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RESUMO

ANTUNES, Tathiana Ferreira Sa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2011. Determinantes virais envolvidos na adaptabilidade diferencial de dois
begomovirus em tomateiro e Nicotiana benthamiana. Orientador: Maurilio Alves
Moreira. Co-orientadores: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Francisco Murilo
Zerbini Janior.

Os begomovirus (familia Geminiviridae) possuem genoma constituido por um
ou dois componentes de DNA de fita simples circular, e infectam plantas
dicotiledoneas. Os sintomas induzidos pelo begomovirus Tomato yellow spot virus
(ToYSV) em tomateiro e Nicotiana benthamiana sdo mais severos e surgem mais cedo
em comparagdo aos induzidos pelo Tomato rugose mosaic virus (ToRMV). Além disso,
o ToYSV invade o mesofilo em N. benthamiana, enquanto o ToORMV ¢ restrito ao
floema nesse hospedeiro (ambos os virus sdo restritos ao floema em tomateiro). Essas
observacdes indicam uma adaptagdo diferencial de cada um desses virus aos seus
hospedeiros. Com o objetivo de mapear os determinantes genéticos virais responsaveis
por essa adaptacao diferencial, foram construidos trés recombinantes com base na troca
dos genes MP e NSP e da regido BRi entre esses virus, em diferentes combinagdes. Os
experimentos com os recombinantes foram realizados para determinar o ganho ou a
perda das seguintes caracteristicas: intensidade de sintomas, acuimulo de DNA viral e
tropismo de tecido. Os recombinantes reciprocos nos quais os genes MP e NSP foram
trocados apresentaram sintomas de intensidade intermediaria em comparagdo aos virus
parentais em ambos os hospedeiros, € 0 mesmo tropismo de tecido em N. benthamiana.
J& o recombinante no qual a regido BRi do ToYSV foi inserido no DNA-B do ToORMV
foi capaz de infectar o mesofilo em N. benthamiana. Em conjunto, esses resultados

sugerem que as proteinas MP e NSP e a regido BRi estdo envolvidas na adaptagdo do



ToYSV em tomateiro e N. benthamiana, e que a regido BRi ¢ o determinante viral de
tropismo de tecido em N. benthamiana. Outras proteinas e sequéncias regulatorias
presentes no DNA-A também devem estar envolvidas na adaptacdo desses virus, no
entanto experimentos adicionais, incluindo a analise do recombinante no qual a regiao
BRi do ToRMV esteja inserida no DNA-B do ToYSV, sdo necessarios para a

identificagdo precisa dessas regioes.

vi



ABSTRACT

ANTUNES, Tathiana Ferreira S4, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2011. Viral determinants involves in the differential adaptation of two
begomovirus in tomato and Nicotiana benthamiana. Adviser: Maurilio Alves
Moreira. Co-advisers: Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Francisco Murilo
Zerbini Janior.

Begomoviruses (family Geminiviridae) have a genome composed of a one or
two components of circular, single-stranded DNA and infect dicotyledoneous plants.
Symptoms induced by the begomovirus Tomato yellow spot virus (ToYSV) in tomato
and Nicotiana benthamiana are more severe and appear ecarlier compared to those
induced by Tomato rugose mosaic virus (ToRMYV). Furthermore, ToYSV invades the
mesophyll in N. benthamiana, whereas TORMV is phloem-restricted in this host (both
viruses are phloem-restricted in tomato). These observations suggest a differential
adaptation of each virus to its host. In order to map the viral genetic determinants
responsible for this differential adaptation, three recombinants were constructed based
on the exchange of the MP and NSP genes and the BRi region between the two viruses,
in different combinations. Experiments with the recombinants were performed to
determine the gain or loss of the following characteristics: intensity of symptoms, viral
DNA accumulation and tissue tropism. Reciprocal recombinants in which the MP and
NSP genes were swapped induced symptoms of intermediate intensity compared to the
parental viruses in both hosts, and had the same tissue tropism in N. benthamiana. The
recombinant in which the ToYSV BRi region was placed in the TORMV DNA-B
background was capable of invading the mesophyll in N. benthamiana. Together, these
results indicate that the MP and NSP proteins as well as the BRi region are involved in

the adaptation of ToYSV in tomato and N. benthamiana, and that the BRi region is the

Vil



viral determinant of tissue tropism in N. benthamiana. Other proteins and regulatory
sequences present in the DNA-A could also be involved in the adaptation of these
viruses, however further experiments, including the analysis of a recombinant in which
the BRi region from ToRMYV is placed in the ToYSV background, are necessary for

their precise identification.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 30 anos, problemas fitossanitarios associados a insetos do género
Bemisia (Homoptera: Aleyrodidae), conhecidos vulgarmente por "mosca-branca", tem se
tornado frequentes em tomateiros cultivados em todo o mundo (Morales & Anderson,
2001; Naranjo & Ellsworth, 2001). Uma das principais consequéncias do aumento
populacional desses insetos ¢ o aumento da incidéncia e severidade de viroses causadas
por virus pertencentes a familia Geminiviridae (Mansoor et al., 2003; Morales & Jones,
2004). A familia engloba virus com genoma composto por uma ou duas fitas simples de
DNA circular, encapsidados em uma particula icosaédrica geminada. A familia ¢
dividida em quatro géneros (Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus), de
acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizacdo do genoma e
relacionamento filogenético (Stanley et al., 2005).

Os begomovirus possuem um ou dois componentes gendmicos, infectam plantas
dicotiledéneas e sdo transmitidos naturalmente pela mosca-branca Bemisia tabaci
(Homoptera:Aleyrodidae). Os begomovirus do "Velho Mundo" (Europa, Asia e Africa)
apresentam um ou dois componentes gendmicos e frequentemente estdo associados a
DNAs satélites (Mansoor et al., 2003). Por outro lado, begomovirus encontrados no
"Novo Mundo" apresentam dois componentes genomicos, denominados DNA-A e
DNA-B. A associacdo de alguns begomovirus do Novo Mundo com alfassatélites foi
demonstrada recentemente (Paprotka et al., 2010; Romay et al., 2010). Mais de 60
espécies de begomovirus ja foram relatadas infectando o tomateiro (Fauquet et al.,
2008).

O primeiro relato de begomovirus associado a cultura do tomateiro no Brasil foi
feito na década de 1970, e a espécie foi denominada Tomato golden mosaic virus

(TGMV) (Matyis et al., 1975). Esse virus ndo se estabeleceu nas areas produtoras de



tomate, muito provavelmente devido ao fato de que o bidtipo A de B. tabaci, o tnico
existente naquela época no pais, nao coloniza eficientemente o tomateiro (Bellows et
al., 1994; Brown et al., 1995). De fato, novos relatos de infec¢ao natural do tomateiro
pelo TGMYV so6 foram feitos duas décadas depois no estado do Rio de Janeiro (Alfenas
etal., 1998).

O biotipo B de B. tabaci foi relatado pela primeira vez no Brasil no inicio da
década de 1990 (Melo, 1992), e devido a suas caracteristicas de maior adaptabilidade se
disseminou rapidamente pelas regides quentes e secas do pais (Lourencdo & Nagai,
1994). A partir de entdo, sintomas tipicos de infec¢cdo por begomovirus em tomateiros
foram relatados no Distrito Federal (Ribeiro et al., 1994), Tridngulo Mineiro (Rezende
et al., 1996; Zerbini, 1996), Sdo Paulo (Faria et al., 1997), Rio de Janeiro (Galvao et al.,
1998) e na regido Nordeste, incluindo o estado da Bahia (Ribeiro et al., 1996) ¢ a regido
do Sub-Médio Sao Francisco, entdo a principal regido produtora de tomate para
processamento industrial no Brasil (Bezerra et al., 1997). A explicacdo mais provavel
para o rapido surgimento e disseminacdo de begomovirus na cultura do tomateiro ¢ a
colonizagdo de plantas silvestres e daninhas pelo bidtipo B de B. tabaci, possibilitando
que virus nativos presentes nestas plantas tenham sido transferidos para o tomateiro.

A caracterizacdo inicial das espécies de begomovirus associadas as epidemias
em tomateiro nas regioes produtoras brasileiras revelou uma grande diversidade, com a
descrigdo de novas espécies como o Tomato rugose mosaic virus (ToRMV) (Fernandes
et al., 2006), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) (Ribeiro et al., 2007) ¢ Tomato
yellow spot virus (ToYSV) (Calegario et al., 2007). Essas espécies, apesar de
apresentarem caracteristicas moleculares semelhantes, possuem propriedades bioldgicas
distintas. A principal distingdo consiste no grau de severidade dos sintomas induzidos

em tomateiro e N.benthamiana, maior para o ToYSV, e menor para o ToORMV. A



diferenca na severidade dos sintomas pode estar relacionada a uma maior adaptacao do
virus ao hospedeiro. Essa maior adaptacdo pode ser consequéncia de interacdo mais
eficiente entre fatores virais e do hospedeiro, levando a uma taxa maior de replicacao na
célula, movimentos célula-a-célula e a longa distdncia mais rapidos e eficientes,
capacidade de invadir diferentes tecidos além do floema, no qual o virus € inicialmente
introduzido pelo inseto-vetor, ¢ maior eficiéncia na transmissdo pelo vetor (Tyler &
Fields, 1996; Petty et al., 2000).

Apesar de o ToYSV ter sido isolado de tomateiro, suas caracteristicas
moleculares e relagdes filogenéticas sao mais proximas as de begomovirus isolados de
Sida sp., como o Sida mottle virus (SiMoV), Sida yellow mosaic virus (SiYMV) e Sida
micrantha mosaic virus (SimMV) (Fernandes et al., 1998; Jovel et al., 2004; Andrade et
al., 2006a). Essa relagdo ¢ especialmente evidente ao se compararem as sequéncias de
aminoacidos das proteinas responsaveis pelo movimento viral na planta, NSP ("nuclear
shuttle protein") e MP ("movement protein"), do ToYSV e do SiMoV: a identidade ¢
superior a 90%. Além do seu papel direto no movimento viral, as proteinas MP ¢ NSP
estdo envolvidas na adaptagdo de begomovirus ao hospedeiro e na inducao de sintomas
(Petty et al., 1995; Schaffer et al., 1995; Petty et al., 2000).

Alves-Junior et al. (2009) investigou o papel de varios fatores na adaptagao
diferencial dos begomovirus ToYSV e ToORMV em tomateiro e em N. benthamiana. Os
resultados dos experimentos de acimulo de DNA viral, de replicacdo em protoplastos
de N. benthamiana e tropismo de tecido indicam que o ToYSV ¢ melhor adaptado do
que o0 ToORMV em ambos os hospedeiros. O ToYSV ¢ mais eficiente nos eventos
iniciais do ciclo de infec¢do viral, alcangando uma maior concentragdo viral e
estabelecendo a infecgdo sist€émica mais cedo do que o TORMV em ambos hospedeiros.

Em N. benthamiana, o ToYSV infecta as células do mesofilo foliar enquanto o TORMV



¢ restrito ao floema, mas durante a infeccdo mista o ToYSV ¢ capaz de liberar o
ToRMV dos tecidos vasculares.

