Sw-5
foram utilizados em PCR contendo como molde DNA extraido de plantas de
varios genotipos de L. chilense, L. peruvianum, L. hirsutum e L. esculentum. Os
produtos de PCR resultantes foram clonados e seqlienciados. A comparacao
dos alelos clonados forneceu evidéncias sobre a importancia dos dominios das
proteinas codificadas nos mecanismos de reconhecimento de tospovirus e
ativagao da cadeia de transducéo de sinais mediada pelo gene Sw-5. A futura
analise funcional alelos do loco Sw-5 em plantas transgénicas, bem como o
estudo de genes quiméricos combinando diferentes dominios dos alelos
clonados, deverao fornecer subsidios para uma melhor compreensao das

bases moleculares da resisténcia a tospovirus mediada pelo gene Sw-5.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amplificagao dos alelos do loco Sw-5

DNA total de plantas caracterizadas como resistentes ou suscetiveis a
tospovirus, pertencentes & espécies Lycopersicon peruvianum, L. chilense,
L. hirsutum e L. esculentum (Tabela 2, Capitulo 1) foi extraido, empregando-se
o protocolo descrito por FULTON et al. (1995).

Apés a quantificagao, 50 ng do DNA de cada amostra foi utilizado como
molde em reagdes de PCR, com a seguinte composigao: 50 ng de DNA, 5 pl do
tampéo de reacao 10X, 3 pl de cloreto de magnésio 0,025 M, 1 pl da mistura de
desoxinucleotideos 0,01 M, 1 pl de cada oligonucleotideo, 2 a 5 unidades do
sistema enzimatico Elongase™ (Gibco-BRL) e agua destilada estéril suficiente
para atingir volume final de 50 pl. As reagbes de PCR foram compostas de
37 ciclos a: 96°C durante 30 segundos (desnaturagéo), 56°C por um minuto
(anelamento), 68°C por oito minutos (polimerizagdo), seguidos por uma
extensao final a 68°C por dez minutos.

O sistema Elongase ™ consiste na mistura de duas DNA'’s polimerases:

Tag polimerase e GB-D polimerase. Essa ultima enzima, proveniente da
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bactéria Pyrococcus sp., apresenta atividade de corregcéo de erro 3 - 5,
caracteristica que aumenta sua processividade e a torna cinco vezes mais
precisa que a Taq polimerase comercial, que nao possui esta atividade.
Inicialmente, para todas as amostras, utilizaram-se duas combinacdes
de oligonucleotideos: 1958C/19Pst e 1958C/5750. No caso da amostra
proveniente da planta 134417-10 de L. hirsutum, nenhum produto de PCR foi
obtido quando essas duas combinagbes de oligonucleotideos foram
empregadas. O oligonucleotideo TCD1FR foi entdo utilizado em combinagao
com 1958C. As sequéncias destes oligonucleotideos sdo apresentadas na
Tabela 1. Os oligonucleotideos foram desenhados com base na sequiéncia do
gene Sw-5, com 1958C e 5750 anelando exatamente no inicio e no fim da ORF
codificada pelo gene Sw-5, respectivamente. O oligonucleotideo 19Pst anela
numa regiao localizada a aproximadamente 400 pares de bases apés o término
da ORF, enquanto o oligonucleotideo TCD1FR anela cerca de 300 pares de
bases antes do codon de terminagao do gene Sw-5 (TGA). Uma representacao
esquematica mostrando as posi¢des onde os oligonucleotideos anelam em

relagdo ao gene Sw-5 é apresentada na Figura 1.

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR
visando amplificagdo e/ousequenciamento de alelos do loco Sw-5

Oligonucleo Finalidade Seqiiéncia (5" 3')
tideo

1958C Clonagem e GGTGATCTAGAAGGGAGAAAATG
sequenciamento  GCTG
19Pst Clonagem e GCATCTGCAACAATAAGGAG
seqlenciamento
5750 Clonagem e GGGCTAGCAAGTCTAGAGTGGC
sequenciamento
TCD1FR Clonagem CAACGGAAATGATTACCTCTGAG
AC
FP1 Seqliienciamento  CATGTCGGCAAGAACATCAACCG
TAGC
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FP8 Sequenciamento  CATCTCTGGTCTTCCAAAACACAG

FP12 Sequenciamento  AGGATTTGTAGTACGTCTCAACTT
G
SwpP3331 Sequenciamento  ATCTTCAGAGGCGTACCGTC
TCD1FF Sequenciamento  CGTTTTGATGTTCGAGCATGG

Para verificar o sucesso da amplificagdo especifica, bem como para avaliar a
concentracdo do produto de PCR, um volume de 5 pl da reacdo foi aplicado em gel de
agarose 1%, em tampdo TAE 1X, contendo brometo de etidio. Os produtos
amplificados foram visualizados sob luz ultra-violeta, apds corrida -eletroforética a

voltagem constante de 70 V por 2 horas.

Sw-5
ATG TGA
| Promotor J ORF Redisol

o nao traduzida
o

19588 .
3,5 Kb TCFR 5750 19Pst

3,8 Kb

4,1 Kb

Figura 1 - Representagdo das posicoes de anelamento dos oligonucleotideos 1958B,
TCDIFR, 19Pst e 5750, utilizados para amplificar os alelos do loco Sw-35.
As barras abaixo da representagdo do gene Sw-5 representam os produtos
de PCR obtidos pela combinacdo de 1958B com TCDIFR (3,5 kb), 5750
(3,8 kb) e 19Pst (4,1 kb).

2.2. Clonagem dos alelos do loco Sw-5

Os fragmentos amplificados por PCR foram diretamente clonados no vetor
pGEM-T easy (Promega), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A reacdo de
ligagdo consistiu de 1 Ml do vetor, 5 Ul do tampao de ligagdo, 1 pl de T4 DNA ligase, 1
a3 pl do produto de PCR (aproximadamente 250 ng) e agua estéril suficiente para um
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volume final de 10 pl. Uma aliquota de 5 pl da reagdo de ligagdo foi utilizada para
transformar células competentes de FEscherichia coli estirpe DH5a, utilizando-se o
método de transformagdo por choque térmico SAMBROOK et al., 1989). As células
transformadas foram plaqueadas em meio LB contendo ampicilina (0,1 pg/mL), IPTG e
X-GAL e incubadas a 37°C por 12 horas. Colonias contendo plasmideos recombinantes
foram identificadas pela coloracdo branca e transferidas para tubos contendo
3 mL de meio LB com ampicilina (0,1 pg/mL). As colonias foram incubadas a 37°C,
por 12 horas, sob agitacdo constante (250 rpm). O DNA plasmidial foi isolado a partir
dessas culturas pelo método da lise alcalina, descrito por SAMBROOK e al. (1989). Os
plasmideos foram clivados com a enzima de restricdo EcoR I que reconhecem as
seqiiéncias que flanqueiam o sitio de clonagem do vetor pGEM-T easy. O DNA clivado
foi analisado por meio de eletroforese em gel de agarose a 2% em TAE 1X e os
fragmentos visualizados sob luz ultra-violeta, ap6s corrida eletroforética a voltagem

constante de 100 V por 3 horas.

2.3. Caracterizagao parcial dos alelos do loco Sw-5 mediante digestao
enzimatica

Os produtos de PCR obtidos utilizando-se os oligonucleotideo
1958C/5750 foram clivados com as enzimas de restricdo Rsa |, EcoR | e Dra |.
As reagdes de digestdo foram realizadas em um volume de 20 pL, contendo
500 ng de DNA, 10U da enzima de restricdo, 2uL do tampao 10X

correspondente e agua destilada estéril. As reagdes foram incubadas a 37°C

durante duas horas.

O DNA clivado foi analisado por meio de
eletroforese em gel de agarose a 2% em TAE 1X
contendo brometo de etidio e os fragmentos
visualizados sob luz ultra-violeta, apos corrida
eletroforética avoltagem constante de 100 V por 3

horas.

