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RESUMO

BARBOSA, Tarsiane Mara Carneiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2018.
Efeito do silenciamento dos genes GmERD4 ¢ GmIMT no acimulo do Cowpea mild mottle
virus em plantas de soja. Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior. Coorientadoras:
Claudine Marcia Carvalho e Larissa Goulart Zanardo.

O Cowpea mild mottle virus (CPMMV; familia Betaflexiviridae, género Carlavirus), agente
causal da necrose da haste da soja, ¢ um virus emergente no Brasil. Até o presente, poucos
estudos abordaram a replicagdo dos betaflexivirus, sabendo-se apenas que ela ocorre no
citoplasma. Duas proteinas de soja (GmERDA4, associada a respostas a estresse hidrico, e
GmIMT, uma inositol metiltranserase) foram previamente demonstradas serem capazes de
interagir com o dominio RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) da replicase do
CPMMV. A anilise da expressdo de ambos os genes em plantas de soja infectadas com o
CPMMV demonstrou que estes sdo induzidos aos 3 e 7 dias apds a inoculacdo (dai). Além
disso, a superexpressao de GmERD4 em protoplastos de soja aumentou o acimulo viral. Assim,
neste trabalho buscou-se melhor caracterizar a interagdo CPMMV-soja, utilizando o
silenciamento génico induzido por virus (virus-induced gene silencing - VIGS). Os genes
GmERD4 e GmIMT foram silenciados com um vetor VIGS baseado no Bean pod mottle virus
(BPMV). A expressdo de ambos se encontrava reduzida em pelo menos 40-60% aos 5 e 14 dai
das plantas de soja com o CPMMYV. O silenciamento de GmERD4 ¢ GmIMT reduziu
drasticamente o acimulo do CPMMYV aos 5 dai, e no caso das plantas silenciadas para GmIMT,
até 14 dai. Esses resultados indicam que GmERD4 ¢ essencial durante os processos iniciais de
infec¢ao pelo CPMMYV, enquanto GmIMT ¢ essencial ao longo de todo o processo infeccioso.
A interagdo entre 0 CPMMYV e essas duas proteinas constitui, portanto, um alvo em potencial

para o controle da necrose da haste da soja.
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ABSTRACT

BARBOSA, Tarsiane Mara Carneiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.
Effect of the silencing of the GmERD4 and GmIMT genes on the accumulation of Cowpea
mild mottle virus in soybean plants. Adviser: Francisco Murilo Zerbini Junior. Co-advisers:
Claudine Marcia Carvalho and Larissa Goulart Zanardo.

Cowpea mild mottle virus (CPMMYV; family Betaflexiviridae, genus Carlavirus), the causal
agent of soybean stem necrosis, is an emergent virus in Brazil. To date, very few studies have
addressed the replication of betaflexiviruses, to the extent that little else is known besides that
replication takes place in the cytoplasm. Two soybean proteins (GmERD4, associated with
responses to drought, and GmIMT, an inositol methyltransferase) have been previously shown
to interact with the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) domain of the CPMMYV replicase
protein. Expression analysis of both genes in CPMM V-infected soybean plants demonstrated
that they are induced at 3 and 7 days after inoculation (dai). Furthermore, overexpression of
GmERD4 in soybean protoplasts increased viral accumulation. In this context, this work was
conducted to better characterize the CPMMYV-soybean interaction. We used virus-induced gene
silencing (VIGS) with a Bean pod mottle virus (BPMV)-based VIGS vector to silence GmERD4
and GmIMT. Expression of both genes was reduced by 40-60% at 5 and 14 dai of soybean
plants with CPMMV. Strikingly, silencing of GmERD4 and GmIMT drastically reduced
CPMMYV accumulation at 5 dai, and up to 14 dai in the case of GmIMT-silenced plants. These
results indicate that GmERD4 is essential during the early stages of CPMMYV infection, while
GmIMT 1s essential during the entire infection process. Therefore, the interaction between
CPMMYV and these two proteins constitutes a potential target of antiviral measures for the

control of soybean stem necrosis.
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1. INTRODUCAO

Os virus de plantas possuem genoma pequeno, € em sua absoluta maioria codificam em
torno de 3 a 10 proteinas. Assim, a maioria das etapas necessarias para o sucesso da infec¢ao
viral envolve interacdes entre componentes virais e componentes do hospedeiro. A
identificacdo desses e suas contribui¢des para o sucesso da infec¢do viral ¢ de grande
importancia, uma vez que os componentes do hospedeiro desempenham muitas vezes papéis
essenciais.

Os virus de RNA de fita simples positivo [(+)ssRNA] sdo os mais comuns entre os virus
de plantas e muitos destes afetam importantes culturas agricolas. Apds a entrada das particulas
virais nas células hospedeiras, os RNAs gendmicos virais sdo liberados para o citoplasma do
hospedeiro ¢ atuam como mRNAs, direcionando a traducdo de suas proteinas (normalmente
aquelas associadas a replicagdo viral) pela maquinaria de tradu¢do do hospedeiro (Dreher e
Miller, 2006; Simon e Miller, 2013; Hyodo e Okuno, 2014).

A familia Betaflexiviridae é composta por virus de (+)ssRNA e atualmente inclui onze
géneros, entre eles o género Carlavirus. O carlavirus Cowpea mild mottle virus (CPMMYV) € o
agente causal da necrose da haste da soja, uma das mais importantes doengas virais da soja no
Brasil (Almeida, 2008). Os sintomas em plantas infectadas variam de mosaico e clareamento
de nervuras até necrose sistémica (Zanardo, 2017; Zanardo e Carvalho, 2017).

Supde-se que a replicagdo dos virus pertencentes a familia Betaflexiviridae seja
citoplasmatica (Adams e Kreuze, 2015) e possivelmente associada ao reticulo endoplasmatico
(RE) (Chen e Ahlquist, 2000; Suhy et al., 2000; Bamunusinghe et al., 2009; Zanardo, 2017).
Estudos de localizagdo subcelular do dominio RdRp da replicase viral mostraram que este se
encontra associado a rede do RE. Esse dominio interage in vivo e in vitro com duas proteinas

em plantas de soja: GmERD4 e GmIMT. Essas proteinas sao induzidas nos estagios iniciais da



infeccdo pelo CPMMV. Além disso, a superexpressdo de GmERD4 levou a um aumento no
acumulo do CPMMYV (Zanardo, 2017).

Com o objetivo de validar os resultados obtidos por Zanardo (2017), utilizou-se a técnica
de silenciamento génico induzido por virus (virus-induced gene silencing - VIGS) para reduzir
a expressdo dos genes GmERD4 e GmIMT em plantas de soja e verificar se essa reducgdo afeta
o acumulo do CPMMYV. Espera-se agregar novos conhecimentos sobre 0 CPMMYV (e sobre os
virus pertencentes ao género Carlavirus de modo geral), no sentido de desenvolver métodos

eficazes para o controle da importante virose por ele causada.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A soja

A soja ocupa posi¢ao de destaque dentre os graos mais produzidos no Brasil. A producao
comegou a crescer vertiginosamente a partir do inicio da década de 1980, quando a cultura
tornou-se a mais importante do agronegocio do pais. Ao longo dos anos vem apresentando um
crescimento acentuado devido a maiores investimentos em pesquisa € tecnologia, bem como a
ampliagdo da area de cultivo e ao maior rendimento da producao (Embrapa, 2017). No entanto,
a monocultura da soja praticada em todo o pais favorece o surgimento de doengas que afetam
o desenvolvimento das sementes e/ou das plantas e, consequentemente, a produtividade das
lavouras e a qualidade das sementes (Henning et al., 2014).

Desde a safra 2000/01, uma virose vem preocupando agricultores no Brasil por sua
rapida disseminacdo e por causar, muitas vezes, grandes perdas da produgdo (Almeida et al.,
2003; Almeida, 2008). Conhecida como necrose da haste da soja, essa doenga causa a queima
do broto e a necrose das hastes e nervuras, podendo levar as plantas & morte (Henning et al.,
2014). Pode apresentar também sintomas menos severos que nao necessariamente matam a
planta, como nanismo, deformagdo foliar e mosaico (Almeida et al., 2003; Henning et al.,
2014).

O agente causador da necrose da haste ¢ o virus Cowpea mild mottle virus (CPMMYV),
pertencente a familia Betaflexiviridae e género Carlavirus (Zanardo e Carvalho, 2017). O
CPPMV ¢ transmitido de forma ndo-persistente por moscas-brancas do complexo de espécies

cripticas Bemisia tabaci (Zanardo, 2017).