Uma estratégia que pode ser utilizada para mapear com precisdo oS
determinantes genéticos virais responsaveis pela maior adaptacdo de um virus em
relagdo a outro ¢ a constru¢do de genomas recombinantes (quimeras) entre dois virus,
testando as quimeras para ganho ou perda das caracteristicas analisadas (Morra & Petty,
2000) (Petty & Qin, 2001). Estudos realizados utilizando quimeras entre 0 TGMV e o
Bean golden mosaic virus (BGMV) em um hospedeiro comum, N. benthamiana, na
qual o TGMYV ¢ mais adaptado (induz sintomas severos ¢ infecta as células do mesofilo)
e 0 BGMYV menos adaptado (induz sintomas leves e permanece limitado as células do
floema) identificaram regides do genoma do TGMV que, uma vez inseridas no genoma
do BGMYV, tornam este capaz de invadir outros tecidos além do floema, ou seja,
modificam seu tropismo de tecido (Morra & Petty, 2000). As regides identificadas
correspondem as regides codificadoras das proteinas TrAP ("transactivation protein", ou
AC2) e NSP e a regido reguladora da transcricdo do gene nsp, denominada BRi.
Estudos semelhantes realizados com duas estirpes de TGMV que induzem sintomas
distintos identificaram uma regido compreendendo a regido 3' do gene MP ¢ a regido
intergénica menor do DNA-B (entre os genes MP ¢ NSP) como responsavel pela
diferenca nos sintomas induzidos pelas duas estipes (Saunders et al., 2001). A
construgdo de quimeras entre dois DNAs-B associados ao Mungbean yellow mosaic
virus (MYMYV), que induzem sintomas distintos quando presentes com o mesmo DNA-
A, indicou que a proteina NSP do MYMYV ¢ o principal determinante da inducdo
diferencial de sintomas (Mahajan et al., 2011).

Além dos trabalhos realizados com begomovirus bissegmentados, estudos

realizados com begomovirus monossegmentados associados com betassatélites



identificaram a proteina betaCl como determinante de sintomas, ¢ demonstraram que o
promotor do gene betaCl ¢ essencial na indugdo dos sintomas (Ding et al., 2009).

As diferengas fenotipicas induzidas no hospedeiro natural (tomateiro) e
experimental (N. benthamiana) pelo ToYSV ¢ ToRMV oferecem um modelo
interessante para o estudo de determinantes virais de patogenicidade. A analise dos
determinantes virais responsaveis pelas diferengas sintomatologicas entre esses dois
virus contribuird para um melhor entendimento das interagdes responsaveis pela
adaptacdo de begomovirus a seus hospedeiros.

Assim, com o objetivo de identificar as regides do genoma do ToYSV
envolvidas na maior adaptac@o ao tomateiro ¢ N. benthamiana desse virus em relagdo ao
ToRMYV, foram construidos recombinantes entre os dois virus. Os recombinantes foram
avaliados quanto ao ganho ou perda de adaptacdo utilizando como critérios as
diferengas na severidade de sintomas (ToYSV, mais severo; TORMV, menos severo),
no acumulo de DNA viral (ToYSV, maior; TORMV, menor) e no tropismo de tecido
(ToYSV, infecta o floema e o mesofilo em N. benthamiana; ToORMV, restrito ao floema
em N. benthamiana) (Alves-Junior et al., 2009). Considerando que nos begomovirus a
inducdo de sintomas ¢ determinada principalmente pelos genes codificados a partir do
DNA-B (Ingham et al., 1995; Schaffer et al., 1995; Unseld et al., 2000), os
recombinantes foram construidos com base na troca dos genes MP e NSP ¢ da regido

BRi entre 0 ToYSV e 0 TORMV, em diferentes combinagdes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A familia Geminiviridae

Os virus pertencentes a familia Geminiviridae possuem genoma composto por
DNA de fita simples (ssDNA) circular encapsidado em um capsideo icosaédrico
geminado. A familia é dividida em quatro géneros: Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus e Begomovirus, com base no tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros,
organiza¢do gendmica e relacionamento filogenético (Stanley et al., 2005). O género
Mastrevirus inclui os geminivirus com um componente gendmico, transmitidos por
diversas cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) a plantas monocotiledoneas. A espécie-
tipo é o Maize streak virus (MSV), um virus economicamente importante para a cultura
do milho. No género Curtovirus estdo os geminivirus com um componente gendémico,
transmitidos por diversas cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae) a plantas
dicotiledoneas. O Beet severe curly top virus (BSCTV) ¢ a espécie-tipo ¢ mais
importante economicamente. O género TOpPOCUVIrus possui uma unica espécie, o
Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), com um componente gendmico e transmitida
pela cigarrinha Micrutalis malleifera (Homoptera: Auchenorrhyncha) a plantas
dicotiledoneas. O género Begomovirus engloba espécies com um ou dois componentes
gendmicos, transmitidas pela mosca-branca Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) a
plantas dicotiledoneas (Stanley et al., 2005). A espécie-tipo ¢ o Bean golden yellow
mosaic virus (BGYMV) (Fauquet et al., 2008).

Os begomovirus do "Velho Mundo" (Europa, Asia e Africa) possuem em sua
maioria um componente gendmico (monossegmentados), ¢ estdo frequentemente
associados a moléculas de ssDNA circular conhecidas como DNA-1 (alfassatélites) e

DNA-beta (betassatélites) (Briddon, 2003; Briddon & Stanley, 2006). Os betassatélites



conttm uma ORF, betaCl, que codifica uma proteina responsavel pela indugdo de
sintomas e que atua como supressora do silenciamento génico poOs-transcricional (Cui et
al., 2004; Cui et al., 2005; Briddon & Stanley, 2006). Os alfassatélites sdo semelhantes
ao componente gendomico denominado DNA-R dos nanovirus, os quais contém uma
ORF que codifica uma proteina associada a replicacao (Rep), seguida de uma regiao
rica em adenina e uma estrutura em forma de grampo que inclui a origem de replicagao
(Briddon & Stanley, 2006). Os alfassatélites podem replicar autonomamente, mas
requerem um virus auxiliar para infec¢do sistémica da planta e transmissdo pelo inseto
vetor (Saunders & Stanley, 1999; Saunders et al., 2000; Saunders et al., 2002).
Recentemente, alfassatélites foram identificados no Brasil e na Venezuela em
associagdo aos begomovirus bissegmentados Cleome leaf crumple virus (CILCrV),
Euphorbia mosaic virus (EuMV) e Melon chlorotic mosaic virus (MeCMYV), sendo
esses os primeiros relatos de DNAs satélites associados a begomovirus ocorrendo
naturalmente no "Novo Mundo" (Américas) (Paprotka et al., 2010; Romay et al., 2010).

Os begomovirus do Novo Mundo possuem dois componentes gendmicos
(bissegmentados), denominados DNA-A e DNA-B, cada um com aproximadamente
2.600 nucleotideos (Figura 1). Os dois componentes gendmicos de uma mesma espécie
viral ndo possuem identidade entre as suas sequéncias, exceto por uma regido com
aproximadamente 200 nucleotideos denominada regido comum (RC), que inclui a

origem de replicacdo (Hanley-Bowdoin et al., 1999).
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Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMYV), espécie-tipo do género Begomovirus. Os circulos representam o genoma
viral, com dois componentes (DNA-A e DNA-B) de aproximadamente 2.600
nucleotideos cada. Uma sequéncia de aproximadamente 200 nucleotideos, denominada
regido comum (CR), contém a origem de replicacdo viral, com uma estrutura em forma
de grampo e uma sequéncia invaridvel de nove nucleotideos (TAATATTAC),
conservada em todos os membros da familia Geminiviridae. A seta vertical indica o
sitio de inicio da replicagdo do DNA viral por circulo rolante. As setas azuis e
vermelhas indicam os genes virais e a diregdo em que ocorre a transcri¢do (viral e
complementar, respectivamente). Reproduzido de (Gutierrez et al., 2004).

O DNA-A dos begomovirus bissegmentados pode codificar de quatro a seis
proteinas: uma proteina associada a replicagcdo, Rep ("replication-associated protein"),
iniciadora do mecanismo de replicacao por circulo rolante, com propriedade de ligagao
a acidos nucléicos, endonuclease ¢ ATPase (Fontes et al., 1992; Orozco et al., 1997);
uma proteina transativadora, Trap ("trans-activating protein"), fator transcricional dos
genes CP e NSP e que também atua como supressora do silenciamento génico (Sunter
& Bisaro, 1992; Voinnet et al., 1999; Wang et al., 2005); a proteina Ren ("replication-
enhancer protein"), fator acessorio da replicagdo viral (Sunter et al., 1990; Pedersen &
Hanley-Bowdoin, 1994); e a proteina capsidial ("coat protein", CP), que além de formar
o capsideo viral ¢ essencial para a transmissdo do virus pelo inseto vetor (Briddon et al.,

1990; Hofer et al., 1997). O gene AV2 ("pre-coat") estd presente apenas nos
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begomovirus do Velho Mundo, e atua no movimento do virus na planta (Padidam et al.,
1996). O gene AC4 codifica uma proteina supressora de silenciamento génico
(Vanitharani et al., 2004). O DNA B codifica a proteina MP ("movement protein"),
envolvida no movimento célula-a-célula do virus por meio do aumento do limite de
exclusdo dos plasmodesmas (Noueiry et al., 1994), ¢ a proteina NSP ("nuclear shuttle
protein"), responsavel pelo transporte do DNA através do envelope nuclear (Noueiry et

al., 1994; Sanderfoot et al., 1996).

2.2. Replicacéo viral

No processo de infec¢do dos geminivirus, as particulas virais sdo inoculadas na
planta pelo inseto vetor e o genoma viral (ssDNA) se desassocia de forma espontanea
do capsideo (Lazarowitz, 1992; Palmer & Rybicki, 1998). No interior da célula o
ssDNA viral é transportado para o nucleo, onde ¢ convertido em um intermediario de
fita dupla (dsDNA) denominado forma replicativa (RF). A maneira como esta
conversdo ocorre ndo € conhecida, no entanto evidéncias indiretas, como a necessidade
de desestabilizacdo local do dsDNA para o iniciagdo da replicacdo por circulo rolante
em procariotos por "strand-nicking enzymes", indicam que ¢ realizada por fatores do
hospedeiro. A RF serve como molde para a sintese dos novos componentes gendomicos e
também para a transcri¢do dos genes virais. O genoma viral é replicado via mecanismo
de circulo rolante, semelhante ao utilizado pelos bacteriofagos ®X174 e M13,
utilizando a RF como molde (Stenger et al., 1991; Stanley, 1995).

A origem de replicagdo (ori) esta localizada na regido intergénica comum entre
os dois componentes gendmicos. A sequéncia da Ori ¢ conservada entre componentes de
um mesmo virus, porém variavel entre espécies, com exce¢do de uma regido de

aproximadamente 30 nucleotideos conservada entre todas as espécies (Davies et al.,



1987; Lazarowitz, 1992). Nesta regido se localiza uma sequéncia repetida e invertida
composta predominantemente por guanina e citosina, formando uma estrutura
conservada em forma de grampo ("structurally-conserved element", SCE), com uma
sequéncia invariavel (5’-TAATATTAC-3’) encontrada em praticamente todos
geminivirus, que constitui 0 dominio funcional da origem de replicagdo (Heyraud-
Nitschke et al., 1995; Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998). E nesse nonanucleotideo que
ocorre a clivagem (TAATATT//AC) que inicia o processo de replicagdo por circulo
rolante (Fontes et al., 1994; Laufs et al., 1995). A clivagem ¢ realizada pela proteina
Rep, que atua como endonuclease sitio-especifica com requerimento de estrutura e
sequéncia (Laufs et al., 1995; Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998). Na regido comum
encontram-se as sequéncias especificas para ligagdo da proteina Rep (Fontes et al.,
1992; Fontes et al., 1994) e regides promotoras da RNA polimerase tipo II de plantas,
responsavel pela transcrigdo dos genes virais (Hanley-Bowdoin et al., 1999).