87



2.4. Sequenciamento dos plasmideos

recombinantes

Baseando-se na pré-caracterizacio realizada
por clivagem enzimatica e na reacao a tospovirus
das plantas fontes do DNA utilizado na amplificacao,
dez clones foram selecionados para

sequenciamento (Tabela 2). As sequéncias de
nucleotideos dos alelos do loco Sw-5 foram

determinadas em

88



Tabela 2 - Alelos do loco Sw-5 selecionados para o
sequenciamento

Alelo Gendtipo Espécie Reacdao a tospovirus Oligonucleotideos
Sw-5°  Moneymaker L. esculentum Suscetivel 1958C/5750
Sw-5° P1126944-13 L. peruvianum Suscetivel 1958C/5750
Sw-5*  LA371-11 L. peruvianum Resistente 1958C/5750
Sw-5° LA 444/1-19 L. peruvianum Resistente 1958C/19Pst
Sw-5° Pl 134417-10 L. hirsutum Resistente 1958C/TCFR
Sw-5" PI126944-6 L. peruvianum Resistente 1958C/19Pst
Sw-5° Pl 126944-13 L. peruvianum Resistente 1958C/19Pst
Sw-5° Pl 126928-2 L. peruvianum Resistente 1958C/19Pst
Sw-5" P1126928-2 L. peruvianum Resistente 1958C/19Pst
Sw-5"" LA 2753-11 L. chilense Resistente 1958C/5750

*No presente trabalho, o gene Sw-5, identificado por
Stevens (1942) e clonado por Brommoschenkel et al.
(2000), é referido como alelo Sw-5". Os demais
alelos receberam um subindice até 11 de acordo
com a ordem de clonagem.

sequenciador automatico Perkin-Elmer modelo ABI
310, utilizando-se o kit “Thermo Sequenase Dye
Terminator Cycle Sequencing” (Amersham),
segundo instrucdes do fabricante. A estratégia de

sequenciamento consistiu inicialmente em se utilizar
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oligonucleotideos que anelavam em regioes ao
longo da ORF codificada pelo gene Sw-5 (Tabela 1,
Figura 2). Adicionalmente, para resolver falhas e
ambiguidades de sequéncias, a estratégia de
subclonagem foi empregada.

Para esta finalidade, os clones foram
submetidos a digestdes duplas com as enzimas de
restricdo BamH I/[EcoR V (B/E) eXho I/[EcoR V (X/E).
O DNA clivado foi aplicado em gel de agarose a 1%
em TAE 1 X e submetido aeletroforese a 100 V por
duas horas. Os fragmentos de tamanho esperado
(1191pb e 1068 pb, respectivamente) foram

purificados do gel utilizando-se o

90



- _ _ - _ =
= F _ I
s 5 3% s s 3 5 §
TGA
19588 FP12 + FP1 TCD1FF 5750
pKS 1068pb v
=
pKS 1191pb
I I T7
° ©
£
< =
~Lip
Ks 750 pb
p _ —

91



Figura 2 - Estratégias utilizadas para o
sequenciamento dos alelos do loco
Sw-5. As setas representam as posigcoes de
anelamento dos oligonucleotideos utilizados
nas reagoes de sequenciamento (1958B,
FP12, FP8, FP1, TCD1FF, TCD1FR, 5750,
T7 e T3). Os fragmentos Xhol/EcoRV e
EcoRV/BamHI (E/B) foram liberados do vetor
“‘pGEM-T easy”, purificados do gel e ligados
no vetor pBKS. Os subclones que continham
os fragmentos E/B foram digeridos com Xho |
e o fragmento resultante ligado em pBKS. Os
oligonucleotideos T3 e T7, que anelam no
vetor pBKS, foram utilizados no
sequenciamento dos subclones gerados a
partir de cada um dos 10 alelos do loco Sw-5.
Os sitios da enzima EcoR |, utilizada para
verificar o éxito das clonagens, também sao
indicados no esquema.
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kit “Concert™ Rapid Gel Extraction System” (GIBCO-
BRL) e ligados no vetor pBluescript (pBKS)
(Promega) previamente digerido com B/E X/E,
respectivamente. As ligacdes foram realizadas num
volume de 10 pL, contendo uma relacao 3:1 entre
insertos e vetor, na presenca de 1U da enzima T4
DNA ligase. A reacdo de ligagao foi mantida a 14°C
por 16 horas. Uma aliquota de
5 UL da reacao de ligagcao foi empregada para
transformar células competentes de E. coli estirpe
DH-50a, conforme descrito no item 2.2. O éxito da
clonagem foi verificado, mediante digestdo com a
enzima EcoR |. Os clones contendo o inserto B/E
foram clivados com Xho |, liberando um fragmento
em torno de
750 pb, o qual foi purificado do gel e ligado no vetor
pBKS previamente digerido com Xho | e
desfosforilado com fosfatase alcalina.

Utilizando-se os oligonucleotideos T3 e T7, que
anelam em regides localizadas adjacentemente ao
sitio multiplo de clonagem do vetor pBKS, foram

sequenciados os fragmentos E/B (1191pb), X/E
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(1068pb) e Xho | (750 pb), a partir de ambas
extremidades de cada inserto. Uma representacao
das estratégias de sequenciamento utilizadas nesse

trabalho pode ser observada na Figura 2.

2.5. Analise das sequéncias

As sequéncias dos alelos foram comparadas
entre si ou com sequéncias depositadas em bancos
de dados (GenBank e EMBL) utilizando-se,
respectivamente, os programas DNAMAN 4.0 e
BLAST N (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/).
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3. RESULTADOS

3.1. Amplificagao dos alelos do loco Sw-5

Empregando-se oligonucleotideos desenhados com base na sequéncia
do gene Sw-5, foram amplificadas, mediante PCR, sequéncias alélicas a partir
do DNA extraido de plantas pertencentes a diferentes acessos das espécies
L. peruvianum, L. chilense, L. hirsutum e L. esculentum. A reagao destas
plantas a tospovirus (resisténcia ou suscetibilidade) fora previamente
determinada (Tabela 2, Capitulo 1). A combinagcdo dos oligonucleotideos
1958C e 19Pst resultou na amplificagdo de um fragmento de aproximadamente
4,1 kb a partir de amostras de DNA extraidas das plantas LA 1969-6,
Pl 126928-2, 1269446, LA 371-11 e SW99-1. Quando os oligonucleotideos
1958C e 5750 foram empregados em PCR um fragmento de aproximadamente
3,7 kb foi obtido em 13 das 14 amostras testadas (Figura 3). A unica excegao
foi a amostra de DNA proveniente da planta 134417-10 de L. hirsutum. Para
esse material, um fragmento de aproximadamente 3,5 kb foi obtido utilizando-
se os oligonucleotideos 1958C e TCD1FR.
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Tabela 3 - Procedéncia do DNA, oligonucleotideos
utilizados nas reacdes de PCR para
amplificacao dos alelos do loco Sw-5 e
produtos de PCR escolhidos para clonagem

Oligonucleotide

0S
Gendtipo Espécie Reacdoa 1958C/ 1958C 1958C/
tospovirus 19Pst /5750 TCFR
LA 2753-11 Lycopersicon chilense  Resistente -’ +* Nt
LA 1969-3 L. chilense Suscetivel - +* Nt
LA 1969-6 L. chilense Suscetivel +* + Nt
LA 130-1 L. chilense Resistente - +* Nt
LA 130-5 L. chilense Resistente - +* Nt
P1126928-2 L. peruvianum Resistente +* + Nt
P1 126928-17 L. peruvianum Resistente - +* Nt
P1 126944-13 L. peruvianum Suscetivel +* Nt
P1 1269446 L. peruvianum Resistente +* + Nt
LA 444/1-19 L. peruvianum Resistente +* + Nt
LA 371-11 L. peruvianum Resistente - +* Nt
P1134417-10 L. hirsutum Resistente - - +*
Moneymaker L. esculentum Suscetivel - +* Nt
SW99-1 L. esculentum Resistente + + Nt

1

- = Nenhum produto de amplificagdo foi obtido. + = Amplificagdo positiva.

Nt = Combinacdo de oligonucleotideos nao testada para essas amostras. Os
produtos de PCR identificados por um asterisco (*) foram escolhidos para

ligagédo no vetor pGEM-T easy.
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9 10 11 12

2 34-5 6 7 8

Figura 3 - Fragmentos de DNA amplificados por PCR utilizando-se os
oligonucleotideos 1958C/5750, desenhados com base na
seqiiéncia do alelo Sw-5" e resolvidos em gel de agarose a 1%
em TAE 1X. Amostras de DNA proveniente de Lycopersicon
chilense — canaletas de 1 a 5. 1 — LA 1969-6, 2 — LA 1969-3,
3- LA 130-5, 4 - LA 130-1, 5 — LA 2753-11. Amostras de L.
peruvianum — canaletas de 6 a 11. 6 — Pl 126944-6, 7 — PI
126944-13, 8 — Pl 212407-17, 9 — LA 444/1-19, 10 — LA 371-11,
11 — Pl 126928-2. Canaleta 12 — amostra da planta Pl 134417-10
de L. hirsutum. Canaletas 13 e 14 -SW99-1 e ‘Moneymaker’,
respectivamente. M — marcador de comprimento de DNA (1 kb
DNA Ladder — Gibco-BRL).