2.2. A familia Betaflexiviridae

A familia Betaflexiviridae ¢ composta por virus de plantas com genoma de RNA de fita
simples sentido positivo, com um "cap" (m7GpppG) na extremidade 5' e uma cauda poli-A na
extremidade 3', e particulas alongadas flexuosas com 600-1000 nm de comprimento. A familia
¢ subdividida em duas subfamilias (7rivirinae e Quinvirinae) e contém onze gé€neros:
Capillovirus, Carlavirus, Chordovirus, Citrivirus, Divavirus, Foveavirus, Prunevirus,
Robigovirus, Tepovirus, Trichovirus e Vitivirus (ICTV, 2016). A subfamilia Quinvirinae inclui
trés géneros (Carlavirus, Foveavirus e Robivirus) que possuem um bloco triplo de genes (triple
gene block - TGB) que codifica as proteinas de movimento, enquanto a subfamilia Trivirinae
inclui os demais géneros com proteina de movimento tipo 30K (Adams e Kreuze, 2015).

Os virus pertencentes a diferentes espécies na familia devem apresentar menos de 72%
de identidade nas sequéncias de nucleotideos dos genes que codificam a replicase e a proteina
capsidial, e 80% de identidade nas sequéncias de aminodcidos dessas proteinas. Virus
classificados em géneros distintos geralmente possuem cerca de 45% de identidade nas
sequéncias de nucleotideos desses genes (Adams e Kreuze, 2015).

Em sua organiza¢do gendmica, os membros da familia podem possuir até seis fases
abertas de leitura (open reading frames - ORFs) traduzidas via RNAs subgendmicos (Martelli
et al., 2007). O numero de ORFs varia entre os géneros e mesmo entre algumas espécies em
alguns géneros.

A primeira ORF codifica a replicase viral, que possui diversos dominios conservados:
metiltransferase, RNA helicase e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), todos
envolvidos na replicacdo viral (Martelli ez al., 2007). Em seguida estdo as ORFs que codificam
as proteinas responsaveis pelo movimento viral, tanto célula-a-célula quanto a longa distancia.
Nos géneros Carlavirus, Foveavirus e Robigovirus (subfamilia Quinvirinae) essas proteinas

sdo codificadas pelas ORFs 2, 3 e 4, que formam o TGB. Os demais géneros (subfamilia



Trivirinae) possuem apenas uma proteina envolvida no movimento viral (Martelli et al., 2007).
As ORFs 5 e 6 (subfamilia Quinvirinae) ou 2 e 3 (subfamilia Triviriane) codificam
respectivamente a proteina capsidial (CP) e uma proteina rica em cisteina (cystein-rich protein,
CRP) que possui atividade de ligacao a acidos nucleicos (nucleic acid-binding protein, NABP)
(Martelli et al., 2007). A CRP de alguns betaflexivirus também possui a capacidade de suprimir
o silenciamento génico, conforme comprovado em estudos com Potato virus M (PVM, género

Carlavirus) e Grapevine virus A (GVA, género Vitivirus) (Zhao et al., 2006).

2.3. O género Carlavirus

O género Carlavirus é assim denominado devido ao membro Carnation latent virus
(CLV) (Harrison et al., 1971). Atualmente sdo reconhecidas 47 espécies, sendo o género com
o maior niumero de espécies dentro da familia Betaflexiviridae (Zanardo e Carvalho, 2017). As
particulas virais possuem comprimento de 610-700 nm. Assim como nos demais géneros da
familia Betaflexiviridae, o RNA viral ¢ capeado na extremidade 5' e poliadenilado na
extremidade 3' (King et al., 2011).

Cada membro do género Carlavirus geralmente possui um hospedeiro natural
especifico. Sao transmitidos de forma ndo-persistente por afideos (King et al., 2011), com
excecdo do Cowpea mild mottle virus (CPMMYV) (Almeida et al., 2005), Melon yellowing-
associated virus (MYaV) (Nagata et al., 2005) e Cucumber vein-clearing virus (Menzel et al.,
2011), cuja transmissdo ¢ mediada por moscas-brancas do complexo Bemisia tabaci. A
transmissao mecanica ¢ possivel para todas as espécies do género. Os sintomas causados nas
plantas hospedeiras podem variar de brandos a severos dependendo das condi¢des ambientais,
da espécie ou estirpe de virus e do cultivar infectado (Figura 3) (Zanardo, 2017; Zanardo e
Carvalho, 2017). H4 também diversos casos de hospedeiros assintomaticos (Martelli et al.,

2007).



Diversos membros do género Carlavirus ja foram relatados no Brasil. O mais
importante economicamente ¢ o Cowpea mild mottle virus, relatado em feijao (Costa et al.,
1983) e soja (Almeida et al., 2003; Almeida et al., 2005; Almeida, 2008; Gaspar et al., 2008;
Zanardo et al., 2014a; Zanardo et al., 2014b). Também foram relatados o Potato virus S (PVS)
em batata (Gaspar et al., 2008), o Garlic common latent virus (GCLV) em alho (Fajardo et al.,
2001), o Melon yellowing-associated virus (MYaV) em meldo (Nagata et al., 2005) e o Lily

symptomless virus (LSV) em lirio (Rivas, 2010).

2.4. O Cowpea mild mottle virus

Uma importante virose causada por um carlavirus no Brasil ¢ a necrose da haste da soja,
cujo agente etiologico é o Cowpea mild mottle virus (CPMMYV). O CPMMYV foi inicialmente
descrito por Costa et al. (1983), como agente causal do "mosaico angular" em feijoeiro Jalo, e
foi incluido no género Carlavirus a partir do trabalho de Iwaki et al. (1982), no qual foi
constatado que algumas propriedades de um isolado de CPMMYV da Tailandia eram similares
aquelas descritas para os virus desse género. O CPMMYV ¢ capaz de infectar diversas plantas de
importancia econdmica, incluindo o feijoeiro (Phaseolus vulgaris), a soja (Glycine max) € o
amendoim (Arachis hypogaea) (Figura 2) (Menzel et al., 2010; Zanardo et al., 2014a; Zanardo
et al., 2014b).

Assim como os demais carlavirus, o CPMMYV possui genoma composto por uma
molécula de RNA fita simples senso positivo capeada na extremidade 5' e poliadenilada na
extremidade 3' (Zanardo e Carvalho, 2017). Medindo 600-650 x 10-15 nm, as particulas virais
sdao encontradas na epiderme, mesofilo e parénquima foliares, formando agregados em forma

de feixes e inclusdes tipo escova (Zanardo e Carvalho, 2017) (Figura 1).



Figura 1. Micrografia eletronica de transmissdo de folhas de soja cv. CD206 infectada por CPMMV,
aos 14 dias ap6s inoculagdo mecanica, mostrando as inclusdes em forma de escova. Reproduzido de
Zanardo e Carvalho (2017).

O genoma possui aproximadamente 8.200 nucleotideos, e ¢ organizado em seis ORFs.
A ORF1 codifica a replicase viral (223 kDa) e apresenta quatro dominios conservados:
metiltransferase, peptidase, RNA helicase e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). As
ORFs 2, 3 e 4 formam o bloco triplo de genes (TGB1p, 25kDa; TGB2p, 12kDa; TGB3p, 7kDa)
responsaveis pelo movimento das particulas virais. A ORF5 codifica a proteina capsidial (CP,
34 kDa) e a ORF6, uma proteina rica em cisteina (CRP, 15 kDa) com atividade de ligacao a
acidos nucleicos (NABP). Dentre as seis ORFs, somente a ORF1 ¢ traduzida a partir do RNA
gendmico, sendo as demais traduzidas por meio de RNAs subgendmicos (sg RNAs) (Zanardo

e Carvalho, 2017) (Figura 2).



ORF4 ORF6
I} 7] -
[}

i ORF3
l“\uk NAL

ORF4
Methyltraferase C23 Peptidase RdRp [ 3
Replicase [T % =N ] = ORES
Helicase l i

5 |_OR¥2 |

l\u!opmtﬂ)l_n'rs : l D i&gﬂ\i\!
TGBpl TGBp3
“..EB'L ORF6
Replicase s I I 3
0 ow

cp

Figura 2. Organizacdo gendmica do CPMMYV e estratégia utilizada para expressdo de proteinas. A
ORF1 ¢ a tinica traduzida a partir do RNA gendmico, gerando uma poliproteina que ¢ autoclivada entre
os dominios RNA helicase ¢ RdRp, sendo removido um fragmento de 30-40 kDa. As demais proteinas
sdo traduzidas por meio de RNAs subgendmicos (sgRNAs). O primeiro sgRNA ¢é responsavel pela
traducdo do TGB (ORFs 2, 3 e 4) e o segundo sgRNA pela traducao das ORFs que codificam CP (ORF
5) e CRP (ORF 6). Reproduzido de Zanardo e Carvalho (2017).