O sitio de ligacdo de Rep ao DNA viral esta localizado entre a caixa TATA do
gene REP e a SCE (Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998), sendo constituido por duas
sequéncias em repeticdo direta e pelo menos uma repeticdo invertida denominadas
"iterons" (Arguello-Astorga et al., 1994). A ligacdo de Rep aos iterons ¢é essencial para
o inicio da replicagdo. Apoés a ligagdo de Rep ao DNA viral e estabilizacdo do complexo
formado por Rep, Ren e fatores do hospedeiro, a proteina Rep cliva o nonanucleotideo
localizado na SCE, dando inicio a replicagao por circulo rolante (Gutierrez, 1999).

O reconhecimento pela proteina Rep € considerado virus-especifico (Arguello-
Astorga et al., 1994; Harrison & Robinson, 1999; Ramos et al., 2003), de modo que
Rep s6 inicia a replicacdo de DNAs cognatos. O dominio funcional de Rep foi mapeado
na sua regido N-terminal, e inclui o dominio de ligacdo a DNA, conservado em todas as

proteinas Rep (Jupin, 1995; Gladfelter et al., 1997; Chatterji et al., 1999). Uma vez que
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o reconhecimento e ligacao aos iterons por Rep ¢ especifico, foi proposto que depende
da sequéncia de nucleotideos dos iterons e dos aminoacidos de um motivo conservado
na proteina Rep denominado dominio relacionado aos iterons ("iteron-related domain",
IRD) (Arguello-Astorga & Ruiz-Medrano, 2001). Porém, a replicacdo do DNA-B do
Tomato yellow spot virus (ToYSV) pela Rep do Tomato golden mosaic virus (TGMV)
indica que a interag@o entre os aminoacidos do IRD e os iterons ndo ¢ a unica forma de
reconhecimento da origem de replicacdo, uma vez que tanto os iterons quanto os IRDs
sdo diferentes entre esses dois virus (Andrade et al., 2006b). Além disso, a auséncia de
iterons nos betassatélites ¢ uma evidéncia adicional de que outros fatores afetam o
reconhecimento da origem de replicagdo pela proteina Rep (Lin et al., 2003; Stanley,

2004).

2.3. Movimento do virus na planta

O movimento do virus no interior do hospedeiro pode ser dividido em dois
processos: movimento célula-a-célula via plasmodesmas, ¢ movimento a longa
distancia, no qual o virus atinge o sistema vascular e ¢ transportado sistemicamente para
toda a planta.

Os begomovirus replicam no nucleo da célula hospedeira, e portanto necessitam
de uma etapa adicional de transporte do nticleo para o citoplasma, mediada pela proteina
NSP (Palmer & Rybicki, 1998). Ja a proteina MP associa-se @ membrana celular e altera
o limite de exclusdo dos plasmodesmas, viabilizando o transporte do genoma viral
(Noueiry et al., 1994). Essas duas proteinas atuam de forma cooperativa para mediar o
trafego intra- e intercelular do DNA viral (Sanderfoot & Lazarowitz, 1995), permitindo
ao virus infectar sistemicamente o hospedeiro. A interacdo direta das proteinas MP e

NSP in vitro foi demonstrada para o TGMYV, utilizando-se o sistema duplo-hibrido de
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levedura (Mariano et al., 2004). A interagdo in vivo entre NSP ¢ MP do Cabbage leaf
curl virus (CaLCuV) foi recentemente demonstrada também utilizando-se o sistema
duplo-hibrido de levedura. Nestes estudos foi identificada uma GTPase citoplasmatica
designada NIG (NSP-interacting GTPase), que interage com NSP de begomovirus in
vitro e in vivo e promove o transporte da proteina viral do nucleo para o citoplasma,
onde ela ¢ redirecionada para a superficie da célula para interagir com MP (Carvalho et
al., 2008).

Dois modelos foram propostos para explicar o movimento intracelular de
begomovirus (Levy & Tzfira, 2010). No primeiro modelo, denominado "couple-
skating", NSP transporta ssDNA ou dsDNA do ntcleo para a periferia da célula e, no
citoplasma, MP atua nos plasmodesmas para facilitar o movimento célula-a-célula do
complexo NSP-DNA (Sanderfoot & Lazarowitz, 1995; Frischmuth et al., 2004,
Frischmuth et al., 2007). No segundo modelo, denominado "relay-race", NSP
inicialmente transporta o0 dSDNA do nucleo para o citoplasma. No citoplasma, o dsSDNA
se associa a MP, e o complexo MP-dsDNA se movimenta célula-a-célula através dos
plasmodesmas (Noueiry et al., 1994; Rojas et al., 1998).

Para mastrevirus, curtovirus e begomovirus monossegmentados, a proteina CP ¢
necessaria para os movimentos célula-a-célula e a longa distancia (Rojas et al., 2001;
Gafni & Epel, 2002). Além da CP, as proteinas V1 e C4 também sdo necessarias para o
movimento de begomovirus monossegmentados. No caso de Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV), a CP ¢ responsavel pelo transporte do DNA do nucleo para o
citoplasma, funcionando como uma proteina andloga a NSP dos begomovirus
bissegmentados, e o movimento célula-a-célula através dos plasmodesmas ¢ mediado
pelas proteinas C4 e¢/ou V1 (Rojas et al., 2001; Rojas et al., 2005b). Recentemente, foi

demonstrado que a proteina C4 do curtovirus Beet severe curly top virus (BSCVT) ¢
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capaz de se ligar de forma ndo especifica a ssSDNA e a dsDNA, ¢ essencial para o
desenvolvimento de sintomas, e quando expressa em plantas infectadas com mutantes
deficientes para C4 pode complementar in trans o movimento sistémico. Em conjunto,
esses dados sugerem o envolvimento de C4 no movimento desse virus (Teng et al.,
2010).

A proteina CP ¢ dispensavel para o estabelecimento da infec¢do sistémica de
begomovirus bissegmentados na maioria dos casos ja estudados (Rojas et al., 2005a).
Tanto MP quanto NSP reconhecem o DNA viral de maneira especifica com relagdo a
forma e comprimento (Rojas et al., 1998; Gilbertson et al., 2003), o que elimina a
necessidade da proteina capsidial para o movimento a longa distancia. Raras excegdes,
como o begomovirus bissegmentado Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), sdo
capazes de infectar sistemicamente alguns hospedeiros na auséncia do DNA-B cognato
(Galvao et al., 2003; Fontenelle et al., 2007).

As infec¢des causadas por geminivirus normalmente se restringem as células
associadas ao floema. Entretanto, alguns begomovirus sdo capazes de infectar, além dos
feixes vasculares, os tecidos associados ao mesofilo foliar (Wege & Pohl, 2007).
Estudos de interacdo virus-virus mostraram que o ToRMYV, limitado ao floema em N.
benthamiana, torna-se capaz de infectar as células do mesofilo durante infec¢do mista
com o ToYSV, que infecta tecidos além do floema mesmo em infec¢do unica (Alves-
Junior et al., 2009). Ja os virus PHYVV e PepGMV, ambos limitados ao floema em
pimentdo, permanecem limitados ao tecido vascular durante infeccao mista (Renteria-
Canett et al., 2011).

O tropismo de tecido ¢ dependente do hospedeiro e de fatores genéticos virais
(Wege & Pohl, 2007). Trabalhos de complementacdo e recombinagdo entre os

begomovirus Bean golden mosaic virus (BGMV), um virus que infecta feijoeiro mas
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ndo infecta tomateiro, e o Tomato golden mosaic virus (TGMV), um virus que infecta
tomateiro e ¢ restrito ao floema em feijoeiro, foram conduzidos com o intuito de
identificar determinantes virais para o tropismo de tecido em plantas de feijoeiro e N.
benthamiana (Morra & Petty, 2000). No hospedeiro comum N. benthamiana, o TGMV
induz sintomas severos e infecta células do floema e do mesofilo. J4 o BGMV nao
induz sintomas e permanece limitado as células do floema. Fragmentos do genoma viral
correspondentes aos genes TRAP, NSP e MP e a regido reguladora da transcri¢do do
gene NSP, denominada BRi, foram permutados entre TGMV e BGMV. Regides do
genoma do TGMV inseridas no genoma do BGMV foram responsaveis pela mudanca
do tropismo de tecido deste virus em N. benthamiana, tornando-o capaz de invadir
células do mesofilo. Efeito contrario foi observado quando regides do genoma do
BGMYV foram inseridas no genoma TGMV: os recombinantes correspondentes a estas
mudangas tornaram-se incapazes de invadir o mesofilo (Morra & Petty, 2000).

O tropismo de tecido ¢ dependente também de fatores do hospedeiro, pois
embora o TGMYV infecte o mesofilo de N. benthamiana, esse virus € restrito ao floema
em feijoeiro. Entretanto, os fatores do hospedeiro que determinam essa caracteristica
ainda ndo foram identificados (Morra & Petty, 2000). Estudos semelhantes realizados
com duas estirpes de TGMV que induzem sintomas distintos identificaram uma regiao
compreendendo a por¢ao 3' do gene MP e a regido intergénica do DNA-B (entre os
genes MP e NSP) como responsavel pela diferenca nos sintomas induzidos pelas duas

estirpes (Saunders et al., 2001).
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2.4. Interagdes geminivirus-hospedeiro

O sucesso da disseminacao do virus pela planta implica na infeccdo de novas
células hospedeiras e constante replicagdo viral nessas células. Os begomovirus sao
altamente dependentes de fatores do hospedeiro para sua proliferacao. O genoma viral
ndo codifica uma DNA polimerase, e diversos fatores acessorios codificados pelo
hospedeiro sdo requeridos para a replicagdo e o movimento sistémico do virus
(Gutierrez, 2000). Como os begomovirus infectam células vegetais totalmente
diferenciadas, é necessario ativar a transcricdo de genes do hospedeiro envolvidos no
processo de sintese de enzimas e outros fatores necessarios para a replicagdo de DNA.
Diversos trabalhos comprovaram que a proteina Rep dos begomovirus ¢ responsavel
pela ativagdo da sintese de DNA em células totalmente diferenciadas. Essa ativagdo se
da pela indu¢do do aciimulo de PCNA ("proliferating cell nuclear antigen"), uma
proteina que esta associada a sintese de DNA em plantas (Nagar et al., 1995; Palmer et
al., 1998; Egelkrout et al., 2001; Nagar et al., 2002). Alguns membros da familia
Geminiviridae induzem ndo somente a expressdo ¢ acimulo de PCNA, mas também
interferem com a regulagdo do ciclo celular do hospedeiro (Ascencio-Ibanez et al.,
2008).

As plantas possuem diferentes mecanismos de defesa em resposta a infecg@o
viral. A capacidade do virus em suprimir os mecanismo de defesa que serdo ativados
pela sua presenca torna-se imprescindivel para o sucesso do processo de infecgdo.
Trabalhos realizados por diferentes grupos de pesquisadores utilizando patossistemas
distintos envolvendo begomovirus demonstraram que as proteinas Trap, NSP, AC4,
betaCl e V2 sdo capazes de modular mecanismos primarios ¢ especificos de defesa
contra virus (Voinnet et al., 1999; Fontes et al., 2004; Vanitharani et al., 2004; Cui et

al., 2005; Wang et al., 2005; Sharma et al., 2010), provavelmente como uma forma de
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maximizar a replicagdo viral em termos quantitativos (permitindo o acumulo de maiores
quantidades de particulas virais na célula infectada) e temporais (diminuindo o tempo
necessario para o estabelecimento da infeccao sistémica).