3.2. Caracterizagao parcial dos alelos do loco Sw-5 mediante digestao
enzimatica

A clivagem dos produtos de PCR gerados com os oligonucleotideos
1958C/5750 com a enzima Dra | resultou em padrdes de restricdo idénticos
para todas as amostras (dados nao mostrados), enquanto que as clivagens

com as enzimas Rsa | e EcoR | (dados ndo-mostrados) revelaram grande

polimorfismo entre os produtos de amplificacao (Figura 4).

3.3. Clonagem e caracterizaciao molecular de alelos do loco Sw-5

Um total de 14 produtos de PCR, provenientes de diferentes gendtipos

de Lycopersicon spp., foram clonados no vetor pGemT-easy (Tabela 3). Entre
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M
[ L. esculentu H / T
16k ] ;

Figura 4 - Padrées de restricdo obtidos apods clivagem do DNA amplificado de
plantas de Lycopersicon spp. com a enzima Rsa |. Os fragmentos
foram resolvidos em gel de agarose a 2 % em TAE 1X. Da esquerda
para direita: SW99-1, Moneymaker, LA 19696, LA 1969-3,
LA 130-5, LA 130-1, LA 275311, Pl 134417, Pl 126944-13,
Pl 126944-13, Pl 212407-17, LA 444/1-19, LA 371-11, Pl 126928-2.
Canaletas 13 e 14 -SW99-1 e ‘Moneymaker’, respectivamente.
M — marcador (100 pb DNA Ladder).

estes produtos de PCR foram identificados 16 alelos do loco Sw-5, uma vez
que dois alelos distintos foram identificados entre os produtos de PCR
provenientes das plantas Pl 126944-6 e Pl 126928-2. A identificacdo de alelos
distintos no mesmo produto de amplificagao foi possivel devido primeiramente
aos diferentes padrbes de restricdo obtidos com a enzima EcoR | (Figura 5) e
depois confirmada mediante sequienciamento. No presente trabalho o Sw-5,
identificado por Stevens (1942) e clonado por Brommoschenkel et al. (2000) é
referido como alelo Sw-5". Os demais alelos receberam um subindice até 11 de

acordo com a ordem de clonagem.
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e = — A aeme

Sw-5 Sw-5 Sws59

1,6 Kb

0,9 Kib

0,6 Kib

Figura 5 - Padrdo de digestdo dos clones contendo os alelos Sw-5", Sw-5°,
Sw-5°, Sw-5"" com a enzima EcoR |. Os alelos Sw-5" e Sw-5° sédo
originarios do mesmo produto de PCR, obtido da planta Pl 126944 -
6. Os alelos Sw5° e Sw-5'° foram obtidos a partir da planta PI
126928-2. M — marcador (1 kb DNA Ladder).

Baseando-se nos padrdes de restricdo obtidos para as enzimas EcoR |
e Rsa |, 10 alelos foram selecionados para o sequenciamento (Tabela 2). Seis
alelos (Sw-5%, Sw-5°, Sw-5%, Sw-57, Sw-5° e Sw-5"") foram completamente
seqiienciados, enquanto que os alelos Sw-5°, Sw-5°, Sw-5% e Sw-5"? foram
sequenciados de maneira parcial (Figura 6).

A analise de seqlenciamento revelou que o alelo Sw-5"° ¢ um produto
de PCR truncado, ndo possuindo uma regido de aproximadamente 600 pares
de bases da regiao correspondente aextremidade carboxi-terminal da proteina.
O alelo Sw5° também codifica uma OFR incompleta, pois um dos
oligonucleotideos utilizado na sua amplificagdo (TCD1FR), anela cerca de

300 pares de base antes do fim da ORF.
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Sw-57 N-ter Lz NBS LRR
Sw-52 N-ter LZ NBS LRR
Sw-52 N-ter LZ NBS LRR
Sw-54 N-ter Lz NBS LRR
Sw-5° N-ter LZ NBS LRR
Sw-56 N-ter LZ NBS LRR

Sw-57 N-ter Lz NBS LRR
Sw-58 N-ter LZ NBS LRR
Sw-5° N-ter LZ NBS LRR
Sw-570 N-ter LZ NBS LRR

Sw-5"1 N-ter LZ NBS LRR

Figura 6 - Representacdo das regides sequenciadas (coloragdo cinza) nos
diferentes alelos do loco Sw5. As areas de coloragdo branca
correspondem & regides nao sequenciadas. O alelo Sw-5
também estd representado. A = Extremidade amino (N-ter).
B = regido entre a extremidade amino e o LZ (“Leucine zipper”).
C = LZ. D = Regido entre o LZ e o NBS (“nucleotide binding site”).
E = NBS. F = Regido entre o NBS e as LRR’s (“leucine rich
repeats”). G = LRR’s. As seqléncias de aminoacidos deduzidas

correspondentes a cada regido encontram-se na Figura 7.

Considerando-se a ORF completa a similaridade entre os alelos Sws',
Sw-52, Sw-5°, Sw5", Sw-5° e Sw-5"" variou de 91,3 % a 96,6%, ao nivel de

aminoacidos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Percentual de similaridade, ao nivel de aminoacidos, entre os alelos
do loco Sw-5 considerando-se a ORF completa

Sw-57 Sw-52 Sw-5° Sw-5* Sw5" Sw-5°

Sw-5 -

Sw-5° 95,5 -

Sw-5° 96,6 94,3 -

Sw-5* -

Sw-5" 95,9 95,2 95,3 -

Sw-5° 95,0 92,5 93,8 93,9 -
Sw-5"1 93,9 92,7 95,3 92,9

Quando comparagdes de sequéncias foram realizadas baseando-se nos
dominios que compdem o gene Sw-5 isoladamente, verificou-se que as regides
mais divergentes foram a extremidade amino e as LRR’s (Tabelas 5 e 6,
respectivamente). No caso da extremidade amino, a identidade variou de 81,9
% a 96,0 %, enquanto que para as LRR’s a variagao observada foi ligeiramente
menor (86,8 % a 95, 8%). Maiores valores de similaridade foram verificados
para o dominio NBS (93,6 a 100 %) (Tabela 7).

O alinhamento das sequéncias obtidas revelou que a divergéncia de
seqléncia dos alelos analisados é devida a substituicdes de aminoacidos
distribuidas de maneira ndo uniforme e delecdes de 1 a 5 aminoacidos
(Figura 7). As substituicbes estdo concentradas na regido amino-terminal
(Figura 7A) e na regidao que contém as LRRs (Figura 7G). Todos os alelos
apresentam sequéncias consenso idénticas para os dominios LZ (Figura 7B) e
subdominios “P-loop”, cinase 3 e HD (Figura 7E). O alelo Sw-5° difere dos
demais no dominio cinase 2A, por apresentar o0 aminodacido valina ao invés de
acido aspartico na sequiéncia consenso (substituicdo nao-sinbnima). Todos os

alelos possuem 18 LRRs. A excecdo do alelo Sw-5?, todos os demais
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Tabela 5 - Percentual de similaridade, ao nivel de aminoacidos, entre os alelos
do loco Sw-5 considerando-se a extremidade amino

Sw-5' Sw-5° Sw-5" Sw-5° Sw-5° Sw-5° Sw-5 Sw-5° Sw-5°
Sw-57 -
Sw-52 92,9 -
Sw-5" 91,6 86,7 -
Sw-5° 95,6 89,4 93,8 -
Sw-5* 91,6 89,8 ? ? -
Sw-5° 96,0 89,8 87,6 91,6 ? -
Sw-5" 91,6 89,8 85,8 88,5 89,8 89,8 -
Sw-5° 94,2 90,7 88,5 92,0 92,0 89,8 93,8 -
Sw-5° 86,3 83,6 81,9 845 88,0 83,6 82,7 84,5 -
Sw-5 94,7 87,6 88,0 92,0 90,7 916 88,0 90,7 84,5

Tabela 6 - Percentual de similaridade, ao nivel de aminoacidos, entre os alelos
do loco Sw-5 considerando-se as repeti¢des ricas em leucina (LRR)

