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RESUMO

LIMA, Roberta Rubia Pinto Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2018.Interacao in vivo entre a proteina rica em cisteina (CRP) d&€owpea mild

mottle virus (CPMMV) e a regidao promotora do geneSNC1 de soja.Orientadora
Claudine Marcia Carvalho.

Dentre as diversas doencas que atingem plantacdes de soja, a necrose da haste tornou-se
preocupante nos ulti,s@nos. De rapida disseminacdo e grande severidade, podendo
levar as plantas a morte, a necrose da haste é causad&qebea mild mottle virus
(CPMMV), um virus pertencente ao génetarlavirus da familia Betaflexiviridae.

Durante o processo de infeccédo viral, respostas de defesa sdo ativadas pela planta. Essa
ativacdo é mediada, inicialmente, pelo reconhecimento de efetores virais por proteinas
receptoras do hospedeiro. Os patdgenos sdo capazes de suprimir algumas respostas de
defesa das plantas. Para o carlavtig/santemumvirus B (CVB), foi comprovado que

a proteina viral rica em cisteina (CRP) é capaz de atuar como fator de transcricéo,
modulando a expressao génica do hospedeiro. Uma vez que a CRP do CPMMV se
assemelha a do CVB, é possivel que ela também possa atuar como fator de transcricao.
Neste trabalho, primeiramente foi estabelecido um protocolo para imunoprecipitacao da
cromatina (ChlP) de protoplastos de soja. Em seguida, utilizando-se a técnica de ChlP foi
possivel confirmarainteracaojn vivo, entre a CRP de um isolado atenuado do CPMMV

e a regido promotora de um gene de soja relacionado a detd&zil,,contribuindo para

a elucidacao das fun¢bes da CRP no estabelecimento da infecg&o viral.



ABSTRACT

LIMA, Roberta Rubia Pinto Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February,
2018.1n vivo interaction between the cysteine-rich protein (CRP) oCowpea mild

mottle virus (CPMMV) and the promoter region of the soybearSNC1 gene Advisor.
Claudine Marcia Carvalho.

Among the variety of soybean diseases, stem necrosis has become of great concern in the
latest years. It is a severe disease that can lead to plant death, and is cdlseoeay

mild mottle virus (CPMMV), a member of the genuSarlavirus in the family
Betaflexiviridae. During the viral infection process, a number of defense responses are
activated by the plant. This activation is triggered, at first, by the recognition of viral
effectors by host receptor proteinatigens are capable of suppressing some of the
hosts defenses. It has been shown that the cystein-rich protein (CRP) from the carlavirus
Chrysantemum virus B (CVB) acts as a transcription fator, modulating the hagtne
expression. In this work, at first, a protocol for soy protoplast chromatin
immunoprecipitation (ChIP) was established. Then, using the ChIP assag, \ike
interaction between the CRP from a mild isolate of CPMMV, which is structurally similar
to the one from CVB, and the promoter region of a soybean defense relatefiNg&he,

was confirmed, contributing to understand the role of this protein in the viral infection

process.



INTRODUCAO

Dentre os gréos cultivados no Brasil, a soja apresenta posicdo de destaque
principalmente em termos de sua elevada produtividade e diversidade de usos. No
entanto, nas ultimas décadas, uma gama de doencas vem atingindo essa cultura e
reduzindo o rendimento das lavouras.

A necrose da haste € uma doenca viral, causada por uma espécie do género
Carlavirus, o Cowpea mild mottle virus (CPMMV). O virus é transmitido de maneira
nao-persistente pela mosca braBemisia tabaci MEAML1. Diferentes isolados desse
virus podem causar, em um mesmo cultivar de soja, tanto sintomas severos como
nanismo, queima do broto e necrose, como sintomas mais brdedo®saicoe
clareamento de nervuras.

Por serem organismos sésseis, as plantas evoluiram de forma a ativar uma série
de respostas de defesa contra os patégenos. O reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patdgeno®athogen-associated molecular pattetnd?AMPS) ativa a
imunidade inata do hospedeif® AMP-triggered immunity”, PTI), sendo esta a primeira
linha de defesa das plantas.

Os patdgenos codificam ainda uma série de moléculas efetoras. Estas podem ser
reconhecidas por proteinas NB-LRR, ativand@a segunda linha de defesa (“effector-
triggered immunity”, ETI). As proteinas NB-LRR constituem uma classe de proteinas
receptoras caracterizadas pela presenca de um dominio central de ligacéo a nucleotideos
(“nucleotide binding”, NB) ede repeticdes ricas em leucittieucine-rich repeat§ LRR)
na extremidade C-terminal.