Utilizando o sistema duplo-hibrido de levedura foi possivel demonstrar que a
proteina Trap do TGMYV inativa uma proteina cinase denominada SNF1 ("sucrose non-
fermenting 1"). Essa inativagdo leva a um aumento da suscetibilidade da planta ao virus,
por ser a cinase SNF1 um regulador chave de respostas a estresses celulares que
reduzem a disponibilidade de ATP (Hao et al., 2003). Trap também interage e inativa
outra cinase, ADK ("adenosine kinase"), responsavel pela sintese de 5'-AMP a partir de
adenosina ¢ ATP (Wang et al.,, 2003). As duas interagdes provavelmente estdo
interligadas, pois a cinase SNF1 ¢ ativada por 5'-AMP. O fato de Trap regular
negativamente SNF1 e ADK sugere que as respostas metabdlicas mediadas por SNF1
sdo um componente importante da resposta de defesa a virus, e que os begomovirus
desenvolveram uma estratégia de contra-ataque baseada na inativagdo dos dois
componentes iniciais dessa via de defesa (SNF1 e ADK).

O silenciamento de RNA engloba uma série de processos nucleares e
citoplasmaticos envolvidos na regulacdo da expressdao gé€nica a nivel pos-transcricional,
por meio da degradagdo sequéncia-especifica de mRNAs alvos (Brodersen et al., 2008).
O silenciamento de RNA constitui também um mecanismo eficiente de defesa de
plantas contra virus (Blevins et al., 2006; Raja et al., 2010). Proteinas virais com a
capacidade de suprimir o silenciamento de RNA em diferentes pontos da via metabolica
j& foram identificadas em um grande numero de virus de plantas e mesmo em alguns
virus de animais (Voinnet et al., 2000; Pfeffer et al., 2002; Qu & Morris, 2002;
Chapman et al., 2004; Dunoyer et al., 2004; Roth et al., 2004; de Vries & Berkhout,

2008; Glick et al., 2008). No caso dos begomovirus bissegmentados, as proteinas Trap ¢
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AC4 ja foram identificadas como supressoras de silenciamento (Voinnet et al., 1999;
van Wezel et al., 2001; Vanitharani et al., 2004; Trinks et al., 2005). O papel
diferenciado de Trap e AC4 na supressao de silenciamento pode conferir caracteristicas
distintas ao desenvolvimento da doenga causada por diferentes espécies de begomovirus
(Vanitharani et al., 2004). Para outros begomovirus monossegmentados, como o
Tomato leaf curl virus (ToLCV), a proteina V2 ¢ determinante de patogenicidade e
supressora de silenciamento (Sharma et al., 2010). Embora o mecanismo de atuagdo
dessas proteinas ainda nao tenha sido elucidado, resultados recentes demonstram uma
relacdo de causa e efeito entre a inativacdo da cinase ADK e a supressio de
silenciamento, ambas mediadas por Trap (Wang et al., 2005). Esses resultados sugerem
que a atividade de ADK ¢é necessaria para o silenciamento, ¢ que os begomovirus
suprimem o silenciamento via inibi¢ao de ADK.

ADK reduz a quantidade de citocininas ativas por meio da fosforilagdo e
conversdo em formas de baixa atividade (Moffatt et al., 2000). Baliji et al. (2010)
investigaram se a inibi¢do de ADK pela proteinas AC2/C2 afeta a expressdo de genes
que respondem a citocinina. A expressdo da Trap do TGMV em folhas de Nicotiana
benthamiana aumentou a atividade do promotor ARRS, o qual responde a citocinina. A
aplica¢dao de citocinina exdgena levou a maior suscetibilidade a infec¢do viral. Estes
resultados indicam que a alteragdo na expressdo destes genes ¢ importante para a
infecgdo pelo TGMYV e que a inducdo de sintomas pode estar relacionada, ao menos em
parte, ao maior acimulo dos produtos de genes que respondem a citocinina.

Além da a¢do de Trap na supressdo do silenciamento e no aumento da expressao
de genes que respondem a citocinina, esta proteina também atua como um ativador
transcricional de genes requeridos tardiamente no ciclo de infec¢dao viral (Sunter &

Bisaro, 1991; Sunter & Bisaro, 1992). Recentemente foi demonstrado que a interagdo
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do fator transcricional PEAPOD2 de Arabidopsis thaliana com Trap e com a regido
promotora do gene CP ativa a expressdao deste gene (Lacatus & Sunter, 2009).
Conjuntamente, estes resultados demonstram a multifuncionalidade desta proteina no
ciclo de infecg¢ao viral.

Alguns estudos tém demonstrado que supressores virais do silenciamento de
RNA podem afetar a regulacdo de genes do hospedeiro mediada por miRNAs
(Chapman et al., 2004). O maior acimulo de dez miRNAs em plantas infectadas pelos
begomovirus African cassava mosaic virus (ACMYV), Cabbage leaf curl virus
(CaLCuV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) e Cotton leaf curl Multan
virus/Cotton leaf curl betasatellite (CLCuMV/CLCuMB) refletiu na diferenca de
severidade dos sintomas causados por esses virus (Amin et al., 2011).

Interagdes envolvendo as proteinas de movimento MP e NSP também ja foram
relatadas. A interacdo entre as proteinas MP e NSP foi demonstrada por meio da re-
localizagdo de NSP por MP em protoplastos de N. tabacum ¢ também pela interagdo
fisica demonstrada no sistema duplo-hibrido de levedura (Sanderfoot & Lazarowitz,
1995; Mariano et al., 2004).

McGarry et al. (2003) identificaram e caracterizaram funcionalmente uma
acetiltransferase de Arabidopsis que interage diretamente com a NSP do Cabbage leaf
curl virus (CaLCuV). Foi demonstrado que esta proteina, altamente conservada em
plantas, é uma proteina nuclear que pode acetilar as histonas H2A ¢ H3 in vitro, ¢ que
também acetila a proteina capsidial viral, mas ndo a proteina NSP.

A interacdo de proteinas cinase do tipo serina/treonina, denominadas LeNIK
(Lycopersicon esculentum "NSP-interacting kinase") ¢ GmNIK (Glycine max "NSP-
interacting kinase") com a proteina NSP foi demonstrada utilizando-se o sistema duplo-

hibrido de levedura (Mariano et al., 2004). Esta intera¢do foi associada ao modelo
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guarda de resisténcia em plantas, ou seja, NSP seria um fator de viruléncia que se liga a
NIK para que ndo ocorra a indu¢do de uma resposta de resisténcia (Mariano et al.,
2004). A interagao entre as proteinas NIK e NSP foi alvo de um estudo posterior com o
objetivo de elucidar sua fung¢do no ciclo de infecg¢do viral (Fontes et al., 2004). Neste
estudo demonstrou-se que as NIKs sdao proteinas com propriedade de receptores que se
localizam em membranas, e que a interagdo com NSP inibe essa atividade. Dessa forma,
a interagdo entre NSP e NIK seria uma forma de suprimir uma resposta de defesa da
planta ao virus. A proteina transmembrana NIK ¢ um receptor auténtico, que uma vez
fosforilado desencadeia uma cascata de sinalizagdo que tem como intermediario a
proteina ribossomal L10 (Rocha et al., 2008), ¢ como produto final a expressao de
genes de defesa contra begomovirus (Santos et al., 2009; Santos et al., 2010). NSP
também interage com outra serina/treonina cinase celular, NsAK ("NSP-associated
kinase") (Florentino et al., 2006). Entretanto, ao contrario de NIK, NsAK seria uma
proteina que contribui com a infec¢do viral. De fato, a inibicdo da atividade de NsAK
atenua o desenvolvimento dos sintomas.

Recentemente foram relatadas interagdes entre a proteina MP e as proteinas
sinaptotagmina A (SYTA) e HSC70 ("heat shock cognate 70 Kda") de Arabidopsis
thaliana (Krenz et al., 2010; Lewis & Lazarowitz, 2010). A interacdo da MP do
CaLCuV com SYTA de A. thaliana foi comprovada utilizando-se o sistema de
recrutamento SOS de levedura (Lewis & Lazarowitz, 2010). SYTA regula o transporte
célula-a-célula da MP do CaLCuV e ¢é necessaria para o movimento sistémico e
infeccdo de A. thaliana. Em ensaio de duplo-hibrido verificou-se a interagdo entre
HSC70 de A. thaliana e a MP do begomovirus Abutilon mosaic virus (AbMV). Esta
interacdo foi confirmada in vivo utilizando-se o ensaio de complementacdo de

fluorescéncia bimolecular (BiFC) (Krenz et al., 2010). Os resultados sugerem que a
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interacdo HSC70 ¢ MP ¢ importante para o transporte viral e inducao de sintomas pelo
AbMV.

Os begomovirus sdao capazes de interferir com a via de ubiquitinacdo e com a
sinalizagdo pela via do jasmonato (Lozano-Duran et al., 2011). A ubiquitina¢do de uma
proteina ocorre em etapas e envolve trés enzimas denominadas E1 (enzima ativadora da
ubiquitina), E2 (enzima conjugadora) e E3 (ubiquitina ligase). A familia mais abundante
de ligases E3 compreende as CRLs ("cullin ring ligases"). Exemplos de CRL incluem os
complexos SCFs (Skp1/Cullinl/F-box), reguladores fundamentais de muitos processos
celulares como a resposta ao jasmonato, auxina, giberelina, etileno e acido abscisico
(Dreher & Callis, 2007). Em ensaio de duplo-hibrido em leveduras verificou-se a
interacdo entre a proteina C2 do Tomato yellow lef curl Sardinia virus (TYLCSV) e a
proteina CSNS5 de A. thaliana, um componente do complexo CSN (Lozano-Duran et al.,
2011). O complexo CSN atua na remog¢ao do motivo RUB da subunidade CUL1 ("cullin
1") de CRLs, o qual é necessario para sua ativa¢ao (Gusmaroli et al., 2004). A interagdo
entre as proteinas C2 e CSNS5 interfere com a atividade do complexo CSN e também
com os processos regulados pelo complexo SCF, uma vez que a ativagdo de SCF ¢
dependente da atividade do complexo CSN.

A analise do transcriptoma de plantas transgénicas expressando a proteina C2 do
TYLCSV revelou que a via dependente do complexo SCF mais afetada nas plantas
transgénicas ¢ a via do jasmonato. Adicionalmente, o tratamento com jasmonato
exogeno prejudica a infec¢do viral, sugerindo que a supressdo da resposta ao jasmonato
pode ser crucial para a infecg¢do causada pelo TYLCSV (Lozano-Duran et al., 2011). O
tratamento de plantas de A. thaliana com jasmonato atenua a infecg¢do pelo BCTV, ¢ a
infeccdo de plantas de A. thaliana com o CaLCuV induz a repressdo da resposta ao

jasmonato (Ascencio-Ibanez et al., 2008). Esses resultados indicam que a supressdo da
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resposta ao jasmonato € requirada para o sucesso da infecgdao por geminivirus. Portanto,
¢ provavel que a proteina C2 altere a resposta ao jasmonato por meio de seu efeito sobre
a via de ubiquitina¢do (complexo CSN/ CUL1/ SCF) (Lozano-Duran et al., 2011).