Sw-51 Sw-52  Sw5"" Sw-5° Sw-5¢  Sw-5°
Sw:5’ -
Swe52 94,5 -
Sw-5"1 91,9 91,5 -
Sw5° 95,5 93,8 95,8 -
Sw-5* 94,8 92,3 95,2 94,2 -
Sw5° 90,3 87,1 87,1 86,8 88,7 -
Sw-5° 93,8 89,7 89,0 91,6 91,6 91,6
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Tabela 7 - Percentual de similaridade, ao nivel de aminoacidos, entre os alelos
do loco Sw-5 considerando-se o dominio NBS (“Nucleotide Binding
Site”)

Sw-5" S5 Swe Swe Swe Sw-5° Sw- Sw-5 Sw-5°  Sw-
511 53 54 56 59

Sw-5 -
Sw-52 98,3 -

Sw 942 942 -
511

Sw-5° 97,7 96,5 96,5 -

Sw-5* 97,1 954 959 97,1 -

Sw-5° 988 971 936 96,5 96,5 -

Sw-5° 97,7 971 930 959 959 97,7 -

Sw-5" 983 988 948 965 959 983 983 -

Sw-5% 983 988 948 965 959 983 983 100, -
Sw-5° 98,8 97,1 936 965 965 1000 97,7 983 983 -

S\%— 94 97,7 936 971 965 983 971 97,7 97,7 983
5
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Sw-510
Sw-5t

Sw-5t
Sw-5°
Sw-5°
Sw-54
Sw-5°
Sw-5°

Sw-5°

sw-5°
sw-5t

Figura 7 - Seqléncias de aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias de
nucleotideos dos alelos do loco Sw-5. As substituicdes em relagao
ao alelo Sw-5" sdo destacadas em vermelho. Cddons de terminagdo
prematuros sao representados por asterisco (*) e delegcbes por
pontos (.). 7A — Extremidade amino. 7B — Regido entre a
extremidade amino e o dominio LZ (“Leucine zipper”). 7C — Dominio
LZ. Os residuos de L ou | do consenso xxxxxxL estdo destacados
em negrito. 7D — Regido entre o LZ e o NBS (“Nucleotide binding
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site”). 7E — NBS. Os subdominios “P-loop”, cinase 2A, cinase 3A e
HD estdo sublinhados. 7F — Regidao entre o NBS e as LRR’s
(“Leucine rich repeats”). 7G - Extremidade carboxi, que
compreende as LRR’s. As repeticdes do consenso “LxxLxLxx” estdo
numeradas acima da sequéncia. Os residuos L ou outros residuos
alifaticos estdo destacados em negrito dentro do consenso.

Sw-5' 227 SLI VLVELEMWKKI FHGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNLL MYL RNKKLENFPNNI AAQN DVAI EFLLVF 302
Sw-52 227 SLI WVELEM/KL FHGEVKASKFTRSKTFKDKKL PKGFSHHLHNLL MYL RNKKLENFPNNI AAQNI DVAI EFLLVF 302
Sw-5% 227 SLIVLVELEMWKKI FHGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNLL MYL RNKKLENFPNNI AAQNI DVAI EFLLVF 302
Sw-5% 227 SLI VLVELEMWKKI FHGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHLHNL L MYL RNKKLENFPNNI AAQNI DVAI EFLLVF 302

Sw 55 227 SLI VFVELEMKKI FHGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYLRNKKLENFPNNI AAQNI DVAI EFLLVF 302
Sw-5° 227 SLI VFVELENKKI FHGEVKASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKLENFPNNI AAQNI DVAI EFLLVF 302

Sw 5% 227 SLIVLVELENKKI FHGEVK ASKFTQSKTFKDKKL PKGFSHHL HNL L MYL RNKKLENFPNNI AAQNI DVAI EFLLVF 302
Sw-511 227 SLI VLVELEMKKI FHGEVKASKFTQSKTFKDKKLPKGFSHHLHNLLMYLRNKKLENFPNNI AAQNI DVAI EFLLVF 302

Sw-5' 303 LDADVSNHVI NGNLKKVLLKVGAI AGDI LYV QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI Q LEKTKDLKAQVETYYKSLKF 378
Sw-52 303 LDADVSNHVI NGNW.KKVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI Q LEKTKDLKAQVETYYKSLKF 378
Sw-5° 303 LDADVSNHVI NGNLKEVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI Qf LEKTKDLKAQVETYYKSLKF 378
Sw-5% 303 LDADVSNHVI NGNLKEVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI Q LEKTKDLKAQVETYYKSLKF 378

Sw5’ 303 LDADVSNHVI NGAWLKKVLLKVGA AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI Q LEKTKDLKAQVETYYKSLKF 378
Sw-5% 303 LDADVSNHVI NGNWLKKVLLKVGAI AGDI LYV QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI Q LEKTKDLKAQVETYYKSLKF 378

sw5° 303 LDADVSNHVI NGAWEKEVLLKWAI AGDI LYVI QKLLPRSI NKDETSNI SLCSI Q LEKTKDLKAQVETYYKSLKC 378
sw-51 303 LDADVSNHVI NGNLKEVLLKVGAI AGDI LYVI QKLLPI SI NKDENSNI SLCSI Q LKKTKDLKAQVETYYKSLKF 378

Sw-5' 379 TPSQFPTFGGESFLNSLLRKLNEMSTSKSG 408
Sw-52 379 TPSQFPTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSG 408
Ssw-5° 379 TPSQFPTFGGLSFLNSLLRKLNEMSTSKSG 408
Ssw5* 379 TPSQFPTFGALSFLDSLLRKLNEMSTSKSG 408
Sw5’ 379 TPSQFPTFGGLSFLNSLLRKLNEMSTSKSG 408
sw-5% 379 TPSQFPTFGGLSFLNSLLRKLNEMSTSKSG 408
sw 5% 379 TPSQFPTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSG 408
sw5't 379 TPSQFPTFGGLSFLDSLLRKLNEMSTSKSG 408
C
Sw5' 409 LGFLMKPLLGNLEKELSSLTS| LEKELSS! 438
Sw-52 409 LGFLMKPLLGNLEKELSSLTS! LEKELSS ! 438
Sw-53 409 LGFLMKPLLGNLEKELSSLTS| LEKELSS| 438
Sw-5% 409 LGFLMKPLLGNLEKELSSLTS| LEKELSS! 438
Sw5’ 409 LGFLMKPLLGNLEKE LSSLASI LEKELSS! 438
Sw5° 409 LGFLMKPLLGNLEKELSSLTSI LEKELSSI 438
sw-5'° 409 LGFLMKPLLGNLEKELSSLASI LEKELSS! 438
Sw-5'1 409 LGFLMKPLLGNLEKELSSLTSI LEKELSS! 438
D

Ssw-5' 439 FRDWHHEHNI PKDLQRRTI NLSYEAEVAI DSI LAQYNAFLHI FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYV 514
Sw-5% 439 FRDWHHDHNI PKDLQRRTI NLACEAEVAI DSI LAQYNVFLHI FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYV 514
Sw-5% 439 FRDWHHEHNI PKDLQRRTI Nr SYEAEVAI DSI LAQYNAFLHI FCSLPTI LKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYV 514
Sw-5* 439 FROWHHEHNI PKDLQRRTI NL AYEAEVAI DSI LAQYNVFLHI FCSLPTI LKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYV 514
Sw5’ 439 FSDWHHEHTI PKDLQRRTI NLAYEAEVAI DSI LAQYNVFLH FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMALADI PLNPHYV 514
Sw-5% 439 FROWHHEHTI PKDLQRRTI NLAYEAEVAI DSI LAQYNAFLHI FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMALADI PLNPHYV 514
Sw5° 439 FROWHHEHNI PKDLQRRTI NL VYEAEVAI DSI LAQYNAFLHI FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYV 514
Sw-510 439 FSDVWHHEHTI LKDLQRRS NL AYEAEVAI DSI LAQYNVFLHI FCSLPTI VKEI KQ NAEVTEMALADI PLNPHYV 514
sw-5! 439 FROWHHEHTI PKDLQRRTI NLAYEAEVAI DSI LAQYNVFLHI FCSLPTI LKEI KQ NAEVTEMASADI PLNPHYV 514

Sw-5 515 AAPLKHLPDRHSNLVTDEEVWWGFENKAEEL| DYLI RGTNELDWPI V 561
sw-5MM 515 AAPLKHLPDRHSNLVTDEEVWGFENKAEEL | DYLI RGTNELDVVPI V 561
Sw-5-1 515 AAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFENKAEEL| DYLI RGTNELDVWPI V 561
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Sw-5-2 515 AAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFENKAEELI DYLI RGTNELDWPI V

Sw 5-5 515 AAPLKYLPDRHSNLVTDEEVWGFENKAEEL| DYLI RGTNELDVVPI V
Sw-5-6 515 AAPLKYLPDRHSNLVTDEEVWWGFENKAEEL| DYLI RGTNELDWPI V

Sw 5-7 515 AAPLKHLPDRHSNLVTDEEWGFENKAEELI DYLI RGTNELDWPI V
Sw-5-8 515 AAPLKYLPDRHSNLVTDEEVWGFENKAEELI DYLI RGTNELDWPI V
Sw-5-9 515 AAPLKHLPDRHSNLVTDEEVVGFENKAEEL | DYLI RGTNELDWWPI V

Figura 7, continuagao.