O CPMMV ¢ transmitido de forma nao-persistente pela mosca branca Bemisia tabaci,
e infecta naturalmente apenas hospedeiros pertencentes a familia Fabaceae, causando sintomas
muito variaveis que dependem do hospedeiro, do isolado viral e das condigdes ambientais
(Zanardo et al., 2014a; Zanardo e Carvalho, 2017).

O CPMMV se tornou preocupante entre os agricultores durante a safra 2000/2001,
quando a necrose da haste causou grandes perdas em cultivos de soja na regidao Centro-Oeste.
Em anos posteriores sua ocorréncia foi relatada em regides produtoras a mais de 200 km do
primeiro foco (Almeida et al., 2003). Zanardo e Carvalho (2017) relataram que diferentes
estirpes virais sdo capazes de causar sintomas variados em soja, € que mesmo entre isolados da

mesma estirpe pode haver variacao de sintomas, de brandos a severos (Figura 3).



Figura 3. Sintomas induzidos por isolados de Cowpea mild mottle virus (CPMMYV) em diferentes
hospedeiros. A. Mosaico em feijdo comum cv. Jalo; B. Mosaico em caupi cv. B7 Gurguéia; C. Lesdes
locais (indicadas pelas setas brancas) em Nicotiana benthamiana; D. Lesdes locais cloréticas em N.
debneyi; E, F. Mosaico e clareamento de nervuras em soja cv. CD206; G. Necrose sistémica em soja
cv. CD206; H. Abortamento de broto, necrose foliar e da haste em soja cv. CD206. Reproduzido de
Zanardo e Carvalho (2017).

Recentemente ocorreu o surgimento (ou ressurgimento) do CPMMYV infectando feijao
transgénico no Brasil. A ocorréncia foi relatada em uma linhagem transgénica de feijao comum
que foi liberada para producdo comercial em 2011 (Faria et al., 2016). Essa linhagem ¢
resistente a outro virus, o Bean golden mosaic virus (BGMV; gén. Begomovirus, fam.
Geminiviridae), um dos principais patogenos do feijoeiro no Brasil. A linhagem transgénica foi
liberada apds quatro décadas de pesquisas visando resisténcia ao BGMV, porém com o
surgimento do CPMMYV apenas dois anos apds o lancamento, a comercializagcdo ainda nao
ocorreu. Isto enfatiza o risco de surgimento do CPMMYV em outras situagdes, como outras

plantas cultivadas ou em outras regides geograficas (Zanardo e Carvalho, 2017).



2.5. Componentes do hospedeiro na replicacio viral

Virus de RNA possuem genomas pequenos que codificam um nimero limitado de
proteinas, estabelecendo redes complexas de interagdes proteina-proteina, RNA-proteina e
proteina-lipideo com os componentes da célula hospedeira (Vidalain e Tangy, 2010). Essas
interagdes levam a formagdo de complexos de replicagdo viral que produzem a progénie de
RNA viral nas células hospedeiras (Nagy e Pogany, 2012).

As interagcdes com o hospedeiro desencadeiam inumeras alteracdes nas organelas
celulares (formacdo de esférulas, vesiculas e corpos vesiculares) que sdo necessarias para a
replicagdo do genoma viral ou para o movimento célula-a-célula do virus (Barajas et al., 2006;
Zanardo, 2017). Em particular, virus de RNA positivo [(+)ssRNA] que infectam mamiferos e
plantas montam seus complexos de replicacdo em membranas intracelulares em associagdo com
a formagao de vesiculas ou outros rearranjos de membrana (Ahlquist et al., 2003).

Supde-se que a replicacdo dos membros da familia Betaflexivirus seja citoplasmatica
(King et al., 2011) e, possivelmente, associada ao reticulo endoplasmaético (RE), como ocorre
com muitos outros virus de (+)ssRNA (Chen e Ahlquist, 2000; Suhy et al., 2000;
Bamunusinghe et al., 2009; Zanardo, 2017). Para um dos membros da familia Betaflexiviridae,
o Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV; gén. Foveavirus), foi
demonstrado que o dominio metiltransferase da replicase viral é capaz de induzir corpos
puntiformes proximos a rede do reticulo endoplasmatico em células foliares de Nicotiana
benthamiana e em protoplastos de tabaco. Analises de bioinformatica e de fracionamento de
membranas subcelulares mostraram a associacdo da replicase com membranas celulares,

embora a natureza da membrana seja desconhecida (Prosser et al., 2015; Tarquini ef al., 2018).
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2.6. Proteinas ERD4 e IMT interagem com a RdRp do CPMMYV

Zanardo (2017) demonstrou, por meio de ensaios in vivo € in vitro, que a replicase do
CPMMV ¢ capaz de interagir com duas proteinas de soja, a proteina tipo CSC1 ERD4 ("early
responsive to dehydration stress" - GmERD4) e uma proteina da familia das metiltransferases
(inositol metiltransferase - GmIMT).

Os primeiros estudos a respeito dos genes ERD abordaram a participacao destes em
respostas a estresses abioticos, devido a sua capacidade de serem rapidamente induzidos pela
desidratagcdo. A caracterizacdo funcional dos genes ERDI a ERDI6 demonstrou que eles
exibem fungdes bioquimicas heterogéneas e diversificadas. As proteinas codificadas
apresentam uma grande diversidade estrutural e funcional, com uma classe particular de
proteinas atuando como conectores das vias de resposta ao estresse (Alves et al., 2011b). Estas
proteinas sdo citadas frequentemente na literatura como relacionadas a estresse hidrico.

O gene ERD15 foi primeiramente descrito como um gene de resposta rapida a seca em
Arabidopsis, que conectava o estresse do RE com um sinal de morte celular induzido por
estresse osmotico (Alves ef al., 2011a; Alves et al., 2011b). Kariola et al. (2006) relataram que
ERDI5 interconecta respostas de estresse abidtico e bidtico, demonstrando que o gene foi
induzido por seca, frio e ataque de patogenos. Chen et al. (2017) observaram que a infec¢ao
pelo Potato virus Y em plantas de Nicotiana tabacum resistentes induz varios genes que
codificam proteinas ERD. Este trabalho correlacionou a participagao de genes ERD em resposta
a estresse bidtico.

Em torno de dezesseis DNAs complementares a resposta precoce a desidratagdo foram
observados em Arabidopsis thaliana, incluindo ERD4 (Kiyosue et al., 1994). Plantas
transgénicas de Arabidopsis expressando constitutivamente o gene ZmERD4 evidenciaram que
este desempenha um papel importante nos estagios iniciais de adaptacdo da planta as condi¢des

de estresse, aumentando a tolerancia a seca e ao estresse salino (Liu et al., 2009). Zanardo
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(2017) observou que GmERD4 ¢ induzido mediante estresse bidtico causado pela infec¢ao por
CPMMV e que esta proteina € capaz de interagir com o dominio RdARp de CPMMYV (Figura 4).

A segunda proteina avaliada no presente estudo foi a Inositol Metiltransferase (GmIMT).
Esta tem sido associado a metilagdo de mio-inositol formando O-metil inositol (D-ononitol) em
plantas sob estresse abidtico (Ahn et al, 2011). O gene IMT foi clonado a partir de M.
crystallinum e também da variante de arroz selvagem Porteresia coarctata, € em ambos 0s
casos a transcri¢ao do gene foi induzida por estresse osmotico. Estudos subsequentes mostraram
haver expressdo alterada em resposta a salinidade, a seca e ao frio (Chiera et al., 2006). A
expressdo constitutiva do gene /MT em tabaco mostrou aumentar a tolerancia ao sal e a seca
(Sheveleva et al., 1997; Ahn et al., 2011). O acimulo de D-ononitol proporcionou a essas
plantas uma protegao refor¢ada contra a seca e estresse salino. Ahn ef al. (2011) verificaram
que plantas transgénicas de Arabidopsis superexpressando GmIMT de soja também
apresentaram melhor tolerancia a estresse hidrico e, em menor escala, quando submetidas a
elevadas concentragoes de sais. Até o momento, independentemente do hospedeiro, a expressao
do gene IMT tem sido sempre associada a estresses abidticos (Zanardo, 2017).