A interacdo entre a proteina C2 do BSCTV e a proteina S-adenosilmetionina
descarboxilase (SAMDCI1) de A.thaliana foi demonstrada utilizando-se o sistema
duplo-hibrido de evedura (Zhang et al., 2011). A analise bioquimica revelou que C2
estabiliza SAMDCI durante a infec¢do viral. A analise genética mostrou que a perda de
funcdo de SAMDCI resulta em suscetibilidade reduzida a infeccdo por um mutante
deficiente na proteina C2 do BSCTV, o que foi relacionado a um aumento na metilagdo
do DNA viral. Um ensaio de expressdo transiente demonstrou que ambas as proteinas
(C2 do BSCTV e SAMDCI) possuem atividade supressora de silenciamento de
RNA. Os resultados indicam que a proteina C2 pode interferir com a defesa antiviral
mediada pelo silenciamento de RNA por meio da regulagdo positiva da estabilidade da

proteina SAMDCI1, que normalmente ¢ ubiquitinada e degradada pelo proteassomo.

2.5. Begomovirus em tomateiro no Brasil

Durante as duas ultimas décadas, os begomovirus tém emergido como um dos
principais patégenos de plantas, particularmente em regides tropicais e subtropicais,
causando severas perdas econdmicas (Polston & Anderson, 1997; Moriones & Navas-
Castillo, 2000; Morales, 2006). No Brasil, a cultura do tomateiro (Solanum
lycopersicum) tem sido uma das mais afetadas (Faria et al., 2000; Ribeiro et al., 2003;
Zerbini et al., 2005).

O primeiro relato de begomovirus em tomateiro no Brasil foi feito na década de
1970 (Costa et al., 1975). O virus foi caracterizado ¢ denominado Tomato golden
mosaic virus (TGMYV). Além do TGMYV, outros cinco virus transmitidos por mosca-
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branca foram identificados, porém sem causar danos de importancia econdmica (Matyis
et al., 1975). Isso provavelmente ocorria porque o biotipo A de B. tabaci, o unico
presente no pais naquela época, coloniza o tomateiro com baixa eficiéncia (Bedford et
al., 1994).

No inicio da década de 1990, um complexo de begomovirus surgiu em tomateiro
no Brasil, coincidindo com a introdu¢do ¢ disseminagdo do bidtipo B de B. tabaci
(Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 2003). Ao contrario do bidtipo A, o bidtipo
B possui maior gama de hospedeiros e ¢ altamente adaptado para alimentagdo e
oviposicdo em plantas de tomateiro, aumentando a probabilidade de transmissdo de
begomovirus para essa cultura (Schuster et al., 1990). Desde entdo, oito espécies de
begomovirus ja foram descritas: Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato
commom mosaic virus (ToCmMYV), Tomato leaf distortion virus (ToLDV), Tomato mild
mosaic virus (ToMIMYV), Tomato rugose mosaic virus (ToRMV), Tomato severe rugose
virus (ToSRV), Tomato yellow spot virus (ToYSV) e Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSYV) (Faria & Maxwell, 1999; Fernandes et al., 2006; Calegario et al., 2007;
Ribeiro et al., 2007; Castillo-Urquiza et al., 2008), ¢ a existéncia de outras seis foi
sugerida a partir da analise de sequéncias parciais (Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al.,
2008).

O ToRMV foi identificado em tomateiros no Triangulo Mineiro em 1996
(Rezende et al., 1996; Zerbini et al., 1996). Levantamento de campo realizado em junho
de 2000 nos municipios de Araguari, Indianépolis e Uberlandia indicou a prevaléncia
do ToRMYV, detectado em 73% das 148 amostras coletadas e positivas para
begomovirus (Fernandes, 2001). O virus foi caracterizado biologica e molecularmente

(Fernandes et al., 2006).
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O ToYSYV foi detectado em Sdo Jodo de Bicas, Minas Gerais, causando sintomas
mais severos em tomateiro do que aqueles ocasionados pelo TORMV (Ambrozevicius et
al., 2002). Plantas de tomateiro infectadas pelo ToYSV apresentam mosaico amarelo
intenso e subcrescimento acentuado, com redugdo de area foliar e enrolamento foliar. O
virus foi caracterizado biologica e molecularmente (Calegario et al., 2007). A analise
das sequéncias dos componentes gendmicos do ToYSV indicou um relacionamento
filogenético mais proximo com begomovirus isolados de Sida sp., como o Sida mottle
virus (SiMoV), Sida yellow mosaic virus (SiYMV) e Sida micrantha mosaic virus
(SimMV) (Andrade et al., 2006a).

Levantamentos realizados para acessar a diversidade de begomovirus em
tomateiro indicam que determinadas espécies tornaram-se prevalentes em diferentes
regides do pais (Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et al., 2007; Castillo-Urquiza,
2008; Fernandes et al., 2008). O sequenciamento direto de fragmentos de PCR de
amostras de tomateiro coletadas na regido central do estado de Sdo Paulo nos anos de
2003 e 2004 revelou como espécie predominante o ToSRV, presente em 50% das
amostras analisadas. O ToYVSV e o SiMoV também estavam presentes (Cotrim et al.,
2007). A mesma estratégia foi utilizada para identificar begomovirus em amostras de
tomateiro coletadas entre 2002 e 2004 no Distrito Federal € nos estados da Bahia,
Goias, Minas Gerais, Pernambuco ¢ Sao Paulo. Verificou-se a presenga do ToSRV em
61% das amostras, além do ToY VSV, Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) e duas
possiveis novas espécies (Fernandes et al., 2008).

Nos anos de 2005 e 2007 foi realizado um estudo sobre a diversidade de
begomovirus em duas importantes regides produtoras de tomate no sudeste do Brasil,
Paty do Alferes (RJ) e Coimbra (MG). A analise de sequéncias do genoma completo do

DNA-A revelou que em Paty do Alferes o ToYVSV era o virus predominante,
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encontrado em 56% das amostras analisadas, seguido pelo ToCmMV. J4 em Coimbra o
ToCmMYV foi o tnico virus encontrado infectando tomateiro (Castillo-Urquiza, 2008).
Acredita-se que a emergéncia dos begomovirus que infectam tomateiro no Brasil
seja resultado da transferéncia horizontal de virus nativos que infectam plantas
silvestres ou invasoras pelo biotipo B da mosca-branca. Uma vez presentes no novo
hospedeiro, esses virus evoluiram rapidamente via recombinagdo e pseudo-
recombinagdo, dando origem as espécies atualmente detectadas no campo. A
predominancia de algumas espécies pode ser devida a diferengas na adaptagdo ao

tomateiro ou na eficiéncia de transmissao pelo vetor (Castillo-Urquiza et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Origem e manutencao dos isolados virais

Os isolados TORMV-[MG-Ubl] e ToYSV-[MG-Bi2] foram obtidos a partir de
tomateiros apresentando sintomas de infeccdo por begomovirus coletados na Zona
Metalurgica de MG (municipios de Bicas; MG-Bi2) e no Triangulo Mineiro (municipio
de Uberlandia; MG-Ubl). Os clones infecciosos correspondentes ao DNA-A ¢ DNA-B
dos isolados ToRMV-[MG-Ubl] e ToYSV-[MG-Bi2] foram construidos por
(Fernandes et al., 2006) e (Calegario et al., 2007), respectivamente. Os clones

infecciosos s3o mantidos na forma de estoques de glicerol a -80°C.

3.2. Construcao dos virus recombinantes

Para a construg¢do do recombinante ToY-ToR(MP/NSP), contendo os genes MP
e NSP do ToORMV-B e as regides promotoras dos genes MP ¢ NSP do ToYSV (BLi ¢
BRI, respectivamente), foram desenhados os oligonucleotideos ToYSV-BLi e ToYSV-
BRi3' (Tabela 1) para amplificar um fragmento correspondente a BLi, regido comum e
BRi do ToYSV-B. O fragmento amplificado foi clonado no plasmideo pBluescript 11
KS+ (pKS+, Stratagene), gerando o clone pToY-BRi/BLi. A regido gendmica do
ToRMV-B contendo os genes MP e NSP foi amplificada utilizando-se os
oligonucleotideos TORMV-MP ¢ ToRMV-NSP (Tabela 1) e inserida no clone pToY-
BRi/BLi, gerando o clone pToY-ToR(MP/NSP). Por fim, o fragmento contendo BLi e a
regido comum do ToYSV foi amplificado utilizando-se os oligonucleotideos ToYSV-
BLi e ToYSV-RC (Tabela 1) e ligado diretamente ao clone pToY-ToR(MP/NSP),

gerando o recombinante pToY 1.2-ToR(MP/NSP).
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a construgdo dos
recombinantes. Os sitios de clivagem das enzimas de restricdo utilizadas para a
clonagem dos fragmentos gerados estdo sublinhados.

Oligonucleotideos Sequéncia Fragmento
amplificado
ToRMV MP 5'-CCCGGGCTCCCTATTTTCAATAATGG-3' MP e NSP
ToRMV NSP 5'-GAATTCATCTACATAGTTAATTTG-3'
ToRMV BLi 5'-CTCGAGCGCAGCGACAATGTTTG-3' BLi, regido
ToRMV BRi 3' 5S'-GAATTCTCAAATTAACTATGTAGATG-3" comum e BRi
ToRMV BLi 5'-CTCGAGCGCAGCGACAATGTTTG-3' BLi e regido
ToRMV RC 5'-GAGCTCAATTAAAATGGAAAGCG-3' comum
ToRMV NSP 5'-GAATTCATCTACATAGTTAATTTG-3' MP, NSP, BLi ¢
ToRMV RC 5'-GAGCTCAATTAAAATGGAAAGCG-3' regido comum
ToYSV MP 5'-ATTCCCGGGAAACATTCAGCTGCG-3' MP e NSP
ToYSV NSP 5'-GAATTCGCGTTTATTAATATG-3'
ToYSV BLi 5'-ATCGATTAATATAATAAAAATAGGC-3" BLi, regido
ToYSV BRi 3' 5'-GAATTCATAAACGCGAAAAGACG-3' comum ¢ BRi
ToYSV BRi &' 5S'-GATATCTGGTTGCCGCTCG-3' BRi
ToYSV BRi 3' 5'- GAATTCATAAACGCGAAAAGACG -3'
ToYSV BLi 5'-ATCGATTAATATAATAAAAATAGGC-3" BLi e regido
ToYSV RC 5'-CCACGTCAATGGAGGCAAAAATC-3' comum
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Para a constru¢do do recombinante reciproco ToR-ToY(MP/NSP) foi realizado
o mesmo procedimento descrito acima, gerando-se o clone pToR1.2-ToY(MP/NSP), o
qual apresenta a regido intergénica e as regioes promotoras do TORMV (BRi e BLi), e
as regioes codificadoras do ToYSV (genes MP e NSP).