106

561

561

561
561

561

561



P-100p

Sw-51 562 GVEEOGKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWCI | SQTYNRRELLQDI FSQVTGSDDNGATVDVLADM.RRKLMEKRY 636
Sw-5% 562 GMEEQEKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC | SQTYNRRELLQDI FSQUTGENDNGATVDVLADM.RRKLMGKRY 636
Ssw5% 562 GMEEQYEKTTI ARKLYYNDI | VSRFDVRAWC! FSQTYNRRELLQDI FSQUTGVDDNGATVDVLADM RRKLMKRY 636
Sw-5% 562 GMBEEOGKTTI ARKLYYNDI | VSRFDVRAWD! | SQTYNRRELLQDI FSQVTGSDDNGATVDVLADM_RRKLMEKRY 636
Sw-5° 562 QVIECQCKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWCI | SQTYNQREL L QDI FSQVTGSDDNGATVDVLADM_RRKLMEKRY 636
Sw-5° 562 GVEERGKTTI ARKLYNNDI | ASRFDVRAWCI | SQTYNRRELL QDI FSQVTGFDNNGATVDVLADM.RRKLMEKRY 636

Sw 5’ 562 GMBEEQGKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNRRELLQDI FSQUVTG-NDNGATVDVLADMLRRKLMEKRY 636
Sw-5°% 562 QVEBGQGKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNRRELLQDI FSQUTGENDNGATVDVLADM.RRKLMGKRY 636

Sw 5° 562 GVICEOGKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNCREL L QDI FSQUVTGSDDNGATVDVLADM_RRKLMZKRY 636
Sw-510 562 GVGEOGKTTI ARKLYNNDI | VSRFDVRAWC! | SQTYNRRELL QDI FSQVTGSDDNGATVDVLADMLRRKLMEKRY 636
sw-5! 562 QVGEQGKTTI ARKLYYNDI | VSRFDVRAWCH FSQTYNRRELLQDI FSQUTGVNDNGATVDDVADL LRRKLMEKRY 636

G nase 2A G nase 3A
Sw-5! 637 L1 VL.DDMADCMMWDDL RLSFPDDG RSRLWITRI EEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQL L QKKVFQKEDCPPE 713
Ssw-5% 637 LI VLD/MADCMMDDLRLSFPDDG RSRI WTTRL EEVGKQUKYHTDPYSLPFLTTEESOQLL QKKVFQKEDCPPE 713
Sw-5% 637 LI VLDDMADCMADDLRLSFPDDGRSRI WITRL EEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLL QKKVFQKEDCPPE 713
Sw-54 637 L1 VL.DDMADCMDDL RL SFPDSGNRSRI WTTRI EEVGKQVKYHTDPYSL PFLKTEESCQL L QKKVFQKEDCPPE 713
Sw-5° 637 LI VLDDMADCMW\DDLRLSFPDVGI RSRI WTTRL EEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLL QKKVFQKEDCPPE 713
Sw-5% 637 LI VLDDMADCMMDDLRLSFPDV@E RSRI WITTRL EEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLL QKKVFQKEDCPPE 713
Sw-5’ 637 LIV DDMADCMADDLRLSFPDVE RSRLWITRI EEVGKQUKYHTDPYSLPFLTTEESCQLL QKKVFQKEDCPPE 713
Sw-5° 637 LI VLDDMADCMMDDLRLSFPDVE RSRI WTTRL EEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQL L QKKVFQKEDCPPE 713
Sw-5° 637 LI VLDDMADCMMDDLRLSFPDVA RSRI WITTRL EEVGKQVKYHTDPYSLPFLTTEESCQLLQKKVFQKEDCPPE 713
sw-5° 637 LI VI.DDM DCMDDLRLSFPDDGH RSRLVWITRL EEVGKQVKYHTDPYSL PFLTTEESCQLL QKKVFQKEDCPPE 713
sw-51 637 LI VL.DD MADCMADDLRLSFPDSGNRSRI WTTRL EEVGKQVKYHTDPYSLPFL TTEESOQL L QKKVFQKIDCPPE 713

HD
Sw5 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLVWVL 733
Sw-52 714 LQDVSQAVAEKCKG PLVWVL 733
Sw5° 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLVWVL 733
Sw5? 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLVWVL 733
Sw-5° 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLVWVL 733
Sw5% 714 LQDVSQAVAEKCKG PLVWVL 733
Sw5’ 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLVWL 733
Sw5% 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLVWVL 733
Sw5° 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLWWVL 733
sw-50 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLVWL 733
sw-5' 714 LQDVSQAVAEKCKGLPLVWVL 733

sw5! 734 VAGHI KKRKMEESWWEVKDAL FDYL DSEFEEYSL ATMQL SFDNL PHCLKPCLLYMGMFSEDARI P 799

Sw-5% 734 VAG | KKRKVEESWANEVKDAL FDYLDSEFEEYSLATMQL SFDNLPHCLKPCLLYMGVFSEDARI P 799

Sw-53 734 VAG | KKRKMEESW\NEVKDALFDY | DSEFE. . . . . . MQLSFDNLPHCLKPCLLYMGVFSEDARI P 799

Sw-5* 734 VAG | KKRKVEESWNEVKDALFDY | DSE YEEYSLATMQL SFDNLPHCLKPCLLYMGVFSEDARI P 799

Sw-5° 734 VAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYL DSEFEEYSL ATMQL SFDNL PHCLKPCLLYMGVFSEDARI P 799

Sw-5% 734 VAG | KKRKVEESWAKNEVKDAL FDYL DSEFEEYSLATMQ SFDNLPHCLKPCLLYMGVFSEDARI P 799
Sw-5" 734 VAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYL DSEFEEYSL ATMQL SFDNL PHCLKPCLL YMGVFSEDARI P 799
Sw-5° 734 VAG | KKRKMEESWANEVKDAL FDYL DSEFEEYSLATMQL SFDNL PHCLKPCLL YMGVFSEDARI P 799

sw5° 734 VAGHI KKRKMEESWANEVKDAL FDYL DSEFEEYSLATMQL SFDNLPHWLKPCLLYMGVFSEDAR! P 799

sw5 734 VAG | KKRKVEESWAWEVKDALFDY | DSEFEEY. . . . MQLSFDNL PHCLKPCLLYMGVFSEDARI P 799

Figura 7, continuacéo.
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1 2
sw-5' 800 ASTLI SLW AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDL! SSNLVM SKRTYKGRVKYOQVHDVWHHFCLEKSREAKFMLA 875
Sw-52 800 ASTLLSLW AEGFVENTESGRLVEEEAEGYLMDLI SSNLVM SKRTYKGRVKYOQUHDVWHHECLEKSREAKFMLA 875
sw-5% 800 ASTLI SLW AEGFVENTESGRLVEEEAEGYLMDLI SSNLVM_SKRTYKGRVKYCQUHDVWHHECL EKSREAKFMLA 875
Sw-5% 800 ASTLI SLW AEGFVENTESGRLME QEAEGYLMDLI SSNLVM SKRTYKGGVKYOQVHDVWHHECL EKSREAKFMLA 875
Ssw-5° 800 ASTLL SLW AFGFVENTESGRLMEEEAEGYL DL ESNLVM SKR SYKGRVKYCQVHDVVHHFCLEKSREAKFMA 875
Sw5’ 800 ASTLI S.W AEGFVENTESGRLMEEEAEGYLMDL! SSN.VM_SKRTYKGRVKYOQVHDVWHHFCLEKSREAKFMLA 875
Ssw-5° 800 ASTLI SLW AEGFVENTESGRLNVEEEAEGYLMDL! SSNLVM SKRTYKGRVKYOQUHDVWHHECLEKSREAKFMLA 875
sw-5' 800 ASTLLSLW AEGFVENTESGRLMVEEAAEGYLNMDLLSSNLVIM SKRTYKGRVKYOQVHDWHHFCLEKSREAKFMLA 875