Zanardo (2017) demonstrou, por meio de ensaios de interagdo por duplo-hibrido de
levedura e BiFC, que a proteina GmIMT ¢ capaz de se associar a proteina de replicagdo do
CPMMV (Figura 4). Além disso, demonstrou que GmIMT possui um dominio metiltransferase
dependente de S-adenosilmetionina e um dominio hélice-volta-hélice de ligagdo a DNA
("winged helix", WH) (Zanardo, 2017). O dominio WH ¢ encontrado nos principais
componentes dos sistemas de transcrigdo em eucariotos e procariontes, participando no
estabelecimento de interagdes proteina-DNA e proteina-proteina. Este dominio esta envolvido
em diferentes vias celulares, desde a regulagdo da transcrigcdo até o processamento do RNA
(Teichmann et al., 2012). Essas fungdes permitem especular o motivo da interagdo com GmIMT

nas etapas de replicagdo do CPMMV.
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Por meio de andlises de bioinformatica foi possivel predizer a localiza¢do subcelular do
dominio da RdRp do CPMMYV e das proteinas GmERD4 e GmIMT (Zanardo, 2017). O dominio
RdRp induziu a formacao de estruturas pontuais na membrana plasmatica e na rede do RE,
enquanto GmERD4 foi localizada no RE e GmIMT apresentou localizacdo citoplasmatica.
Supde-se que a replicacdo dos virus pertencentes a familia Betaflexiviridae seja citoplasmatica
(Adams e Kreuze, 2015) e possivelmente associada ao reticulo endoplasmatico (RE) (Chen e
Ahlquist, 2000; Suhy et al., 2000; Bamunusinghe et al., 2009; Zanardo, 2017).

A andlise da expressdo de ambos os genes em plantas de soja infectadas com o CPMMV
demonstrou que GmERD4 ¢ GmIMT foram induzidos aos 3 e 7 dias ap6s a inoculacao (dai)
(Figura 5). Uma vez que isto foi observado, procedeu-se com a superexpressao de GmERD4 e
GmIMT em protoplastos de soja infectados com CPMMYV e verificou-se que a superexpressao
de GmERD4 aumentou o acumulo viral aos 7 dai (Figura 5). Além disso, observou-se que a
proteina GmERD4 apresenta dominios de ligagdo a RNA, de forma que ela poderia estar
associada a replicase para conferir estabilidade ao RNA viral nascente, garantindo sua prote¢ao
e direcionamento correto através do transporte vesicular celular. JA GmIMT atuaria no processo
de metilagdo do RNA, e uma vez associada a replicase viral este processo seria evitado,
impedindo a ativagdo do mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional (Zanardo,

2017).
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Figura 4. Interacdo in vivo entre o dominio RdRp da replicase CPMMYV e as proteians GmERD4 e
GmIMT, por meio de complementagdo de fluorescéncia bimolecular (BiFC); A. Co-infiltracdo de
pSITE-nEYFP-N1-@ e pSITE-cEYFP-N1-@ (controle negativo); B, C. Co-infiltragdo de pSITE-
nEYFPNI1 e pSITE-cEYFP-N1 em fusdo com o dominio RdRp e GmERD4, nas combinagdes descritas
abaixo das figuras; D, E. Co-infiltragdo de pSITE-nEYFP-N1 e pSITE-cEYFP-N1 em fusdo com o
dominio RdRp e GmIMT, nas combinagdes descritas abaixo das figuras. As imagens foram adquiridas
a partir de folhas de Nicotiana benthamiana co-expressando as construgdes na presenga do supressor
de silenciamento p19 do Tomato bushy stunt virus (TBSV), 72 h apos a co-infiltragdo. Barras de escala,
10 um. Reproduzido de Zanardo (2017).

14



>
=~
(@)

1600000 d 6 35
1400000 *
1200000
1000000
800000
600000
400000

200000 b

25

15 s

Number of CPMMYV copies
w
Relative GmERD4 expression

Relative GmIMT expression

v
v
v
v
“
Y
v
e
v
y
v

‘g‘, 5 E,, 5 - — g
S 4 = =
£, 3 2
3! 3! 2
£ 0 = S _ £
L? > > o > £ ’ > > S S £
g 1.0 9 & a0 & 0§ 5
: O & © & 2 & & S z
S 4 S 3 z @ 5 & 3 &
2 & & « & & & & &L 2
§F & ¢ § O A &
& q vF N

Figura 5. Analise de expressdo de GmERD4 ¢ GmIMT em plantas e protoplastos infectados pelo
Cowpea mild mottle virus (CPMMYV). A. Acimulo de CPMMYV em plantas de soja cv. CD 206 aos 0,
3, 7 e 14 dias apos a inoculacdo (dai); B, C. Expressdo relativa de GmERD4 ¢ GmIMT em plantas de
soja cv. CD206 aos 0, 3, 7 e 14 dpi; D. Sintomas induzidos pelo CPMMYV aos 0, 3, 7 ¢ 14 dpi em soja
cv. CD206. Apenas aos 14 dpi foram observados sintomas tipicos de infeccao; E, F. Expressao relativa
em protoplastos de soja saudaveis (H) e infectados (I) transformados com pK7FWG2- @, pK7TFWG2-
ERD4 ou pK7FWG2-IMT; G. Acumulo de CPMMYV aos 7 dpi em protoplastos de soja sadios (H) e
infectados (I) superexpressando GmERD4 ¢ GmIMT. Todas as analises foram feitas usando trés
repeticdes e comparadas usando o teste ¢ de Student em p<0,05. ns, ndo significativo. *, significativo.
Reproduzido de Zanardo (2017).
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2.7. Silenciamento génico induzido por virus

O silenciamento génico induzido por virus ("virus-induced gene silencing", VIGS)
explora o silenciamento de RNA, um sistema imune inato das plantas para regulacdo da
expressdo génica, defesa a transposons e a virus (Baulcombe, 1999; Lange et al., 2013). O
silenciamento de RNA ¢ desencadeado por RNAs de dupla fita (dSRNAs) que sdo reconhecidos
e processados por proteinas da familia Dicer em animais ¢ DCL ("Dicer-like") em plantas,
gerando os pequenos RNAs de interferéncia ("small interfering RNAs", siRNAs), variando de
21 a 25 nucleotideos (nt) (Hutvagner et al., 2001; Xie et al., 2004; Zhang et al., 2016). Os
siRNAs se associam ao complexo de silenciamento induzido por RNA ("RNA-induced
silencling complex", RISC), e este degrada mRNAs celulares de forma sequéncia-especifica
resultando na redugdo da expressdo gé€nica ao nivel pos-transcricional (Younis ef al., 2014).
Intermedidrios de replicagdo formando estruturas de dsRNA sdo gerados durante o ciclo de
diversos virus, levando a degradacdo de RNAs virais. Assim, os virus codificam proteinas
capazes de suprimir o silenciamento, possibilitando o estabelecimento da infec¢do em
hospedeiros compativeis (Diaz-Pendon e Ding, 2008).

Em ensaios de VIGS, fragmentos em torno de 400 nt sdo selecionados a partir da
sequéncia codificadora do gene de interesse, e sdo clonados em um vetor viral. A construgao ¢
inoculada na planta, permitindo que o virus replique. A replicagdo viral dispara 0 mecanismo
de silenciamento, gerando siRNAs correspondentes ao virus e ao gene de interesse. Os siRNAs
direcionam o silenciamento de mRNAs homoélogos a eles, o que acarreta o silenciamento do
vetor viral e também do gene de interesse. Esta técnica ¢ altamente eficiente para reduzir de
forma especifica os niveis de expressdo de genes enddgenos (Angell e Baulcombe, 1999).

Em plantas, VIGS tem sido uma ferramenta importante para estudos de identificagao e
analise funcional de genes (Senthil-Kumar e Mysore, 2011). Em espécies de plantas nio-

modelo, a transformacdo genética € muitas vezes instavel, trabalhosa e demorada, dificultando
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a andlise funcional de genes. O VIGS pode servir como uma alternativa para as cole¢des de
mutantes ou plantas transgénicas, permitindo a caracterizacdo de funcdes de genes em uma
ampla gama de espécies de angiospermas, embora de maneira transitdria (Lange et al., 2013).