Para a constru¢ao do recombinante ToR-ToY(BRi), contendo apenas a regiao
BRi do ToYSV e o restante do genoma do ToRMV-B, foram utilizados os
oligonucleotideos TORMV-NSP ¢ ToRMV-RC (Tabela 1) para amplificagio de um
fragmento correspondente aos genes MP e NSP e a regido BLi juntamente com a regido
comum do ToRMV-B. O fragmento amplificado foi inserido no plasmideo pKS+,
gerando o clone pToR-BLi/MP/NSP. Em seguida a regido BRi do ToYSV foi
amplificada utilizando-se os oligonucleotideos ToYSV-BRi5' ¢ ToYSV-BRi3' (Tabela
1) e inserida no clone pToR-BLi/MP/NSP, gerando o clone pToR-ToY(BRi). Por fim, o
fragmento contendo BLi e a regido comum do ToRMV foi amplificado utilizando os
oligonucleotideos TORMV-BLi e ToORMV-RC (Tabela 1) e inserido no clone pToR-
ToY(BRi), gerando o clone pToR1.2-ToY(BRi).

Na Figura 2 s3o apresentadas as representagdes esquematicas dos diferentes

recombinantes gerados.

3.3. Inoculagdo dos componentes recombinantes

Os DNAs-B recombinantes, acompanhados dos DNAs-A cognatos (que
apresentam a mesma regido comum do DNA-B recombinante), foram inoculados via
biobalistica (Aragdo et al., 1996) em plantas de tomateiro cv. Santa Clara com dois
pares de folhas definitivas, e de Nicotiana benthamiana com trés pares de folhas

definitivas, sempre utilizando-se 2 pg de cada componente genomico. As plantas
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inoculadas foram mantidas em casa-de-vegetacdo durante toda a duragdo dos

experimentos.
A
B ToY-ToR (MP/NSP)
3 L 1z &

Bli +rc BRI | | | | |
1+ ¥% copa
ToR-ToY (MP/NSP)

EcoRl

EcoRI
Smal
ol
=
3
Sacl

Ld —_—

1+ % chpia

ToR-ToY (BRi)

- -
E% %E o
& g )
w [¥-3 Bl e
H H —— |
1copia ]
1+ % copa

Figura 2. A. Organiza¢dao genomica do componente B do TORMV (vermelho) ¢ do
ToYSV (azul), indicando-se as regides amplificadas para a constru¢do dos
recombinantes (BLi, BRi, RC ¢ os genes MP e NSP). B. Representagao esquematica dos
diferentes recombinantes entre 0 TORMV (vermelho) e o ToYSV (azul). No esquema
também estdo indicadas as enzimas de restrigdo utilizadas para construcao dos
recombinantes.
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3.4. Extracéo de DNA total e confirmagéo da infecgcéo

Aos 14 e 28 dias apds a inoculacdo foi realizada a extragdo de DNA total
(Dellaporta et al., 1983) de folhas sistémicas das plantas inoculadas. Para a confirmagio
da infeccdo viral, o DNA extraido foi utilizado como molde para reacdo de PCR
utilizando-se oligonucleotideos universais para begomovirus (PAL1c1978 e PAR1v496)

(Rojas et al., 1993).

3.5. Acumulo de DNA viral nas plantas infectadas

O acumulo de DNA viral foi determinado por PCR quantitativo em tempo real
(qPCR). As reacdes foram preparadas para um volume final de 10 pl utilizando-se o
"Fast SYBR Green master mix" (Applied Biosystems) conforme as instrugdes do
fabricante, ¢ foram analisadas em um termociclador CFX96 (Bio-Rad). Oligonucleo-
tideos especificos para os virus foram desenhados utilizando-se o software Primer
Express 3.0 (Applied Biosystems), e sua especificidade foi testada em reagdes de PCR
convencional utilizando-se os clones contendo o0 DNA-A completo de cada virus (10°
copias por reagdo). Para a quantificagdo do DNA viral, curvas padrdo foram preparadas
utilizando-se dilui¢des seriadas desses mesmos clones (10° a 10° copias do genoma viral
por reacdo). As curvas padrdo foram obtidas por andlise de regressdo dos valores de Ct
de cada uma das trés repeti¢des de uma dada diluicdo em relagdo ao log da quantidade
de DNA em cada diluigdo. Para a quantificacdo absoluta do nimero de cépias do
genoma viral nos diferentes tratamentos, 100 ng de DNA total de plantas infectadas
foram usados em rea¢des de qPCR contendo os oligonucleotideos especificos de cada

virus. Cada amostra foi analisada em triplicata.
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3.6. Hibridizagéo in situ

Folhas de N. benthamiana infectadas sistemicamente com o ToYSV, o TORMV
e os diferentes recombinantes para o DNA-B foram coletadas aos 28 dias apods a
inoculacdo e fixadas em paraformaldeido 4%. Apds lavagem dos fragmento com etanol
30%, estes foram desidratados em série alcoodlica crescente (30-100%), infiltrados com
xilol:etanol (1:3, 1:1, 3:1) por 24 horas (trocas realizadas pela manha, ao meio dia e no
final da tarde), e em xilol puro por mais 12 horas. Apds a segunda incubagdo em xilol
puro foi adicionada parafina de inclusdo (1/3 do volume de xilol do frasco) e o material
foi colocado em estufa a 65°C por 12-16 horas. A propor¢do parafina:xilol foi
aumentada durante 24 horas com trés trocas durante esse periodo, e em seguida foram
realizadas mais duas substituicdes com parafina pura. O tecido foi entdo montado em
um bloco de parafina e se¢des de 10 um foram obtidas em micrétomo de mesa (Spencer
820, American Optical) e fixadas em laminas tratadas com silano. Foram obtidas se¢des
a partir de duas plantas infectadas.

A hibridizagdo foi realizada conforme descrito anteriormente (Alves-Junior et
al., 2009). A sonda para o ToYSV, correspondente aos nucleotideos 1423-2148 do
DNA-A, foi obtida apés a digestdo com Pst I do clone pToYSV-A 1.2 (Andrade et al.,
2006a). A sonda para o ToORMV, corresponde aos nucleotideos 1711-2147 do DNA-A,
foi obtida apds a digestdo com Cla I ¢ EcoR I do clone Ub1-49 (Fernandes et al., 2006).
Ambas as sondas, para 0 TORMV e para o ToYSV, foram marcadas com tetrametil-

rodamina-5-dUTP (Roche Applied Sciences).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito dos genes MP e NSP do ToRMV na severidade de sintomas, no acumulo
de DNA viral em tomateiro e N. benthamiana, e no tropismo de tecido em N.
benthamiana

Em tomateiro, o recombinante ToY-ToR(MP/NSP) induziu sintomas aos 14 dpi,
mais tardiamente em relagdo ao ToYSV, que induz sintomas aos 12 dpi, porém mais
precocemente em relagdo ao ToORMV, que induz sintomas aos 16 dpi (Tabela 2). Os
sintomas induzidos pelo recombinante, que incluem manchas cloréticas e leve distor¢ao
foliar (Figura 3C), sdo mais atenuados em relagdo aos induzidos pelo ToYSV (Figura

3A), porém mais severos do que os induzidos pelo TORMV (Figura 3B).

Tabela 2. Periodo latente e infectividade dos virus recombinantes e dos virus parentais
(ToORMV e ToYSV) em plantas de tomateiro e N. benthamiana.

Tomateiro N.benthamiana

Tratamento Periodo latente Infectadas/ Periodo Infectadas/

(dias)* Inoculadas® latente (dias)  Inoculadas
ToRMV (A+ B) 16 3/20 14 8/10
ToYSV-A+ ToY-ToR(MP/NSP) 14 5/20 10 12/12
ToRMV-A+ ToR-ToY(MP/NSP) 16 1/20 12 7/12
ToRMV-A+ ToR-ToY(BRi) 16 2/20 12 6/12
ToYSV (A+B) 12 8/10 7 8/10

*Numero de dias entre a inoculagdo e o aparecimento de sintomas.
®Ntimero de plantas infectadas/namero de plantas inoculadas, confirmadas por PCR com oligo-
nucleotideos universais para begomovirus.
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Figura 3. Sintomas induzidos pelo ToYSV, ToRMV e pelos virus recombinantes em
tomateiro aos 21 dpi. A. Tomateiro infectado pelo ToYSV, apresentando mosaico,
manchas amarelas e deformacao foliar severos. B. Tomateiro infectado pelo TORMV,
apresentando mosaico atenuado. C. Tomateiro infectado pelo recombinante ToY-
ToR(MP/NSP). D. Tomateiro infectado pelo recombinante ToR-ToY(MP/NSP). E.
Tomateiro infectado pelo recombinante ToR-ToY(BRi). F. Tomateiro sadio.
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Para verificar se a menor severidade dos sintomas induzidos pelo recombinante
ToY-ToR(MP/NSP) pode estar correlacionada com menor acimulo de DNA viral,
DNA total foi extraido de plantas infectadas sistemicamente aos 14 e 28 dpi e utilizado
como molde para analise do acimulo viral por qPCR. Os resultados demonstraram que
o acumulo de DNA viral do recombinante ToY-ToR(MP/NSP) ¢ inferior ao acimulo do
ToYSV e superior ao do ToRMV aos 14 dpi, e inferior a ambos os virus aos 28 dpi
(Figura 4A). O recombinante apresentou um comportamento semelhante ao ToYSV,
caracterizado pela reducdo dos niveis de DNA viral de 14 para 28 dpi.

Quando inoculado em N. benthamiana, o recombinante ToY-ToR(MP/NSP)
novamente induziu sintomas menos severos em relacdo aos induzidos pelo ToYSV
(Figura 5A) e mais severos em relacdo aos induzidos pelo ToRMV (Figura 5B). Os
sintomas surgiram aos 10 dpi, comparado a 7 dpi para o ToYSV e 14 dpi para o
ToRMYV (Tabela 2), e foram caracterizados por manchas cloroticas e deformagao foliar
(Figura 5C). O acimulo de DNA do ToY-ToR(MP/NSP) foi analisado aos 14 e 28 dpi,
sendo menor em comparagdo ao acumulo do ToYSV e maior em relagdo ao TORMV,

embora nesse ultimo caso sem diferenca estatistica (Figura 4B).
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Figura 4. Acumulo de DNA viral em plantas de tomateiro (A) e N.benthamiana (B)
inoculadas com o ToYSV, ToRMV e com os virus recombinantes. O DNA total foi
extraido de folhas infectadas sistemicamente aos 14 e 28 dpi e o acumulo de DNA viral
foi analisado por meio de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) utilizando-se
oligonucleotideos especificos para cada virus. As barras azuis e vermelhas referem-se a
dois experimentos independentes. Nao foi possivel realizar andlise estatistica do
experimento em tomateiro pois o numero de plantas infectadas para alguns tratamentos
foi inferior a trés.
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Figura 5. Sintomas induzidos pelo ToYSV, ToRMYV e pelos virus recombinantes em N.
benthamiana aos 21 dpi. A. N. benthamiana infectada pelo ToYSV, apresentando
mosaico e deformacdo foliar severos. B. N. benthamiana infectada pelo ToRMYV,
apresentando mosaico atenuado. C. N. benthamiana infectada pelo recombinante ToY-
ToR(MP/NSP). D. N. benthamiana infectada pelo recombinante ToR-ToY(MP/NSP).
E. N. benthamiana infectada pelo recombinante ToR-ToY(BRi). F. N.benthamiana
sadia.
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Ensaios de hibridizagdo in situ utilizando se¢des semifinas de folhas de N.
benthamiana infectadas pelo ToY-ToR(MP/NSP) foram realizados para avaliar o
tropismo de tecido do virus recombinante em relagdo aos dois virus parentais. Em N.
benthamiana, o ToYSV ¢ capaz de infectar as células do tecido vascular (Tabela 3;
Figuras 6C e D) e do mesofilo foliar (Tabela 3; Figuras 7C e D), enquanto o ToORMV ¢
detectado apenas nas células do tecido vascular (Tabela 3; Figuras 6E e F), mas ndo nas
células do mesofilo (Tabela 3; Figuras 7E e F). Esses resultados estdo em total
concordancia com os obtidos por (Alves-Junior et al., 2009).