3 4 5
Sw-5' 876 VKGQY H-QPSDWKGTRVSFSFSEELSKFAS VSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAKSI NDI FSOQI SELRLLKVLDLS 919
Sw-52 876 VKGOV FOPSDWKGTRGGFSFSEELSKFAS VSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAESI DV LFCQ SELRLLKVLDLS 919

Sw-53 876 VKGOYI H-OPSDVWKGTRVSFSFSEELSKFASL VSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAKSI NDI LFCQ SELRLLKVLDLS 919
sw-5% 876 VKGLYl HEQPt DI KGTRVSFSFSEELSKFAS VS TQKPFHQHLRSLI TANRAKS! EDNPSCOQLSELRLLKVIDLS 919
Sw-5° 876 VKGOV HFOPSDWKGTRVSFSFSEELSKFAS VSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAKSI NDI FSOQI SELRLLKVLDLS 919
Sw 56 876 VKRYI HFOPSDWKGSRVSFSFSEHR. SKFASLVSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAKSI NDI LFCQI SELRLLKVLDLS 919
Sw-5° 876 VKGOV HEQPSDVWKGTRVSFSFSEELSKFAS VSKTQKPFHQHLRSLI TTNRAKSI NDI LFCQ SELRLLKVLDLS 919
sw-5'! 876 VKGQY! HFOPSDVKGTRVSFSFSEELSKFASLYSKTQKPFHQHLRSLI TTGREKYI DM LFCQ SELRLLKVLDLS 919

6 7
Sw-51 920 SYI VEFLSLATFKPLNQKYLAVOAFEFYFDPGSHLPH ETFI VMNLPYYD! LLPVSFWEMKL RHAHEGKAEFDK 995
Sw-52 920 SYTVEFLSLATFKPLNQKYLAVOADKFYFDPGSHLPHI ETFI VMNLPYG G LPVSFWEMKKLRHAHEGKAEFDK 995
sw5% 920 SYNVEFLSLATFKPLNQKYL AVQADKFYFDPGSHLPHI ETFI VMNLPYNI G. LPVSFWEMKK LRHAHFGKAEFDK 995
Sw-5% 920 SYI VDFLSLATFKPL NQLKYL AVOANKFYFDPGSHLPH ETFI VKNFPYNDI GLPVSFWEMKK LRHAHFGKAEFDK 995
Sw-5° 920 SYPVESLSLATFKPLNQKYLAVRAFEFYFDPGSHLPH ETFI VKNYPYYDI LLPVSFWENKKLRHAHEDNAI FGK 995
Sw-5’ 920 SYNVEFLSLATFKPLNQKYLAVQADKFYFDPGSHLPH! ETFI VMNLPYYDI LLPVSFWEMKKLRHAHEGKAEFDK 995
Ssw-5° 920 SCI VEFLSFATFKAL NQLKYL AVKAGEFYFDPGSHLPHI ETFI VKNFPYYD! LLPVSFWEMKK LRHAHFGKAEF\VK 995
Sw-511 920 SYNVEFLSLASFKPLNQLKYLAVOADKFYFDPGSHLPHI ETFI VKNFPYNI G, LPVSFWEMKK LRHAHFGKAEFDK 995

8 9 10 11
Sw-51 996 QGLSEGSSKLENLR LKNI VGEDRVDVL SRRCPN.QQL QG TYFGNNEEPFCPKLENLTQLOQ. QLSFARPRTLSG 1070
Sw-52 996 QALSEGSSKLENLR L KNVI GODRVIVI SRRCPN-QQLQ TYFGNNEEPFCPKLENLTQLQQL QLSFARPRTLSG 1070
Ssw-5% 996 QALSEGSSKLENLR LKNI VGEDRVDVL SRRCPN-QQ- Kl RYFGNNEEPFCPKLENL TQLQQL QLSFARPRTLSG 1070
Sw-54 996 QALSEGSSKLENLR LKNI VGEDRVDVLSRRCPN-QQLQ TYFGNNEEPFCPKLENL TQLOQLQLSF\VRPHTLSG 1070
sw-5° 996 QGALFEGSSTLENLH | KNI VGEEWDVESRRCPN-QQ- G TYYGNEEEPFFPKFENLTQLQQ- QLSEVPPCTLSG 1070
Sw-57 996 QA.SEGSSKLENLR LKNI VGEDRVDVLSRRCPN-QJ-J TYFGN\EEPFCPKLEN_TQ&ARPRTLSG 1070
Sw-59 996 QGLFEGSSKLENLR LKNI VGEDRVDVL SRRCPNLQQLQ TYYGNEEEPFTPKLENLTQLOQL QLSFVPPCTLSG 1070
sw-5'" 996 QGFEGSSKLENLRI LKNI | GEDRVDVL SRRCPNLQQLKI RYFGNNEEPFCPKLENL TQLQQLFLSSVRPHTLSG 1070

12 13 14 15

Ssw5 1071 LQLPSNLNKLVLEG H | ESVI PFI AG_PS_EMVCFPQSEEWJ_GJ TFHKLKLLKLVKLNI SRADVSEE 1145
Ssw-5% 1071 LQLPSNLNKLVLEG H. | ESVI PFI AGLPSLEYL RLODVCFPQSEEVWCLGDI TFHKLKLLKLVKLNI SRADVSEE 1145
sw5% 1071 LOLPSNLNKLALDG H | ESVI PFI AGLPSMVCFPQSEEWJ_CDI TFHKLKLLKLYNLPL SRADASEE 1145
W-

sw5* 1071 L LNKLALEGGH. | ESVI PFI AGLP VCFPQSEEWCLGDI TFHKLKLLKLVKLNI SRADASEE 1145
Sw5° 1071 LOLPSNINKLVLER GCI ESVI PFI AGLPSLEYLQLODVYFPGSEEWCLGDI TFHKLKLLKLVKLNI SRADVSEE 1145
Sw-5’ 1071 LQULPSNLNKLVLEGGC. | ESVI PFI AGLPSLEYL QLHDVCOFPQSEEWCL GDI TFHKLKLLKLVKLNI SRADVSEE 1145
Sw-5° 1071 LQLPSNLNKLVLER H. | ESVI PFI AGLPSLEYLRLQDVYFPQSEEWCLGDl TFHKLKLLKLVKLNI SRADVSEE 1145
sw-51 1071 LOLPSNLNKLALVGGH. | ESVI PFI AGLPSLEYL Q. QDVCFPQSEEWCL GDI TFHKLKLLK-VN-Pl SRADASEE 1145

16 17
Ssw-5' 1046 SFPLLETLVI KKCI DLEE PLSFADI PTLEQ KLI GBVKVSLEDSAVRVKEE! KDTEGCDRLHLVKQRSDDSAVR 1219

Sw-5% 1046 SFPLLETLVI KKCGDLEE PVSFADI PTLEQ KLVGSVWKVSLEDSAVRMVKEE! | DT GCDRLHLVKQRSDDSAVR 1219
Sw-5% 1046 SFPLLETLVI KKCSDLEH PLSFADI PTLEQ KL| GSWKVSL EDSAVRMKEE! KDTEGCDRLHLVKQRSDDSAVR 1219
Sw-5% 1046 SFPLLETLVI KKWDLEE PLSFADI PTLEQ KLI GSWKVSLEDSAVRMKEE! KETEGCDRLHLVKQLSDDSAVR 1219
Sw-5° 1046 SFPLLETLVI KKCI DLEE PLSEADI PTLEQ KL| GSWKVSLEDSPVRVKEE! KETEGCDRLHLVKQRSDDSPVR 1219
Sw-57 1046 SFPLLETLVI KKCI DLEE PLSFADI PTLEQ KL| GBWKVSL EDSAVRMKEE! KDTEGCDRLHLVKQRSDDSAVR 1219
Sw-5° 1046 SFPLLETLVI KKCI DLEE PLSFADI PTLEQ KLI GSWKVSL EDSAVRMKEE! KDTEGCDRLHLVKQRSDDSAVR 1219
Sw-5'! 1046 SFPLLETLVI KKQGDLEE! PLSEADI PTLEQ KL | GEVKVSL EDSAVRMKEEI KEI EGCDRLHLVKQ SDDSAVR 1219
Sw-5! 1220 MKEEI KDTEGCDRLHLVKQRSD 1246
Sw-52 1220 MKEEI | DTI GCDRIHLVKQRSD 1246
Sw-5° 1220 MKEEI KDTEGSDRLHLVKQRSD 1246
Sw-5* 1220 MKEEI KETEGCDRLHLVKQL SD 1246
Sw-5° 1220 MKEEI KETEGCDRLHLVKQRSD 1246
Sw-57 1220 MKEEI KDTEGCDRLHLVKQRSD 1246
Ssw-5% 1220 MKEEI KDTEGCDRLHLVKQRSD 1246
sw-5'! 1220 MKEEI KEI EGCDR-HLVKQ SD 1246

Figura 7, continuacéo.
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apresentam sequéncia consenso das LRRs idénticas (Figura 7G). As
repeticbes 9 e 16 deste alelo sao diferentes dos demais, devido asubstituicao
de um aminoacido na sequéncia consenso da LRR.