Os vetores VIGS mais amplamente utilizados sdo baseados no Potato virus X (PVX;
gén. Potexvirus, tam. Alphaflexiviridae) e Tobacco rattle virus (TRV; gén. Tobravirus, fam.
Virgaviridae), e suas aplicagdes tém sido estudadas principalmente em N. benthamiana, onde
a resposta VIGS ¢ geralmente mais forte e mais duradoura do que em outras plantas (Unver e
Budak, 2009). Para soja, as respostas podem ser altamente variadas, justamente por se tratar de
um hospedeiro com variagdes genéticas. Assim, nem todas as cultivares sdo suscetiveis aos
vetores virais, € os fenotipos de infecgdo e silenciamento diferem dos que sdo comumente
observados para N. benthamiana e Arabidopsis. Existem poucos exemplos de vetores virais que
sdo adequados como vetores de VIGS para leguminosas. Estes incluem o Pea early browning
virus (PEBV), Bean pod mottle virus (BPMV), Cucumber mosaic virus (CMV) e Apple latent
spherical virus (ALSV). O PEBV (gén. Tobravirus) foi utilizado com sucesso em Pisum
sativum (ervilha), Medicago truncatula e Lathyrus odorata. Os vetores baseados no BPMV
(gén. Comovirus, fam. Secoviridae), CMV (gén. Cucumovirus, fam. Bromoviridae) e ALSV
(gén. Cheravirus, fam. Secoviridae) tem sido os mais comumente utilizados para silenciar genes
ou para expressar proteinas heterélogas em soja (Diaz-Camino et al., 2011).

No caso especifico da soja, o processo de transformacdo ainda apresenta certas
dificuldades. A fim de solucionar este problema, o vetor VIGS baseado no BPMV foi
desenvolvido (Zhang e Ghabrial, 2006; Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2010). O BPMV possui
um genoma de (+)ssRNA bissegmentado constituido por RNAT (~ 6,0 kb) e RNA2 (~ 3,6 kb),
que sdo encapsidados separadamente em particulas isométricas. O seu genoma € expresso por
meio da sintese de poliproteinas que sdo posteriormente processadas. O RNA1 codifica cinco

proteinas envolvidas no processo de replicagdo, enquanto o RNA2 codifica uma proteina de
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movimento célula-a-célula (MP) e duas proteinas capsidiais (L-CP e S-CP). O vetor VIGS ¢
denominado pGG7R2-V e deriva do RNA2. Para a inser¢do de sequéncias heterologas, os sitios
de reconhecimento das enzimas BamHI e Mscl foram inseridos na regido que codifica a MP e
L-CP. Além disso, sitios de clivagem dessas mesmas enzimas de restricdo foram criados,
duplicando o local de clivagem entre MP e L-CP para incluir sequéncias heterdlogas, garantindo
o processamento adequado da poliproteina codificada pelo RNA2 (Kachroo e Ghabrial, 2012).
Ao utilizar uma construgdo recombinante do RNA2 que continha uma por¢ao do gene fitoeno
dessaturase (PDS, que codifica uma enzima envolvida na biossintese de pigmentos
carotenoides), plantas de soja foram coinfectadas com o BPMV-RNALI, e este processo resultou
em foto-oxidagdo (branqueamento) das plantas devido ao silenciamento do gene (Zhang e
Ghabrial, 2006).

O gene PDS ¢ frequentemente usado como controle positivo para confirmar que as
condi¢des foram adequadas para o silenciamento (Ding et al., 2006; Igarashi et al., 2009; Meng
et al., 2009; Zhang et al., 2010; Whitham et al., 2017). Na soja j& foi observado que h4a uma
grande diversidade de fenotipos possiveis para o VIGS utilizando PDS como gene repOrter em
inimeros vetores existentes para as mais diversas cultivares. Pode-se observar, por exemplo,
sintomas de mosaico facilmente confundiveis com o fenoétipo de infec¢do viral, foto-
branqueamento como fendtipo caracteristico, mas também sendo observadas plantas sem
fenotipo aparente (Zhang e Ghabrial, 2006; Zhang et al., 2010; Kim ef al., 2016; Whitham et
al., 2017; Gedling et al., 2018).

Zhang et al. (2010) mostraram haver variag¢ao fenotipica em virtude da regido do gene
GmPDS (5'-UTR, regido 5', regido 3' e 3'-UTR) clonada no vetor BPMV. Além disso, os autores
variaram a posi¢ao de inser¢do do gene no vetor BPMV. A clonagem da regido 3'-UTR anti-

senso causou branqueamento tipo mosaico, enquanto a inser¢do da 3'-UTR do gene GmPDS
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causou pouca fotodegradagdo. A porcao 5'-UTR nas orientagdes senso ou anti-senso causaram
relativamente pouco foto-branqueamento sob as mesmas condigdes.

A técnica de VIGS neste trabalho foi aplicada para promover o silenciamento génico
em plantas de soja, com o intuito de averiguar se a intera¢do entre as proteinas GmERD4 e

GmIMT com a RdRp do CPMMV ocotrre in planta.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral
Avaliar a interagdo entre as proteinas GmERD4 e GmIMT com a RdARp do CPMMYV in

planta.

3.2. Objetivos especificos
a. Padronizar um protocolo para VIGS em soja.
b. Avaliar o silenciamento génico dos genes GmERD4 ¢ GmIMT de soja.

c. Avaliar o efeito do silenciamento génico no acimulo do CPMMYV em plantas de soja.

20



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Plantas de soja cv. CD206 foram germinadas e, apés aproximadamente 10 dias, foram
transferidas para camara-de-crescimento com temperatura (22°C) e fotoperiodo (14 h)
controlados. As plantas foram mantidas nestas condi¢des por pelo menos quatro dias antes da

inoculag¢do mecanica.

4.2. Silenciamento dos genes GmERD4 e GmIMT

Para a indugdo de silenciamento, um fragmento de aproximadamente 400 nt de cada
gene foi amplificado por PCR a partir de cDNA de soja e clonado no RNA2 do vetor VIGS
BPMV (pGG7R2-V), conforme descrito por Zhang e Ghabrial (2006), gerando as construgdes
BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT. Como controle fenotipico foi utilizada a construcao
BPMV-PDS, a qual consiste em um fragmento de 250 nt do gene PDS clonado vetor pPGG7R2-
V.

Os plasmideos recombinantes foram transformados em E. coli DH5a por eletroporagdo
(Sambrook e Russel, 2001). O DNA plasmidial de clones recombinantes foi purificado
utilizando-se o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), segundo as recomendagdes do fabricante,
e sequenciado comercialmente (Macrogen).

Colonias de transformantes foram crescidas durante a noite (37°C, 250 rpm) em meio
LB contendo 100 pg/ml de ampicilina. O DNA plasmidial foi extraido com o kit de mini-
preparagdo citado acima e em seguida quantificado. Cerca de 5-10 pg do produto obtido foram
digeridas com enzimas de restricdo (apenas Sall ou Sall e Notl em conjunto para o RNAI,
apenas a Sall para o RNA2) a 37°C por 2 horas e purificado com o kit GFX PCR DNA and Gel

Band Purification (GE Healthcare) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Por fim, o
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DNA foi concentrado em centrifuga a vacuo e purificado para o uso na reagdo de transcrigdo in
vitro utilizando-se o kit HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis (Ambion), de acordo com as
recomendacoes do fabricante.

Os vetores linearizados foram utilizados nas reagdes de transcrigdo, utilizando-se 100
mM de tampao 10x, 100 mM de ATP, 100 mM de CTP, 100 mM de UTP e 200 mM de GTP,
40 mM de "cap analog" e 2 mM de T7 RNA polimerase mix. A reagao foi incubada a 37°C por
2 horas. A integridade e o rendimento da transcri¢do in vitro foram avaliados em gel de agarose
1%.