O recombinante ToY-ToR(MP/NSP), semelhantemente ao ToYSV e ao
contrario do ToORMYV, ¢ capaz de invadir células do mesofilo (Tabela 3; Figuras 9A e
B), além do tecido vascular (Tabela 3; Figuras 8A e B). Assim, a troca das proteinas MP
e NSP do ToYSV pelas do ToORMV nio alterou o tropismo de tecido do ToYSV.
Entretanto, uma menor porcentagem de nucleos de células do mesofilo foram marcados
na planta infectada pelo recombinante em comparacgdo a planta infectada pelo ToYSV
(Tabela 3).

Em conjunto, estes resultados indicam que as proteinas MP ¢ NSP do ToRMV,
quando introduzidas no background genético do ToYSV, reduzem sua adaptagdo ao

tomateiro e a N. benthamiana.

Tabela 3. Tropismo de tecido do ToYSV, ToRMV e virus recombinantes em N.
benthamiana.

Tratamento Sonda Mesofilo Feixe vascular
agua ToYSV 8/205 (4)* 14/290 (5)
ToYSV ToYSV 364/476 (76) 301/449 (67)
ToRMV ToRMV 19/213 (9) 102/167 (61)
ToY-ToR(MP/NSP) ToYSV 284/471 (60) 257/471 (55)
ToR-ToY(MP/NSP) ToRMV 7/204 (3) 69/150 (46)
ToR-ToY(BRi) ToRMV 210/470 (45) 318/561 (57)

*Numero de nicleos marcados/total de niicleos contados (porcentagem de nucleos
marcados). O nimero total de nicleos foi contado com base na marcagdo com DAPI.

36



Figura 6. Localizacdo do ToYSV e ToRMV em células do tecido vascular em N.
benthamiana por meio de hibridizagdo in situ aos 28 dpi. Secgdes transversais obtidas
de folhas infectadas sistemicamente foram hibridizadas com sondas especificas para
cada virus e observadas em microscopio de fluorescéncia. A, C, E. DAPI. B, D, F.
Rodamina. A, B. Sec¢do obtida de N. benthamiana sadia e hibridizada com sonda
especifica para o ToYSV. C, D. Infecgdo pelo ToYSV. E, F. Infeccdo pelo ToORMV. Os
tridngulos indicam exemplos de nucleos infectados, e as setas indicam exemplos de
nucleos sadios.
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Figura 7. Localizagdo do ToYSV e ToRMV em células do mesofilo em N.
benthamiana por meio de hibridizagdo in situ aos 28 dpi. Secgdes transversais obtidas
de folhas infectadas sistemicamente foram hibridizadas com sondas especificas para
cada virus e observadas em microscopio de fluorescéncia. A, C, E. DAPI. B, D, F.
Rodamina. A, B. Sec¢do obtida de N. benthamiana sadia e hibridizada com sonda
especifica para o ToYSV. C, D. Infecgdo pelo ToYSV. E, F. Infec¢ao pelo TORMV. Os
triangulos indicam exemplos de nucleos infectados, e as setas indicam exemplos de
nucleos sadios.
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Figura 8. Localizagdo dos virus recombinantes em células do tecido vascular em N.
benthamiana por meio de hibridizagdo in situ aos 28 dpi. Secgdes transversais obtidas
de folhas infectadas sistemicamente foram hibridizadas com sondas especificas para
cada virus e observadas em microscopio de fluorescéncia. A, C, E. DAPI. B, D, F.
Rodamina. A, B. Infec¢do pelo recombinante ToY-ToR(MP/NSP). C, D. Infec¢ao pelo
recombinante ToR-ToY (MP/NSP). E, F. Infeccao pelo recombinante ToR-ToY(BRi).
Os tridngulos indicam exemplos de nucleos infectados, e as setas indicam exemplos de
nucleos sadios.
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Figura 9. Localiza¢do dos virus recombinantes em células do mesofilo em N.
benthamiana por meio de hibridizagdo in situ aos 28 dpi. Secgdes transversais obtidas
de folhas infectadas sistemicamente foram hibridizadas com sondas especificas para
cada virus e observadas em microscopio de fluorescéncia. A, C, E. DAPI. B, D, F.
Rodamina. A, B. Infec¢do pelo recombinante ToY-ToR(MP/NSP). C, D. Infeccdo pelo
recombinante ToR-ToY (MP/NSP). E, F. Infeccao pelo recombinante ToR-ToY(BRi).
Os triangulos indicam exemplos de nucleos infectados, e as setas indicam exemplos de

nucleos sadios.
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4.2. Efeito dos genes MP e NSP do ToYSV na severidade de sintomas, no acimulo
de DNA viral em tomateiro e N. benthamiana, e no tropismo de tecido em N.
benthamiana

Plantas de tomateiro inoculadas com o recombinante ToR-ToY(MP/NSP)
apresentaram sintomas aos 16 dpi, o mesmo periodo observado para o TORMV (Tabela
2). Os sintomas foram caracterizados por mosaico leve (Figura 3D), semelhante ao
induzido pelo TORMV (Figura 3B), porém bem menos severo em relagdo ao induzido
pelo ToYSV (Figura 3A). Semelhantemente ao observado quanto aos sintomas, a
analise por qPCR indicou que o acimulo de DNA do recombinante ToR-ToY(MP/NSP)
em tomateiro ¢ semelhante ao do TORMYV aos 14 dpi. Entretanto, o acimulo de DNA do
ToRMV aumentou aos 28 dpi, enquanto o do recombinante permaneceu semelhante
(Figura 4A). O acumulo de DNA do virus recombinante foi inferior ao do ToYSV
(Figura 4A).

Em N. benthamiana o ToR-ToY(MP/NSP) induziu sintomas aos 12 dpi, um
valor intermediario entre o ToYSV (7 dpi) e 0o TORMV (14 dpi) (Tabela 2). Os sintomas
induzidos pelo recombinante incluiram leve deformagdo foliar e pontos cloroticos
espalhados pela folha (Figura 5D), ligeiramente mais severos em relagdo aos induzidos
pelo ToORMV (Figura 5B), porém menos severos do que os induzidos pelo ToYSV neste
hospedeiro (Figura 5A). A avaliacdo do acumulo de DNA viral indicou que aos 14 e 28
dpi o0 ToR-ToY(MP/NSP) acumula menos que o ToORMV (Figura 4B).

Em conjunto, os resultados indicam que as proteinas MP e NSP do ToYSV
contribuem para a indugdo de sintomas em N. benthamiana, porém nao sao os tnicos
determinantes virais para essa caracteristica, uma vez que os sintomas apresentados pelo
recombinante ToR-ToY(MP/NSP) foram menos severos do que os induzidos pelo
ToYSV. Por outro lado, o menor periodo latente para o recombinante em comparagao

ao ToORMYV sugere que de alguma forma as proteinas MP e NSP do ToYSV permitem
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ao virus se contrapor aos mecanismos de defesa da planta que retardam o inicio da
infecgao sistémica.

Os resultados do ensaio de hibridizagdo in situ indicaram que recombinante
ToR-ToY(MP/NSP), apesar de possuir os dois genes responsaveis pelo movimento viral
do ToYSV, permanece restrito a células do feixe vascular em N. benthamiana (Tabela
3; Figuras 8C e D; 9C e D), da mesma forma que o TORMV. Assim, as proteinas MP ¢
NSP do ToYSV nao sdo capazes de alterar o tropismo de tecido do ToORMV.

Em conjunto, estes resultados demonstram que as proteinas MP e NSP do
ToYSV, quando introduzidas no background genético do ToRMV, ndo alteram de
forma significativa sua adaptacdo ao tomateiro, embora contribuam para aumentar a
indugdo de sintomas em N. benthamiana. Entretanto, ndo sdo suficientes para torna-lo
capaz de induzir sintomas na mesma intensidade que o ToYSV, nem para modificar seu
tropismo de tecido. Outros genes e/ou regides regulatorias do ToYSV devem estar

envolvidos na adaptagdo desse virus ao tomateiro e a N. benthamiana.

4.3. Efeito da regido BRi do ToYSV na severidade de sintomas, no acimulo de
DNA viral em tomateiro e N. benthamiana, e no tropismo de tecido em N.
benthamiana

Plantas de tomateiro inoculadas com o recombinante ToR-ToY(BRi)
apresentaram sintomas aos 16 dpi, o mesmo periodo observado para o TORMV (Tabela
2). Os sintomas foram caracterizados por mosaico leve (Figura 3E), semelhante ao
induzido pelo ToORMV (Figura 3B) porém menos severo em relagdo ao induzido pelo
ToYSV (Figura 3A). A anélise por qPCR indicou que, semelhantemente ao observado

em relacdo aos sintomas, o acimulo de DNA do recombinante ToR-ToY(BRi) em

tomateiro foi semelhante ao do TORMYV aos 14 dpi. Entretanto, o acimulo de DNA do

42



recombinante permaneceu constante dos 14 para os 28 dpi, enquanto o do virus parental
aumentou durante esse periodo (Figura 4A).

Em N. benthamiana o ToR-ToY(BRi) induziu sintomas aos 12 dpi, valor
intermediario entre o ToYSV (7 dpi) e o TORMV (14 dpi) (Tabela 3). Os sintomas
sist€émicos induzidos pelo recombinante consistiram em distor¢do foliar e pontos
cloroticos espalhados pela folha (Figura 5E), mais severos em relagdo aos induzidos
pelo ToORMYV (Figura 5B), porém menos severos do que os induzidos pelo ToYSV neste
hospedeiro (Figura 5A). A avaliacdo do acimulo de DNA viral indicou que tanto aos 14
quanto aos 28 dpi o DNA viral do recombinante ToR-ToY(BRi) acumulou menos que o
DNA viral de ambos os virus parentais (Figura 4B).

Em conjunto, os resultados indicam que a regido BRi contribui para a indugao de
sintomas em N. benthamiana. Porém, o maior acimulo de DNA viral do TORMV em
relacdo ao recombinante sugere que a regido BRi do ToYSV afetou negativamente o
acumulo de DNA viral no virus recombinante.

Os ensaios de hibridizagdo in situ indicaram que o recombinante ToR-
ToY(BRi), apesar de possuir os dois genes responsaveis pelo movimento viral do
ToRMV, tornou-se capaz de infectar as células do mesofilo em N. benthamiana (Tabela
3; Figuras 8E e F), além das células do tecido vascular (Tabela 3; Figuras 9E e F).
Assim, a regido BRi do ToYSV ¢ capaz de alterar o tropismo de tecido do ToRMV.
Entretanto, uma menor porcentagem de nucleos de células do mesofilo foram marcados
na planta infectada pelo recombinante em comparacgdo a planta infectada pelo ToYSV
(Tabela 3).