No total, os alelos Sw-5" (alelo funcional) e Sw-5? (ndo-funcional),
diferem em 54 substituicbes ao nivel de aminoacidos ao longo de toda a ORF.
Dessas substituigcdes, 14 sdo ndo-sinbnimas (levam a mudanga de carga do
aminoacido substituido). A grande maioria destas substituicdes se concentra na
extremidade amino (sete) e nas LRR’s (seis). A outra substituicdo n&o-
sinbnima, ja descrita anteriormente, se localiza no subdominio cinase 2A do
dominio NBS.

Os clones Sw-5-1 e Sw-5-8 apresentam ORF’s interrompidas por um
codon de terminacdo prematuro nas posicbes que correspondem aos
aminoacidos 460 (Figura 7D) e 644 (Figura 7E) da ORF do gene Sw-5,
respectivamente.

Além da regiao codificadora, uma sequiéncia de aproximadamente 300
pares de bases da regido 3’ nao traduzida, de quatro alelos, foi analisada.
Como observado na Figura 8, os alelos comparados também apresentam alta
similaridade para esta regido, apesar de Sw-5° e Sw5° apresentarem uma
delecao de 40 pares de bases. Nesta regido foi possivel identificar um provavel

sinal e dois possiveis sitios para poliadenilagao (Figura 8).
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Sw 51
Sw 5°

Sw: 58
Sw 5°

Sw 5t
Sw 5°

Sw 58
Sw 5°

Sw 5t
Sw 5°

Sw 58
Sw 5°

Sw 5t
Sw: 5°
Sw 58
Sw 5°
Sw 5t
Sw: 5°

Sw 58
Sw 5°

1 TGATGATAGCTAATTGITGCAGCCACTCAAGTCTTGCTAGCCCATTTCTC GITGTAAT 62

1 TGATGATAGCTAATTGITGCAGOCACTCAAGICTTGCTAGCCCATTTCTCTTTTGITGTIA . 62

Sw 57 1 TGATGATAGCTAATTGITGCAGOCACTCAAGTCT GTCTAGCCCATTTCTCTTTGGITGTAAT 62
1 TGATGATAGCTAATTGITGCAGOCACTCAAGICTTGCTAGCCCATTTCTCTTTTGITGTIA . 62
1 TGATGATAGCTAATTGITGCAGOCACTCAAGT GTTGCTAGCOCATTTCTCTTTTGITGTAAT 62

63 GTAATGTAACACAACTACTATTTGCTAC G CATTGATACACTC ATGTATC 124

B3 TACACTCTTATTATGTATC 124
Sw57 63 GTAATGTAACCCAACTACTATTTGCTACTTTGS CATTGATACACTC ATGTATC 124
B3 e TATACTCTTATTATGTATC 124

63 GTAATGTAACACAACTACTATTTGCTAC G CATTGATACACTC ATGTATC 124

125 ATATGATTGGAGACAAATATAAATCAGITGCTCATTCACTGATTTCTTCITGI TATGCAGCT 187
125 ATATGATTGGAGACAAATATAAAACAGT TACTCATTCACTGATTTCTTCTTGI TATGCAGCT 187

Sw57 125 ATATGATTGGAGACAAATATAAATCAGT TGCTCATTCACTGATTTCITCITGI TATGCAGCT 187

125 ATATGATTGGAGACAAATATAAACCAGT TACTCATTCACTGATTTCTTCITGI TATGCACCT 187
125 ATATGATTGGAGACAAATATAAATCAGICGCTCATTCACTGATTTCTCCTTGI TATGCAGCT 187

188 AGATTTATAC GACCAATTTCTCTCCATTGAACATCTTCATATCTCAATACTCATCAAC 250
188 AGATTTATAC GACCAATTTCTCTCCATTGAACATCTTCACATCTCAATACACATTAAC 250

Sw5’ 188 AGATTTATAC GACCAATTTCTCTCCATTGAACATCT TCATATCTCAATACACATCAAC 250

188 AGATTTATAC GACCAATTTCTCTCCATTGAACATCTTCACATCTCAATACACATCAAC 250
188 AGATTTATAC GACCAATTTCTCTCCATTGAACATCTTCATATCTCAATACTCATCAAC 250

251 CATGITGITAA ATAATTOGATCAACCATCCGAAAAATCTCAAGCTTAAATTTA 307
251 CATGITGITGA ATAATTCGAT CAACGATCOGAAAAT TCTCAAGCTTAAATTCA 307
Sw57 251 CATGITGITGA ATAATTCGATCAATCATOOGAAAAATCTCAAGCTTAAATTTA 307
251 CATGTGGTTGA ATAATTCGATCAACCATOCGAAAAATCTCAAGCTTAAATTTA 307
251 CATGITGITGA ATAATTCGATCAAT CATCOGAAAAATCTCAAGCTTAAATTTA 307

Figura § - Seqiiéncias de nucleotideos correspondentes a regido 3’ nao-traduzida de

alelos do loco Sw-3. As modificacdes em relagdo ao alelo Sw-5" estdo
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destacadas em vermelho. Um provavel sinal e dois possiveis sitios para
poliadenilagdo estdo destacados em negrito ¢ sublinhados, respectivamente.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho, 16 alelos do loco Sw-5, provenientes de varios
genotipos de Lycopersicon spp., foram amplificados mediante PCR, clonados e
caracterizados. A obtencio de varios alelos deste loco € de grande importancia
para uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na diversificacao e
evolugdo dos genes de resisténcia, bem como para entender melhor o
mecanismo molecular envolvido na especificidade da resisténcia. Do ponto de
vista pratico, a disponibilidade de varios alelos do loco Sw-5 podera resultar no
desenvolvimento de uma cultivar que apresente uma resisténcia de espectro
mais amplo e mais duradoura, uma vez que alelos com especificidades
distintas podem ser combinados numa mesma cultivar, via transformacéo
genética. Além disso, a combinacao de regides de diferentes alelos (quimeras)
pode ser utilizada para construir in vitro novas especificidades de resisténcia,
como ja relatado para o gene L do linho (SIMONS et al., 1998).

Dez alelos foram sequenciados, sendo seis de maneira total e quatro de
maneira parcial. Cinco dos seis alelos completamente sequenciados codificam
para ORF’s potencialmente funcionais, uma vez que nenhum cédon de
terminagcao prematuro foi observado. A analise da seqiiéncia revelou que os
alelos do loco Sw-5 codificam para proteinas variando entre 1240 e 1246
aminoacidos. Os alelos Sw-5° e Sw-5"? codificam ORF’s truncadas devido a um
codon de terminacdo prematuro nas posi¢cdes que correspondem aos

aminoacidos 460 e 643 da ORF do gene Sw-5, respectivamente. O alelo Sw-5°
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foi amplificado a partir do DNA de uma planta suscetivel (Pl 126944-13). O
alelo Sw5"% foi obtido de uma planta resistente, porém, nesse caso, foi
identificado o mesmo produto de amplificagdo um outro alelo (Sw-5%) que
codifica uma ORF completa.