O reconhecimento de efetores virais por proteinas NB-LRR ativa a sintese de

acido salicilico que, por sua vez, desencadeia uma série de respostas de defesa com o



objetivo de restringir o patégeno a seu sitio de infeccdo. Denaierespostas estéo
expressdo de genes relacionados a patogenicidade, sintese de espécies reativas de
oxigénio e morte celular programada, denominada resposta de hipersensibilidade.

Quando o acumulo de &cido salicilico persiste e 0s sinais de resposta sdo emitidos
a tecidos distantes e nao infectados, € ativada a resisténcia sistémica aceyitéaac
acquired resistance”, SAR) e a planta fica protegida contra ataques futuros do patdgeno.

A proteina NPR1‘(Nonexpresser of PR gene§ & um importante indutor da SAR, uma
vez que ela se liga diretamente ao &cido salicilico. Por sua vez, a atividade dé NPR1
regulada pelo produto do geBeC1 (“Supressosf NPR 1, constitutive 1), uma proteina
NB-LRR que naturalmente encontra-se sob regulacdo negativa.

Moléculas efetoras de patdgenos podem atuar também como fatores de
transcricao, ligando-se diretamente ao DNA do hospedeiro e modulando a expressao de
determinados genes. Recentemente foi comprovado que a proteina rica em cisteina
(“cystein-rich proteir, CRP) do carlavirus Chrysanthemum virus B (CVB) atua como
fator de transcricao, regulando positivamente a expressdo de um gene responséavel por
proliferacéo celular e crescimento do tecido do mesofilo.

Visto que a CRP de CPMMV assemelha-se a do CVB, é razoavel supor que ela
possa desempenhar func¢des semelhantes, atuando como um fator de transcrigéo. Portanto,
0 objetivo do presente trabalho foi verificar se a CRP codificada pelo CPMMV é capaz
de interagirin vivo com o gené&SNC1 de soja, atuando como um fator de transcricao e
modulando sua atividade. O entendimento da funcdo da CRP €& importante para a
compreensdao do seu papel no estabelecimento da infeccéo viral, possibilitando o

desenvolvimento de novas estratégias de controle para a necrose da haste.



REVISAO DE LITERATURA

A soja
Originaria da China, a soj&lycine max) é hoje um dos graos mais cultivados no

mundo. Levada ao ocidente no século XV, era inicialmente utilizada no forrageio e apenas
passou a ser cultivada para alimentacao anos depois, tendo o cultivo de gréaos ultrapassado
o de forragem, nos Estados Unidos, apenas na década de 1940 (Embrapa, 2004).

Sua introducgé&o no Brasil se deu em 1882, mas somente na década de 1940 o Brasil
apontou como produtor no mercado internacional pela primeira vez. O crescimento
vertiginoso da producéo continuou durante a década de 1960, mas foi durante os anos
1970 e inicio da década de 1980 que a soja tornou-se a cultura mais importante do
agronegocio do pais, contribuindo, atualmente, com uma producdo de cerca de 113,9
milhdes deonelada e movimentando U$25,4 bilhdes em exportacdes (Embrapa, 2017).
Esse crescimento acentuado pode ser atribuido ndo apenas a ampliacao da area de cultivo,
mas também a maiores investimentos em pesquisa e tecnologia, que levaram a um maior
rendimento da producao (Embrapa, 2004).

Apesar desse enorme crescimento e dos avancos tecnoldgicos na praducao,
monocultura da soja praticada em todo o pais favorece o surgimento de doencas que
afetam o desenvolvimento das sementes e/ou das plantas e, consequentemente, a
produtividade das lavouras e a qualidade das sementes (Hetaling014)

Desde a safra 2000/01 uma virose vem preocupando agricultores no Brasil por sua
rapida disseminacdo e por causar perdas de até 85% da lavoura (Almeida, 2008).
Conhecida como necrose da haste da soja, essa doenca causa a queima do broto e a
necrose das hastes e nervuras, podendo levar as plantas a morte. Pode apresentar também
sintomas menos severos que ndo necessariamente matam a planta, como nanismo,
deformacoes foliaree em alguns casos o mosaico (Hennetcal., 2014). O agente
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causador da necrose da haste € o Wavgoea mild mottle virus, pertencente ao género
Carlavirus da familiaBetaflexiviridae (Marubayashet al., 201Q Zanardoet al., 2014a

Zanardoet al., 2014b).