Em conjunto, estes resultados indicam que a regido BRi do ToYSV, quando
introduzida no restante do genoma do ToORMV, ndo altera de forma significativa sua

adaptacdo ao tomateiro. Entretanto, contribui para uma melhor adaptagdo em N.
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benthamiana, sendo suficiente para torna-lo capaz de induzir sintomas mais severos em

relagdo aos induzidos pelo TORMV, e de modificar seu tropismo de tecido.
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5. DISCUSSAO

A eficiéncia de um virus em estabelecer a infecgdo sistémica esta relacionada a
maior adaptacdo do virus ao hospedeiro. Essa maior adaptagao pode ser consequéncia
de uma interagdo mais eficiente entre as proteinas virais e fatores do hospedeiro, que
conduzem a uma maior taxa de replicacdo, movimentos célula-a-célula e longa distancia
mais rapidos e, ou supressao mais eficiente de respostas de defesa do hospedeiro (Petty
et al., 1995). Considera-se que virus mais adaptados aos seus hospedeiros induzem
sintomas mais severos em rela¢do a outros menos adaptados (Petty & Qin, 2001). Dessa
forma, no sistema experimental analisado neste estudo, o ToYSV seria mais adaptado
ao tomateiro e a N. benthamiana em relagdo ao TORMV.

O recombinante ToY-ToR(MP/NSP) (genes MP e NSP provenientes do
ToRMYV, e o restante do DNA-B proveniente do ToYSV) induziu sintomas mais
severos em tomateiro em relagdo ao TORMV, porém mais atenuados e tardios do que os
induzidos pelo ToYSV, indicando uma perda de adaptacdo em relagdo a este ultimo
virus. Da mesma forma, quando inoculado em N. benthamiana o recombinante induziu
sintomas mais severos em relagdo ao ToRMV, porém mais atenuados ¢ tardios em
relagdo ao ToYSV. A analise do acumulo de DNA viral indicou que em N. benthamiana
o ToY-ToR(MP/NSP) atingiu menor acumulo em comparagdo com o ToYSV,
entretanto maior acumulo em comparacdo com o ToRMV, em concordancia com a
severidade dos sintomas induzidos pelo recombinante em compara¢dao aos dois virus
parentais. O maior acimulo do recombinante em relagdo ao TORMV pode ser explicado
pela capacidade do ToY-ToR(MP/NSP) em invadir as células do mesofilo, assim como
o ToYSV. Por outro lado, o menor acimulo de DNA viral observado para o ToY-

ToR(MP/NSP) em relacdo ao ToYSV pode ser reflexo de interagdes menos eficientes
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entre as proteinas MP e NSP providas pelo ToORMV e as proteinas do hospedeiro,
afetando negativamente o movimento viral e acarretando em um menor numero de
células infectadas pelo recombinante em comparagao ao ToYSV. Adicionalmente, estes
resultados podem estar relacionados a uma capacidade das proteinas NSP e MP do
ToYSV em suprimir respostas de defesa do hospedeiro.

Mariano et al. (2004) demonstraram a interagdo de proteinas cinase do tipo
serina/treonina ("NSP-interacting kinase", NIK) com a proteina NSP de begomovirus.
As NIKs sao proteinas com propriedades de receptores que se localizam na membrana e
apresentam caracteristicas bioquimicas condizentes com a sinalizagdo de defesa contra
virus (Fontes et al., 2004). A ligacdo de NSP a NIK inibe a sua atividade cinase, ¢ a
perda da funcdo do gene NIK aumenta a suscetibilidade a infec¢do por begomovirus.
Dessa forma, a interagdo entre NSP e NIK seria uma forma de suprimir uma resposta de
defesa da planta ao virus (Fontes et al., 2004). A proteina NSP do ToYSV pode
interagir mais eficientemente com a proteina NIK em comparacdo com a NSP do
ToRMYV, levando a supressdo mais acentuada da via de sinalizacdo mediada por essa
proteina. Caso essa hipdtese seja verdadeira, a via de defesa mediada por NIK estaria
influenciando no sucesso da infec¢do viral pelo recombinante ToY-ToR(MP/NSP).
Experimentos adicionais de fosforilagdo in vitro podem ser realizados para verificar a
capacidade das NSPs do ToYSV e do TORMV em inibir a autofosforilagdo de NIK.

O recombinante ToR-ToY(MP/NSP) (genes MP e NSP provenientes do ToYSV,
e o restante do DNA-B proveniente do ToRMV) induziu sintomas semelhantes aos
induzidos pelo TORMV em tomateiro, porém menos severos em relacdo ao ToYSV. A
analise do acumulo de DNA viral indicou que o recombinante atingiu niveis
semelhantes a0 ToRMV, em concordancia com a semelhan¢a na intensidade dos

sintomas induzidos pelo ToORMV e pelo recombinante. Quando inoculado em N.
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benthamiana, o recombinante ToR-ToY(MP/NSP) induziu sintomas mais severos em
relagdo ao ToRMV, porém nao tdo severos quanto os induzidos pelo ToYSV.
Entretanto, em desacordo com os sintomas mais severos induzidos pelo ToR-
ToY(MP/NSP) em relagdo ao ToORMV, o acimulo de DNA viral do recombinante aos
14 dpi e 28 dpi foi ligeiramente menor que o do ToRMV. O ganho de funcao
apresentado pelo recombinante ToR-ToY(MP/NSP), apresentando sintomas mais
severos, sugere que as proteinas MP e NSP do ToYSV, apesar de ndo alterarem o
tropismo de tecido do recombinante, podem realizar interagdes mais eficientes com as
proteinas de N. benthamiana do que as proteinas homologas do ToRMV, e
consequentemente levar a uma maior alteragdo da fisiologia da planta. Além disso, os
resultados indicam que fatores adicionais as proteinas codificadas pelo DNA-B
contribuem para a adaptacdo do ToYSV nesse hospedeiro.

A contribuicdo dos genes MP e NSP do ToYSV na adaptacio do ToRMV ¢
dependente do hospedeiro, pois em tomateiro ndo se observou um ganho de fungdo na
presenga destes genes. A maior severidade dos sintomas induzidos pelo ToYSV no
tomateiro deve, portanto, ser determinada por outros genes e, ou regides regulatorias,
atuando de maneira aditiva. Essa hipotese estd em consondncia com outros trabalhos
que demonstram que a adaptacdo de begomovirus ao hospedeiro ¢ determinada de
maneira cooperativa por regides codificadoras e nao codificadoras (Gillette et al., 1998;
Petty et al., 2000). Os resultados aqui apresentados sugerem que ambos 0os componentes
(DNA-A e DNA-B) podem contribuir para a melhor adaptacdo do ToYSV ao tomateiro
e a N. benthamiana.

O recombinante ToR-ToY(BRi) (regido BRi proveniente do ToYSV, e o restante
do DNA-B proveniente do ToORMV) induziu sintomas semelhantes aos induzidos pelo

ToRMV em tomateiro (menos severos em relacdo ao ToYSV). O acumulo de DNA
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viral indicou que o virus recombinante atingiu niveis similares ao ToRMV, em
concordancia com a semelhanca na severidade dos sintomas induzidos pelo TORMV e
pelo virus recombinante. Quando inoculado em N.benthamiana, o recombinante ToR-
ToY(BRi) induziu sintomas mais severos em relagdo ao ToORMYV, mas ndo tao severos
quanto os induzidos pelo ToYSV. A anélise do tropismo de tecido indicou que apesar
de possuir as proteinas responsaveis pelo movimento viral na planta provenientes do
ToRMYV, o recombinante foi capaz de invadir as células do mesofilo, o que pode
explicar os sintomas mais severos induzidos em comparagdo ao ToORMV. Entretanto,
em desacordo com a capacidade de invadir as células do mesofilo, o acimulo de DNA
viral do recombinante aos 14 dpi e 28 dpi foi menor que o do TORMV.

E possivel que a regido promotora BRi do ToYSV seja capaz de recrutar
proteinas de ligacdo ao DNA especificas de N. benthamiana que, por sua vez, irdo
interagir de maneira mais eficiente com a proteina Trap (ativadora da transcri¢do da
proteina NSP), conduzindo a uma ativagdo mais eficiente da transcricdo do gene NSP.

Sunter & Bisaro (1992) identificaram a regido promotora do gene NSP (BRi) ¢ a
proteina Trap como os determinantes genéticos do TGMYV necessarios para a invasao do
mesofilo em N. benthamiana. E possivel que a sequéncia da regido BRi afete
temporalmente e, ou quantitativamente a expressdo do gene NSP e, assim, a eficiéncia
do movimento célula-a-célula do virus (Jeffrey et al., 1996; Pooma et al., 1996). Um
limiar critico de atividade da proteina NSP pode ser necessario para a invasdo bem-
sucedida do mesofilo a partir do tecido vascular em plantas infectadas sistemicamente.
Esse limiar critico para a atividade da proteina NSP pode ser explicado pela competi¢ao
entre as proteinas virais e as proteinas do hospedeiro pela maquinaria de transporte
intra- ¢ intercelular (Kragler et al., 1998). Quando o gene NSP esta sob o controle do

promotor BRi do ToYSV, o limiar seria alcancado pela expressdo aumentada da
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proteina NSP, por sua vez mediada por interacdes mais eficientes entre a regido BRi do
ToYSV e fatores do hospedeiro. Quando o gene NSP esta sob o controle do promotor
BRi do ToRMV, a expressao de NSP seria insuficiente e o virus ficaria restrito ao
floema. Experimentos futuros com o intuito de avaliar o acimulo da proteina NSP nas
plantas infectadas pelos virus parentais e recombinantes ajudardo a confirmar a hipotese
de que niveis elevados da proteina NSP sdo requeridos para a infeccdo das células
mesofilicas.

Outra caracteristica que deve ser considerada ¢ que o ToYSV alcanga niveis
maiores de acumulo viral em um menor tempo em comparacdo ao ToORMV (Alves-
Junior et al., 2009). Assim, a regido BRi do ToYSV poderia permitir ao virus
recombinante invadir as células do mesofilo e causar sintomas mais severos em N.
benthamiana, entretanto uma menor concentra¢do de fatores virais envolvidos na
supressao da resposta de defesa pode estar presente, e o acumulo de DNA viral ¢
inferior.

O fendtipo de um virus recombinante representa os efeitos aditivos de ganho de
funcdo resultante das sequéncias regulatorias e das proteinas virais obtidas a partir de
um virus mais adaptado a um determinado hospedeiro, juntamente com qualquer perda
de funcao resultante de interacdes imperfeitas entre as sequéncias regulatorias dos dois
virus e as proteinas codificadas por esses virus. Consequentemente, a adaptacdo aos
hospedeiros conferida pelas sequéncias regulatdrias e pelas proteinas virais do ToYSV
sera observada apenas se o ganho de fungdo for superior a perda de fungio .

Os resultados indicam que a regido BRi do ToYSV ¢ em parte responsavel pelos
sintomas induzidos por esse virus e pela sua capacidade de invadir as células do
mesofilo em N. benthamiana. Para a confirmagio dos resultados obtidos é necessaria a

constru¢do do recombinante reciproco ToY-ToR(BRi) e a andlise de seu tropismo de
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tecido: sua restricdo ao floema em N. benthamiana corroborara os resultados obtidos
para os outros recombinantes.

Alguns trabalhos ja identificaram a proteina Trap e a proteina homologa C2
como um fator importante para a patogénese de begomovirus e curtovirus (Vanitharani
et al., 2004; Trinks et al., 2005; Zhang et al., 2011). Assim, a construgdo de
recombinantes com base na troca da Trap entre 0 ToYSV e o TORMV poderia revelar
um papel dessa proteina no processo de infeccdo do ToYSV que justificasse esse virus

ser mais adaptado ao tomateiro e a N. benthamiana em comparagdo com o TORMV.
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