Os transcritos do RNA1 e do RNA2 recombinante foram utilizados para a inoculagao
de folhas unifoliadas totalmente expandidas de soja CD206. As inoculagdes foram realizadas
via extrato vegetal tamponado em fosfato de potéassio 0,2 M pH 7,2 com 1% de bissulfito de
sodio. As plantas foram mantidas em camara-de-crescimento a 22°C e fotoperiodo de 14 h. O
transcrito da construcdo BPMV-PDS foi inoculado da mesma forma em plantas de soja das
cultivares BRSMT Pintado e CD206. As plantas sadias utilizadas como controle foram
inoculadas apenas com tampao fosfato 0,2 M pH 7,2 com 1% de bissulfito de sddio. Aos 14
dias apds a inoculagdo (dai) um trifélio de cada planta foi coletado, imediatamente congelado
em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C. Em seguida foi realizada a extracdo de RNA total
a partir de 100 mg de folhas, utilizando-se 0 RNAeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Posteriormente foi realizada a verificagdo da quantidade e
qualidade do RNA total extraido por meio de quantificagio em Nanodrop 2000
(ThermoScientific) e eletroforese em gel de agarose. Um micrograma de RNA total foi tratado
com duas unidades da enzima DNAse I (Promega). O RNA tratado foi utilizado para a sintese
de cDNA utilizando-se oligo(dT) e a transcriptase reversa SuperScript III (Invitrogen), de

acordo com as instru¢des do fabricante. O cDNA foi analisados por RT-qPCR, utilizando
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oligonucleotideos especificos desenhados com o programa Primer Express (Applied

Biosystems) (Tabela 1).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na analise da expressao de genes por RT-qPCR.

Oligonucleotideo Sequéncia (5'-3")

GmIMTF ATC TTC AGT GCA CAA GAA TCA GAG
GmIMTR GTG TCG CGA AGG ATCCACTT
GmERDA4F TCC CTC AACTCG CACTGATTATT
GmERD4R GAC TTT CAG TTG GAA TGC CTT CA
GmHelicaseF TAA CCC TAG CCC CTT CGC CT
GmHelicaseR GCCTTG TCG TCT TCC TCC TCG

Ap6s a confirmacao do silenciamento, procedeu-se a inoculagdo de cinco plantas de soja
cv. CD206 com cada uma das constru¢des (BPMV-GmERD4 e BPMV-GmIMT). Um trifélio
de cada planta foi coletado aos 14, 28 e 35 dai para avaliagdo do periodo em que as proteinas
se mantiveram silenciadas. A extragdo e tratamento do RNA, sintese de cDNA e analise por
RT-qPCR com oligonucleotideos especificos foram realizados conforme descrito anteriormente
por Zanardo et al. (2014b).

Uma vez observada a faixa temporal de silenciamento das proteinas-alvo, realizaram-se
cinco repeti¢des bioldgicas e duas réplicas técnicas do experimento para averiguar a associagao
dos dois genes com a carga viral do CPMMYV. As constru¢gdes BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-
GmIMT foram inoculadas em plantas de soja CD206, e o silenciamento foi confirmado aos 14
dai (estdgio V2). Ao emergir o proximo trifélio, ainda no estagio V2, essas plantas foram
inoculadas com extrato vegetal contendo o isolado CPMMV:BR:MG:09:02 descrito por
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Zanardo et al. (2014b). Trifolios dessas plantas foram coletados aos 5 e 14 dai. A extragdo e
tratamento do RNA foram realizados conforme descrito acima, € a sintese de cDNA foi
realizada utilizando-se o oligonucleotideo ORF6-CPMMYV (5'-TAA AAC CAG GAA AAT

AAC-3"). Os cDNAs gerados foram utilizados para quantificagdo absoluta da carga viral.

4.3. RT-PCR quantitativo (RT-qPCR)

A fim de verificar a expressdo génica e confirmacdo do silenciamento de BPMV-
GmERD4 e BPMV-GmIMT, realizou-se a quantificacdo relativa utilizando-se
oligonucleotideos especificos (Tabela 1). Os oligonucleotideos foram submetidos a um teste de
concentragdo e eficiéncia. A eficiéncia de reagdo de cada par de oligonucleotideos foi
determinada conforme descrito por Pfaffl (2001) e Vandesompele et al. (2002), sendo de
aproximadamente 100% (variando de 96-100%) para todos pares utilizados. Os
oligonucleotideos foram especificos e todas as reacdes foram realizadas em triplicata técnica
para cada repeti¢do biologica, em um termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems)
utilizando-se o reagente SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Em cada reagao
foram utilizados 100 ng de cDNA. Como controle endégeno foi utilizado o gene GmHelicase.

A carga viral do CPMMYV foi determinada por quantificacdo absoluta, utilizando-se
oligonucleotideos especificos descritos por Zanardo (2017) (Tabela 2). Uma curva padrao foi
obtida por regressdo dos valores de Ct, utilizando-se 1x10* a 1x10° copias de um plasmideo
contendo a sequéncia codificadora da CP do CPMMV. A carga viral foi determinada por
interpolagdo, na curva padrao, dos valores de Ct de cada amostra analisada (Rutledge e Cote,
2003).

Todas as reagdes foram realizadas em triplicata em um termociclador StepOne Plus

(Applied Biosystems) utilizando-se o reagente SYBR Green PCR Master Mix (Applied
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Biosystems) em um volume final de 10 pL por reacdo. Em cada reagdo foram utilizados 100 ng

de cDNA.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para analise da carga viral do CPMMV.

Oligonucleotideo Sequéncia (5'-3")
CPMMV CPF ATA GTG AGA TGG CTG ATA AAC AAA AAC
CPMMV CPR TTC AGC ATC AAT GTC TGG AAG
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5. RESULTADOS

5.1. Eficiéncia do VIGS utilizando o vetor BPMYV em diferentes cultivares de soja

Para avaliar a melhor cultivar a ser utilizada no ensaio de VIGS foram selecionadas as
cultivares BRSMT Pintado e CD206, ambas suscetiveis ao CPMMYV, e verificada a eficiéncia
do silenciamento. Ambas as cultivares foram inoculadas mecanicamente com a construgao
BPMV-GmPDS (Figura 6A, B). Como controle foi inoculado o vetor vazio (Figura 6C, D).

As plantas inoculadas com BPMV-GmPDS foram utilizadas como marcador fenotipico
do silenciamento por meio da observagdo do fendtipo de foto-oxidacdo decorrente do
silenciamento do gene GmPDS. O silenciamento iniciou-se aos 14 dai (Figura 6), e foi
observado em todas as plantas inoculadas. Aos 21 dai, o silenciamento encontrava-se
estabelecido em todas as plantas das duas cultivares e os sintomas permaneceram até os 35 dai
(Figura 7). O fenotipo observado nestas plantas foi semelhante a um branqueamento tipo
mosaico resultado do silenciamento (Figura 7A, B). Todas as plantas inoculadas apresentaram
reducdo de crescimentoem relagdo as plantas sadias (Figura 6E).

O trif6lio mais jovem observado nas plantas aos 14 dai foi coletado para quantificacao
relativa do mRNA do gene GmPDS. Foi observada redugdo de cerca de 50% do acumulo do
mRNA na cultivar BRSMT Pintado e de 70% na cultivar CD206 em relagdo as plantas sadias
(Figura 8). Ambas as cultivares foram infectadas pelo BPMV e em ambas ocorreu o
silenciamento, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa quando comparadas. Dessa
forma, ambas poderiam ser utilizadas para os ensaios posteriores. Selecionamos a cv. CD206
por se tratar da cultivar utilizada em todos os ensaios previamente realizados com o CPMMV
e também por apresentar sintomas evidentes de infeccao pelo CPMMYV, enquanto a cultivar

BRSMT Pintado ¢ assintomatica.
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Figura 6. Fenodtipo de plantas de soja inoculadas com o vetor VIGS BPMV-GmPDS aos 14 dias apos a
inoculacdo (dai). A. Plantas da cv. BRSMT Pintado; B. Plantas da cv. CD206; C. Plantas inoculadas
com o vetor vazio; D. Plantas sadias (ndo-inoculadas); E. Redugdo do porte de plantas inoculadas com
o vetor BPMV-GmPDS em relacdo as plantas sadias.
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Figura 7. Fenotipo de plantas de soja inoculadas com o vetor VIGS BPMV-GmPDS aos 35 dias apds a
inoculacdo (dai). A. Planta da cultivar BRSMT Pintado; B. Planta da cultivar CD206; C. Planta
inoculada com o vetor vazio.
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Figura 8. Expressao relativa do gene GmPDS em plantas de soja sadias e inoculadas com o vetor VIGS
BPMV-GmPDS aos 14 dai. O experimento foi realizado com cinco réplicas biologicas. As barras de
erro correspondem ao desvio padréo. As letras indicam diferengas significativas segundo o teste ¢ de
Student, p < 0,05.
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5.2. Silenciamento dos genes GmERD4 e GmIMT

Apos confirmar a eficiéncia do vetor VIGS utilizando a constru¢do BPMV-GmPDS, foi
realizada a inoculagdo mecanica das constru¢coes BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT. Para
avaliar o efeito do silenciamento, o trif6lio mais jovem observado nas plantas aos 14 dai foi
coletado para quantificagdo relativa dos niveis de expressdo de GmERD4 ¢ GmIMT (Figura 9).
A expressao de GmERD4 e GmIMT foi comparada com plantas sadias e com plantas inoculadas
com o vetor vazio, observando-se uma redu¢do de 50% na expressao de GmERD4 e de 60% na
expressao de GmIMT em plantas inoculadas com as construgdes BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-
GmIMT, respectivamente (Figura 9).