Conforme mencionado, os alelos Sw5° e Sw-5'% sdo provenientes de
um mesmo produto de amplificagao, o qual foi gerado a partir do DNA da planta
Pl 126928-2. Situacdo semelhante foi observada com o produto de
amplificacdo obtido da planta Pl 126944-6, o qual originou os alelos Sw-5" e
Sw-5°. O alto grau de identidade de seqiiéncia observada para os homoélogos
Sw-5"/1Sw-5° e SW/Sw-5'° sugere tratarem-se de alelos do mesmo loco. E
possivel que as plantas Pl 126928-2 e Pl 126944-6 sejam heterozigotas no
loco Sw-5. Tal situacédo nao seria surpreendente uma vez que L. peruvianum é
uma espécie altamente polimérfica. E possivel que mais de um alelo tenha sido
amplificado nas demais amostras de DNA, mas n&o tenham sido identificados.
Possiveis razdes para isso incluem a analise de um numero relativamente
pequeno de clones (geralmente de quatro a oito clones por ligagéo) e o fato da
caracterizagcdo digestdo a enzima EcoRI nao ter sido suficiente para revelar
polimorfismo entre todos os alelos amplificados. Entretanto nao se pode
descartar a possibilidade das seqléncias amplificadas serem provenientes de
locos distintos, uma vez que homdlogos do gene Sw-5 mapeiam em posi¢cdes
distintas no genoma do tomateiro (BROMMONSCHENKEL et al, 2000).
Todavia, analises preliminares das sequéncias destes cDNAs revelaram alta
divergéncia em relagdo a Sw5 na regido amino terminal
(BROMMONSCHENKEL et al., 2000; Brommonschenkel et al, dados néo-
publicados).

Considerando-se a ORF completa, a identidade ao nivel de aminoacidos
dos alelos variou de 91,3 % a 96,6 %. Variagbes similares foram relatadas para
0s genes Rps2 e Rps4 que conferem resisténcia a P. syringae em Arabidopsis
(CAICEDO et al., 1999; GASSMANN et al., 1999). Estes genes, que também
estdo na classe dos genes que codificam para proteinas com dominios
NBS/LRR, encontram-se organizados no genoma como cépias unicas em um
loco simples (ELLIS et al., 2000b). Provavelmente, o loco Sw-5 apresenta uma
organizacao similar no genoma do tomateiro uma vez que o seqlenciamento

de regides que flanqueiam o loco ndo revelou nenhuma outra sequéncia
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homodloga a Sw-5 (BROMMONSCHENKEL et al., 2000; Brommonschenkel et
al., dados nao publicados). Nos casos dos genes R que fazem parte de locos
complexos, as variagbes entre os membros do loco costumam ser maiores
(PARKER et al., 1997; BOTELLA et al., 1998; ELLIS et al., 1999; NOEL et al.,
1999; PARNISKE et al., 1999).

Andlises pareadas também foram realizadas considerando-se os
dominios NBS, LRR e a extremidade amino, isoladamente. Como observado
para outros genes R (PARKER et al., 1997; BOTELLA et al., 1998; NOEL et al.,
1999), o dominio NBS se apresentou como o mais conservado, com a
identidade variando de 93,6 a 100 %, dependendo dos alelos comparados. A
alta conservagao do dominio NBS é esperada uma vez que esta regiao esta
supostamente envolvida na ligagéo a nucleotideos trifosfatados (TRAUT, 1994;
BENT, 1996) e, portanto, sujeita a forte presséo de selegao.

A extremidade carboxi, regido que compreende as LRR’s das proteinas
deduzidas, se apresentou mais variavel que o dominio NBS. A identidade
variou de 86,8 % a 96,8 %. Essa regidao tem sido apontada como a mais
variavel em muitas proteinas R (PARKER et al., 1997, BOTELLA et al., 1998;
NOEL et al., 1999; PARNISKE et al, 1999; ELLIS et al., 2000a). A menor
conservagao nas LRR’s é atribuida ao fato de que esta regido esta
supostamente envolvida no reconhecimento direto ou indireto da proteina
elicitora do patogeno. Assim, para acompanhar a variabilidade do patdgeno,
novas especificidades de resisténcia tém que ser geradas. Muitas vezes as
novas especificidades resultam de delegdes ou substituicbes de aminoacidos
nas LRR’s assim como alteragdes no numero das repeticées (PARKER et al.,
1997; NOEL et al,, 1999; ELLIS et al., 2000b).

Os dominios LRR’'s de todos os alelos sdo constituidos por
aproximadamente 18 repeticbes. Cada repeticdo apresenta o consenso
LxxLxLxx, onde “X” representa um aminoacido qualquer e o “L”, leucina ou
outro residuo alifatico. Estudos cristalograficos com a proteina porcina inibidora
de ribonuclease revelaram que nas LRR’s desta proteina os residuos “L”
hidrofobicos estao voltados para o interior da molécula, enquanto os residuos
variaveis (“x”) se voltam para o solvente, permitindo possivelmente a interagéo
especifica com o ligante (KOBE e DEISENHOFER, 1995). Estes fatos

“y,”

corroboram a maior variabilidade dos residuos “x”, em relacdo aos residuos
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alifaticos, observada para varias proteinas R (PARKER et al., 1997; BOTELLA
et al., 1998; ELLIS et al.,, 1999; NOEL et al., 1999; PARNISKE et al., 1999). Os
dados obtidos nesse trabalho estdo de acordo com esta observacao, pois a
maioria das varia¢des dentro do consenso ocorreu nos residuos “x”.

A regido amino é a mais variavel das proteinas codificadas pelos
diferentes alelos. Esta variabilidade também sugere o envolvimento desta
regido na especificidade da resisténcia. A importancia desta regidao na
resisténcia ja foi demonstrada em pelo menos um caso: os alelos L6 e L7 do
linho que conferem resisténcia a duas ragcas de Melampsora lini, agente da
ferrugem do linho, sédo idénticos nas regides NBS e LRR, diferindo apenas em
11 residuos de aminoacidos localizados na extremidade amino (SIMONS et al.,
1998; ELLIS et al., 2000b). Todavia, ao contrario de Sw-5, o gene L apresenta
na extremidade amino um dominio TIR e ndo um LZ.

A divergéncia de sequéncia também foi observada na regido 3’ nao
traduzida de quatro alelos analisados. Em organismos eucariotos esta regiao
esta envolvida no processo de poliadenilagdo, que contribui para aumentar a
estabilidade do mRNA (ALBERTS et al., 1994). O oligonucleotideo 19Pst anela
nesta regido. Uma vez que para a maioria das amostras onde este
oligonucleotideo foi empregado na PCR n&o se obteve produtos de
amplificacdo, era possivel que esta regido fosse mais divergente que a regiao
codificadora. Em dois alelos analisados Sw-5° e Sw-5°) foi observada uma
delecdo de 40 pares de bases nesta regido. Porém, nem as mutagdes
pontuais, nem as delegbes comprometeram o provavel sinal (TATAAA) ou os
dois possiveis sitios para poliadenilacdo (TCATTCACT e TGTTATGCA). E
possivel que nos casos em que esta regido nao foi amplificada o sitio de
anelamento do oligonucleotideo 19Pst esteja deletado ou modificado a ponto
de ndo permitir seu anelamento.

A diversificagcdo de genes de resisténcia geralmente resulta da
combinacdo de eventos como mutagdes pontuais, recombinacgéo, insercgao,
delecdo e duplicacdo PRYOR e ELLIS, 1993; DANGL, 1995; HAMMOND-
KOSACK e JONES, 1997; ROLAND, 1998; ELLIS et al., 2000b). A comparagéao
das seqiiéncias do alelo Sw5’ e Sw-5° que conferem resisténcia e
suscetibilidade a tospovirus, respectivamente, revelou que uma ou mais

mutacdes pontuais pode(m) ser responsavel(is) pela especificidade da
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resisténcia. Apenas 54 substituigbes ao nivel de aminoacidos foram
observadas ao longo de toda a ORF. Dessas substituicbes 14 sdao néao-
sinbnimas (levam a mudanga de carga do aminoacido substituido). A grande
maioria destas substituicbes se concentra na extremidade amino (sete) e nas
LRR’s (seis). A outra substituicdo nao-sinbnima se localiza no dominio NBS.
Tais resultados indicam que essas regides devem determinar a especificidade
da resisténcia a tospovirus ndo somente no caso do alelo Sw-5", mas também
para os alelos desse loco presente em outras espécies de Lycopersicon
caracterizados neste trabalho. A analise funcional dos alelos clonados em
plantas transgénicas, bem como o estudo de genes quiméricos combinando
diferentes dominios dos entre os alelos Sw-5" e Sw-52, deverdo fornecer
subsidios para uma melhor compreensao das bases moleculares da resisténcia

a tospovirus mediada por Sw5".
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