A familia Betaflexiviridae

A familia Betaflexiviridae é constituida por onze géneros subdivididos em duas
subfamilias:Capillovirus, Chordovirus, Carlavirus, Citrivirus, Divavirus, Foveavirus,
Prunevirus, Robigovirus, Tepovirus, Trichovirus, Vitivirus (ICTV, 2016). Os virions
pertencentes a essa familia sdo filamentosos, medem cerca de 600 x 13 nm e possuem
RNA de fitasimples senso positivo, com um “cag’ (m7GpppGhna extremidade’e uma
cauda poli-Ana extremidade 3’ (Adamset al., 2004). Podem possuir até seis fases abertas
de kitura (“open reading frames”, ORFS) traduzidas a partir de mRNAs subgendmicos
(Martelli et al., 2007).

A primeira ORF € a replicase viral que possui diversos dominios conservados
entre os membros da familgetaflexiviridae: metiltransferase, RNA helicase e RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), todos envolvidos na replicacao viral (Miartelli
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 classificados
na subfamiliaQuinvirinae (Carlavirus, Foveavirus e Robigovirus) essas proteinas sao
codificadas por trés ORFs (ORFs 2, 3 e 4) que formam, em conjunto, o bloco triplo de
genes (“triple gene block TGB). Os demais géneros, classificados na subfamilia
Trivirinae, possuem apenas uma proteina envolvida no movimento viral (Metreelli
2007). Nos carlavirus a ORF5 é responsavel por codificar a proteina capsidial (CP)
(Adamset al., 2004) e a ORF6, presente também nos génerolsovirus e Vitivirus,

codifica uma proteina rica em cisteif@RP) que possui atividade de ligacdo a acidos
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nucleicos (“nucleic acid-binding proteih NABP) (Martelli et al., 2007). A CRP de
alguns betaflexivirus também possui a capacidade de suprimir o silenciamento génico,
como comprovado em estudos feitos deatato virus M (PVM, géneroCarlavirus) e
Grapevine virus A (GVA, géneroVvitivirus) (Zhouet al., 2006).

Apesar da extensa variedade de proteinas encontradas naBataiflexiviridae,
principalmente no que concerne as proteinas de movimento, a proteina capsidial e a RARp
séo encontradas em todos os géndadamilia. Essas duas proteinas séo utilizadas para
a classificacao filogenética da familia e dos géneros pertencentes a ela Adhms

2004).

O géneroCarlavirus

Atualmente sd@o reconhecidas 47 espécies de virus pertencentes ao género
Carlavirus, que constitui o género com o maior numero de representantes dentro da
familia Betaflexiviridae (Zanardo e Carvalho, 2017). S&o virus filamentosos, possuindo
genoma de RNA fita simples senso positivo e seis ORFs. Assim como nos demais géneros
da familiaBetaflexiviridae, 0 RNA viral é capeado na extremidade poliadenilado na
extremidad8’ (King et al., 2011).

Os carlavirus sao transmitidos por insetos, a maioria por afideos €éiglg
2011),e sdo capazes de replicar nas células parenquimaticas do hospedeiro (&lartelli
al., 2007). Os sintomas causados nas plantas hospedeiras podem variar de brandos a
severos dependendo das condi¢cdes ambientais, da espécie ou estirpe de virus e do cultivar
infectado (Zanardet al., 2014a Zanardoet al., 2014b). H também diversos casos de
hospedeiros assintomaticos (Martetlal., 2007).

No Brasil, carlavirus ja foram relatados em soja (Almeida, ;2ZD@Bardoet al.,

20144 Zanardoet al., 2014Db), feijoeiro (Costet al., 1983), batata (Gasperal., 2008)



alho (Fajardoet al., 2001), couve (Gaspaat al., 2008), lirio (Rivas, 2010) e meldo

(Nagateet al., 2005).

O Cowpea mild mottle virus

O Cowpea mild mottle virus (CPMMYV), assim como os demais carlavirus, possui
genoma composto por uma molécula de RNA fita simples senso positivo capeada na
extremidade 5’ e poliadenilada na extremidade3’ (Zanardoet al., 2014a). Seu genoma
de aproximadamente 8200 nucleotideos é 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, 15,2d&bajividade de
ligacdo a &cidos nucleicos (NABP) (Zanaetlal., 2014a). Dentre as seis ORFs, somente
a ORF1 é traduzida a partir do RNA gendmico, sendo as demais traduzidas a partir de
RNAs subgendmicos (sg RNAs) (Zanardo e Carvalho, 2@Hgura 1).