As plantas inoculadas apresentaram reducdo de crescimento em relagdo as plantas

sadias, ndo sendo observada nenhuma outra variagao fenotipica (Figura 10).
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Figura 9. Silenciamento dos genes GmERD4 (A) e GmIMT (B) em plantas de soja inoculadas com os
vetores VIGS BPMV-GmERD4 e BPMV-GmIMT aos 14 dai. O experimento foi realizado com cinco
réplicas bioldgicas. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo. As letras indicam diferencas
significativas segundo o teste ¢ de Student, p < 0,05.
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Figura 10. Fenoétipo de plantas de soja inoculadas com os vetores VIGS BPMV-GmERD4 (A) e
BPMV-GmIMT (B) aos 14 dai.

Uma vez observada a reducao da expressao dos mRNAs de interesse, foi avaliado o
periodo de manuteng¢do do silenciamento nestas plantas. Procedeu-se com a coleta dos trifélios
mais jovens de todas as plantas aos 28 e 35 dai para avaliacdo da quantificagdo relativa dos
niveis de expressdo de GmERD4 ¢ GmIMT (Figura 11). A expressdo nas plantas inoculadas
com os vetores VIGS foi comparada com as das plantas sadias e inoculadas com o vetor vazio.
Foi observada uma reducgdo de cerca de 20% na expressao de GmERD4 e de 25% na expressao
de GmIMT aos 28 e 35 dai respectivamente (Figura 11). Portanto, mesmo apds 35 dai foi

possivel detectar o silenciamento em plantas de soja da cv. CD206.
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Figura 11. Expressdo dos genes GmERD4 e GmIMT em planta de soja inoculadas com os vetores VIGS
BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT. A, C. Expressdo do gene GmERD4 aos 28 e 35 dai; B, D.
Expressdo do gene GmIMT aos 35 dai. O experimento foi realizado com cinco réplicas bioldgicas. As
barras de erro correspondem ao desvio padrdo. As letras indicam diferengas significativas segundo o
teste de ¢ de Student, p < 0,05.

5.3. A reducio na expressiao de GmERD4 e GmIMT esta relacionado a menor aciimulo do
CPMMY nos estagios iniciais da infecciao

Para avaliar se as proteinas GmERD4 ¢ GmIMT sao requeridas para o processo de
infeccdo viral do CPMMYV, plantas de soja foram inoculadas com as construgdes citadas
anteriormente e aos 14 dai verificada a expressao relativa de ambos os genes (Figura 12). Foi
observada uma reducao de 80% na expressdao de GmERD4 e de 50% na expressdo de GmIMT
nas plantas inoculadas com os vetores BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT, respectivamente,

em comparacdo com a expressao dos genes nas plantas sadias e nas plantas inoculadas com o
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vetor vazio. Como no resultado anterior, as plantas inoculadas apresentaram reducdo de
crescimento em relagdo as plantas sadias, ndo sendo observada nenhuma outra varia¢do
fenotipica.

Uma vez confirmado o silenciamento procedeu-se com a inoculagdo do CPMMYV no
trifélio mais jovem e desenvolvido aos 21 dai das constru¢des para o VIGS. No quinto dia apds
a inoculacdo viral (26 dai dos vetores VIGS) foi coletado um trifélio de cada tratamento e
avaliada a expressdo relativa dos genes GmERD4 ¢ GmIMT e o acumulo do CPMMV
(quantificacdo absoluta) (Figuras 13 e 14). O trifélio coletado ¢ o mesmo no qual foi realizada
a inoculacdo do CPMMYV, desta forma os resultados obtidos sao referente a infecgdo viral local.
As expressoes de GmERD4 e GmIMT encontravam-se reduzidas em torno de 30% e 50% nas
plantas inoculadas com os vetores BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT, respectivamente

(Figura 13).
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Figura 12. Expressdo dos genes GmERD4 e GmIMT em plantas de soja inoculadas com os vetores VIGS
BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT. A. Expressdo do gene GmERD4 aos 14 dai; B. Expressdo do gene
GmIMT aos 14 dai. O experimento foi realizado com cinco réplicas bioldgicas. As barras de erro
correspondem ao desvio padrdo. As letras indicam diferencas significativas segundo o teste ¢ de Student,
p <0,05.
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(26 dai com as constru¢des VIGS BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT). O experimento foi realizado
com cinco réplicas biologicas. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo. As letras indicam
diferencas significativas segundo o teste ¢ de Student, p < 0,05.
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Figura 24. Acimulo do CPMMYV cinco dias ap6s a inoculacdo do virus em plantas previamente
inoculadas para o VIGS (26 dai com os vetores VIGS BPMV-GmERD4 e BPMV-GmIMT). As barras
de erro correspondem ao desvio padrdo. As letras indicam diferengas significativas segundo o teste ¢ de

Student, p < 0,05.
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O actimulo do CPMMV foi avaliado aos 5 dai do virus, e foi elevado nas plantas
previamente inoculadas com o vetor BPMV vazio. Nas plantas previamente inoculadas com os
vetores VIGS BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT praticamente ndo houve acumulo viral
(Figura 14). Foram detectadas em média 5572 copias do genoma viral em plantas inoculadas
com o vetor vazio (ndo-silenciadas), 57 copias em plantas com o gene GmERD4 silenciado, e
72 copias em plantas com o gene GmIMT silenciado. Isso correspondendo a uma redugdo de
mais de 99% no acumulo viral, demonstrando claramente que ambas as proteinas sdo essenciais
para o acimulo do CPMMYV em plantas de soja.

O acumulo do CPMMYV e a expressdo relativa dos genes GmERD4 ¢ GmIMT foram
também avaliados aos 14 dai do virus (Figuras 15 e 16). Diferente da analise anterior, nesta
etapa foi avaliada a influéncia das proteinas na infecgao sistémica do CPMMV. Nesse ponto a
expressdo de GmERD4 encontrava-se reduzida em torno de 30%, e a de GmIMT manteve a
reducdo de 50% (Figura 15). O acimulo do CPMMYV aos 14 dai do virus (35 dai dos vetores
VIGS) foi elevado nas plantas previamente inoculadas com o vetor BPMV vazio e aumentou
consideravelmente nas plantas silenciadas para GmERD4 (Figura 16), o que ndo foi observado
para as plantas silenciadas para GmIMT. A carga viral foi superior a 2.000.000 de copias do
genoma viral em plantas nao silenciadas, e de cerca de 5.000.000 copias nas plantas silenciadas
para GmERD4. Nao foi observado aumento no acimulo viral em plantas silenciadas para
GmIMT (Figura 16). Em conjunto, os resultados indicam que os genes GmERD4 ¢ GmIMT
estdo envolvidas no processo de infec¢do pelo CPMMYV, corroborando os resultados
observados por Zanardo (2017). Aparentemente GmERD4 ¢ essencial para os processos iniciais
de infeccdo pelo CPMMYV. J& GmIMT parece ser essencial ao longo de todo o processo
infeccioso, uma vez que a redugdo de apenas 50% em sua expressdo levou a uma reducao de

99% no acamulo do CPMMV.
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Figura 16. Acimulo do CPMMYV 14 dias apds inoculagdo do virus em plantas previamente inoculadas
para o VIGS (35 dai com os vetores VIGS BPMV-GmERD4 ¢ BPMV-GmIMT). As barras de erro
correspondem ao desvio padrdo. As letras indicam diferencas significativas segundo o teste ¢ de Student,
p <0,05.
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6. DISCUSSAO

Para avaliacao da funcionalidade do vetor de silenciamento em cultivares suscetiveis ao
CPMMV, foi utilizada a construgio BPMV-GmPDS, contendo um fragmento do gene que
codifica a enzima fitoeno dessaturase (PDS), que gera um fenotipo de foto-oxidagdo quando
silenciado. O fenotipo de silenciamento de plantas de soja inoculadas com o vetor BPMV-
GmPDS foi estavel ao longo da dura¢do do experimento (35 dai). Foi também realizada a
avalicdo da expressdo génica por RT-qPCR e observado a nivel molecular a reducdo da
expressao do gene. O VIGS utilizando o vetor baseado no BPMV mostrou-se uma ferramenta
eficiente para o estudo de fungdes génicas na sojas cv. CD206 e BRSMT Pintado, corroborando
resultados anteriores obtidos para outras cultivares (Lawrence e Pikaard, 2003; Zhang e
Ghabrial, 2006).

Foram utilizadas duas cultivares, BRSMT Pintado e CD206 para avaliagdo do
silenciamento de GmPDS. Ja foi relatado que a cultivar de soja BRSMT Pintado, que ¢ mais
tolerante ao CPMMYV, acumula mais virus no estagio inicial da infec¢do do que a cultivar
suscetivel CD206, especialmente a baixas temperaturas, e que a cultivar suscetivel apresenta
sintomas mais evidentes da infec¢do viral (Mituti e Almeida, 2006). Esta caracteristica da
cultivar BRSMT Pintado torna-a interessante para avaliacdo futura da intera¢do entre as
proteinas GmERD4 e GmIMT com o CPMMYV, uma vez que esta cultivar ¢ tolerante ao virus,
o que poderia gerar resultados distintos aos observado em uma cultivar suscetivel.

Como relatado, as plantas silenciadas para o gene PDS apresentaram fenotipo
semelhante a um branqueamento tipo mosaico, conforme relatado anteriormente (Zhang e
Ghabrial, 2006). Este sintoma poderia ser confundido com sintomas de infec¢do viral, mas os
resultados aqui relatados demonstram que os sintomas da infeccdo apenas pelo vetor de
silenciamento sdo mais brandos. Inimeros autores citam a grande diversidade de fen6tipos com

o uso de VIGS em soja, incluindo os sintomas apresentados neste trabalho. Contudo, foi
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verificada a redu¢do do mRNA do gene PDS por RT-qPCR, observada também para os demais
genes. Desta forma a reducao na expressao génica foi independente dos fenotipos.

Além disso, Zhang et al. (2010) mostraram haver varia¢do fenotipica em fungdo da
regido do gene GmPDS clonada no vetor BPMV. Os oligonucleotideos utilizados para a
clonagem neste trabalho foram desenhados a partir dos utilizados por Zhang e Ghabrial (2006),
sendo referentes a regido dos 300 primeiros nucleotideos da ORF GmPDS, na porgao inicial de
tradu¢do da proteina, o que deveria gerar sintomas mais brandos. Entretanto, o efeito do
silenciamento do gene GmPDS em soja ¢ dependente da cultivar.

Apbs a confirmagdo da eficiéncia do vetor BPMYV para o silenciamento em soja, foi feita
a avaliag@o da faixa temporal do VIGS para os genes alvos. Isso foi feito para que verificar se
o silenciamento dos genes alvos se manteria estavel por um periodo de tempo correspondente
aos ensaios apods a inoculagdo do CPMMYV. Zhang e Ghabrial (2006) observaram que o fenotipo
de silenciamento para o gene PDS em soja utilizando o vetor BPMV se manteve estavel até 35
dai. Aqui, ndo foi avaliada a estabilidade do gene PDS por longos periodos por RT-qPCR,
porém verificou-se que para GmERD4 e GmIMT, mesmo na auséncia de sintomas, a expressao
do mRNA foi reduzida até 35 dai.

O gene GmERD4 ¢ induzido aos 3 e 7 dai em plantas de soja apds a inoculagdo do
CPMMV, e aos 14 dai observou-se uma reducdo na sua expressao (Zanardo, 2017). Portanto,
para verificar a influéncia da reducgdo da expressdo de GmERD4 no acimulo do CPMMYV, foi
escolhido o tempo de 5 dai para a coleta da folha inoculada e de 14 dai para a coleta de folhas
desenvolvidas posteriormente (o trifélio mais jovem). Desta forma, a condugao do experimento
avaliou o efeito na infec¢do local e na infec¢do sist€émica, demostrando a importincia de cada
uma das proteinas nas diferentes etapas da infec¢do viral. De fato, ao avaliar-se a expressao de
GmERD4, foi observada a reducdo do actimulo viral aos 5 dai, o que ndo foi observado aos 14
dai.
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Predigdes por bioinforméatica demostraram que a proteina GmERD4 possui um dominio
RSN1 TM associado ao transporte de vesiculas. Além disso, foi identificado um dominio
citosolico PHM7 _cit, que contém um motivo de reconhecimento de RNA (RRM) comumente
presente em proteinas de ligagdo a RNA (RBP's) (Zanardo, 2017). As proteinas RBP
influenciam a estrutura e as interagdes dos RNAs e desempenham papéis criticos em sua
biogénese, estabilidade, fun¢ao, transporte e localizagdo celular (Glisovic et al., 2008). Assim,
GmERD4 poderia associar-se ao dominio RdRp para conferir estabilidade ao RNA viral
nascente, garantindo sua prote¢do e direcionamento correto durante o transporte vesicular
celular, favorecendo assim a replicagdo do CPMMYV em vesiculas de replicacdo virais. Essa
possibilidade ¢ reforcada quando se associa aos resultados obtidos anteriormente por Zanardo
(2017) com a redugdo do acimulo viral em plantas silenciadas para o gene GmERD4 observada
neste trabalho. Assim, a superexpressdo e o silenciamento em soja de GmERD4 esta
diretamente relacionados ao aumento ¢ redugcdo do actimulo viral do CPMMYV,
respectivamente, demonstrando que esta proteina € essencial para replicacao, por se associar a
RdRp e possivelmente conferir estabilidade ao RNA viral nascente.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a redugdo da expressdo de GmIMT
afetou a replicagdo do CPMMYV em todo o contexto da infec¢do viral. Uma vez que a proteina
GmIMT possui dominio hélice-volta-hélice de ligagdo a DNA e que interage com a RdRp do
CPMMYV, a redugdo de sua expressdo pode estar afetando a interacdo entre estas e portanto a
regulagdo da transcrigdo do RNA viral, o que justifica o fato de que ao silencia-la ndo tenha
sido detectado o acimulo viral tanto aos 5 dai como aos 14 dai do CPMMYV. A existéncia de
um dominio funcional de metilase também poderia explicar os resultados observados, pois
pode-se sugerir que o silenciamento de GmIMT encaminhe o RNA viral para a degradacao
devido a auséncia de metilagdo, justificando assim o baixo acimulo viral em ambos os tempos

avaliados.
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Os processos de metilacdo nas células estdo envolvidos em mecanismos fisioldgicos.
Os efeitos da metilacdo do "cap" viral foram estudados para virus de diferentes familias,
concluindo-se que a metilagdo do "cap" € essencial para a estabilidade, tradugdo e evasdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (Hamey e Wilkins, 2018). Uma vez que 0o CPMMYV ¢é um
virus de RNA e que todos os RNAs virais (gendmico e subgendmicos) supostamente possuem
um "cap" em suas extremidades 5', GmIMT poderia atuar na metilagdao do "cap" promovendo
a estabilidade do RNA viral, e ao ser silenciada induziria 0 RNA para a degradagdo e redugdo
do aciimulo viral em todo processo infecioso.

A redugdo da expressdo génica de ambos os genes foi determinante no acumulo do
CPMMYV nos estagios iniciais da infec¢ao, confirmando o envolvimento de GmERD4 ¢ GmIMT
no processo infeccioso, em especial na replicacdo viral. A relagdo entre 0o CPMMYV e a proteina
GmIMT ¢ crucial nos estagios mais avangados da infecgdo viral (14 dai). Foi demonstrado
também que a infec¢do viral induziu expressdo a de ambos os genes nos estagios iniciais da
infeccdo (3 e 7 dai), e que GmERD4 quando superexpressa favoreceu o acimulo viral. Este
trabalho ¢ pioneiro ao demonstrar a interacdo de componentes do hospedeiro com o dominio

RdRp de um betaflexivirus.
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7. CONCLUSOES

A utilizagdo do vetor viral BPMV foi eficiente para induzir o silenciamento génico dos
genes GmERD4 e GmIMT, o qual se manteve estavel por até 35 dai. Plantas de soja cv. CD206
silenciadas para os genes causaram a redu¢do do acumulo viral do CPMMYV aos 5 dai para
GmERD4 e 5 e 14 dai para GmIMT. Assim, conclui-se que as proteinas GmERD4 e GmIMT

sdo essenciais para a replicagdo e consequente acimulo do CPMMYV em soja.
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