Medindo 600-650 x 10-15 nm, as particulas virais sdo encontradas nas células da
epiderme, mesofilo e parénquima foliares, formando agregados em forma de feixes e

inclusdes tipo escova (Zanardo e Carvalho, 2(Eigura 2).
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Figura 1. Organizagcdo genémica do CPMMV e estratégia utilizada para expressao de
proteinas. A ORF1 é a Uunica traduzida a partir do RNA genbémico, gerando uma
poliproteina que € autoclivada entre os dominios RNA helicase e RdRp, sendo removido
um fragmento de 30-40 kDa. As demais proteinas sdo traduzidas por meio de RNAs
subgendmicos (sgRNAs). O sgRNA1 codifica o TGB (ORFs 2, 3 e 4) e 0 sgRNA2
codificaaCP (ORF 5 aCRP(ORF 6). Reproduzido de Zanardo e Carvalho (2017).

Figura 2. Micrografia eletrénica de transmisséo de folhas de soja cv. CD206 infectada
por CPMMV 14 dias ap6s inoculagdo mecéanica, mostrando as inclusdes em forma de
escova. Reproduzido de Zanardo e Carvalho (2017).



O CPMMV e o Meon yedlowing-associated virus (MYaV) sdo 0s Unicos
carlavirus transmitidos pela mosca brar®amisia tabaci (Almeida, 2008 Zanardo e
Carvalho, 2017). O CPMMV é transmitido de forma n&o persistente pelo vetor e infecta
naturalmente apenas hospedeiros pertencentes a f&atihaeae, causando sintomas
muito variaveis que dependem do hospedeiro, do isolado viral e das condi¢cdes ambientais
(Zanardcet al., 2014a Zanardo e Carvalho, 2017).

No Brasil, o CPMMV tem se tornado uma grande preocupacao, uma vez que afeta
culturas como soja e o feijdo comum, economicamente importantes para o pais. Em
cultivares de feijdo Jalo, o virus causa mosaico angular e distor¢cfes folianessala
0s sintomas sdo altamente variaveis. Podem ser atenuados como clorose, mosaico,
mosqueado e clareamento de nervuras, ou severos, como o abortamento de brotos,
nanismo e necrose foliar e da haste, o queatne a doenca: necrose da haste da soja.
(Zanardoet al., 2014a Zanardo e Carvalho, 2017)

Além de seus hospedeiros naturais, 0 CPMMV também infecta outras espécies de
plantas experimentalmente. Os sintomas observados em alguns hospedeiros

experimentais, bem como em soja e feijao, estao representados na Figura 3.

As vias moleculares de resposta a infecgéo viral

As plantas possuem diversos mecanismos de defesa contra patdgenos,
selecionados ao longo de sua evolucao (€all., 2011 Gou e Hua, 203;2Maldonado
et al., 2014). A primeira linha de defesa € constituida pelo reconhecimento do patdégeno
por receptores de reconhecimento de padrdes (“pattern recognition receptors”, PRRs)
(Gou e Hua, 2012Revers e Nicaise, 2014). Estes PRRs sao normalmente proteinas
transmembrana, cujo dominio extracelular € responsavel pela percepcdo do patdégeno

(Coll et al., 2011).



Figura 3. Sintomas induzidos por isolados @ewpea mild mottle virus (CPMMV) em
diferentes hospedeiroa. Mosaico em feijdo comum cv. Jalm; Mosaico em caupi cv.

B7 Gurguéiac. Lesdes locais (indicadas pelas setas brancahljaatiana benthamiana;

d. Lesbes locais cloréticas el debneyi; e, f. Mosaico e clareamentie nervuras em

soja cv. CD206yg. Necrose sistémica em soja cv. CD286;Abortamento de broto,
necrose foliar e da haste em soja cv. CD206. Reproduzido de Zanardo e Carvalho (2017).

O reconhecimento de marcadores moleculares especificos do patdgeno
(“pathogen-associated molecular pattérnBAMPS) ativa a imunidade inata do
hospedeiro, denominada PTIPAMP-triggered immunity). Esses marcadores
moleculares sdo bem estudados para bactérias, podendo ser, por exemplo, estruturas
flagelares e ciliares (Revers e Nicaise, 2014). Nos virus, no entanto, esses marcadores ndo
séo bem conhecidos.

Ao invadir uma célula hospedeira os virus precisam replicar seu material genético.
Por serem parasitas intracelulares obrigatérios, esses patdgenos requerem a maquinaria
celular do hospedeiro para realizar a replicacdo (Palukaitis e Carr, 2008). Durante o

processo de replicagdo dos virus de RNA, uma fita dupla de RNA é formada a partir do



material genético viral. Essa molécula é alvo da maquinaria de silenciamento de RNA do
hospedeiro, e sera clivada pela endonuclease Dicer em pequenos 7l (
interfering RNA”, siRNAs). Estes siRNAs sao incorporados ao complexo de
silenciamento citoplasmético induzidorpRNA (“RNA-induced silencing complé&x

RISC) que, por sua vez, degrada os RNAs virais que possuem identidade de sequéncia
com o0s SiRNAs. Acredita-se que o dsRNA viral seria um possivel PAMP. O
reconhecimento e degradacao desse PAMP possivelmente constitui a defesa ipata (PTI
das plantas aos virus (Revers e Nicaise, 2014).

A exemplo de outros patdgenos, os virus podem codificar uma gama de moléculas
efetoras, ou determinantes de patogenicidade, desencadeando a resposta imune do
hospedeiro (“effector-triggered immunity, ETI) (Palukaitis e Carr, 200®h e Martin,

2011). Essas proteinas efetoras sé@o codificadas por genes de avir@énc@ujd

produto € reconhecido pela proteina codificada por um gene de resig®@mzEgp(anta

(Oh e Martin, 2011). Em geral, os gemfesodificam uma classe de proteinas receptoras
tipo NB-LRR (“nucleotide binding-leucine-rich rep&gat que possuem um dominio
central de ligacdo a nucleotideos (NB) e na por¢cao C-terminal uma regido de repeticdes
rica em leucina (LRR), que garante a especificidade da interacdo. Essas proteinas séao
subdivididas conforme a presenca de um domftailb interleukin-1 receptdr(TIR) ou
“coiled-coil’ (CC) na porcao N-terminalLi et al., 2002 Palukaitis e Carr, 200®h e

Martin, 2011 Maldonadoet al., 2014).

Acredita-se que os dominios presentes na regido N-terminal de proteinas NB-LRR
séo responsaveis pelo recrutamento de cofatores envolvidos em sua ativagéo na presenca
de patdégenos (Palukaitis e Carr, 2008). Embora imprescindiveis nas respostas de defesa

das plantas, proteinas R sdo expressas em baixos niveis nas células, ja que em excesso
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podem ser prejudici® ao crescimento das plantas, além de induzir resposta de
hipersensibilidade (Gou e Hua, 2012).

As vias de defesa das plantas sdo também mediada por hormonios. Estes sao
moléculas de baixo peso molecular, sintetizadas em determinadas células e transportadas
até seu sitio de acdo. Em baixas concentragdes, regulam a sinalizacdo envolvida na
resposta de defesa da planta (Revers e Nicaise, 2014). Dentre os varios horménios
vegetais que respondem a alterac6es ambientais, o acido saliEs)od ¢onhecido por
desempenhar um papel fundamental na resisténcia a estresses biéticos (Alazem e Lin,
2015).

Ao ocorrer o reconhecimento dos efetores virais pelas proteinas NB-LRR, a
sintese de AS é ativada nas células (Alazem e Lin, 2015). A acumulagdo de AS induz
respostas da planta que restringirdo o patdgeno ao seu sitio de infeccdo, como a producéo
de espécies reativas de oxigénio, a exemplo do perdxido de hidrogédi @ihtese de
proteinas relacionadas a patogénépati{ogenesis-related”, PR), alteracdes na forma e
tamanho dos cloroplastos, desorganizacao e degradacdo do material genético, culminando
em morte celular (Alazem e Lin, 2015).

O AS pode também ser transportado através do floema para o restante da planta e
ativar a resposta de defesa em tecidos mais distantes. Dessa forma, o sinal para ativar a
resisténcia a doenca € mantido em tecidos nado infeceg®smanece em estado
funcional por mais tempo, podendo proteger as plantas de ataques futuros do patégeno.
Isso € denominado resisténcia sistémica adquifglastemic acquired resistaicSAR)

(Li etal., 2001 Revers e Nicaise, 2014).

A proteina NPRI“nonexpressor of pathogenesis-relategies”) de Arabidopsis

thaliana desempenha um papel importante na ativacdo de SAR, uma vez que ela é um

receptor d&S (Wu et al., 2012) e induz a expresséo de genes marcadores de SAR, como
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os gene®R (Li et al., 2001 Maldonadoet al., 2014). Por sua vez, a atividade de NPR1
é regulada por uma outra proteina, denominada SKGAressor of NPR1, constitutive
7).

SNC1 é um gene de resisténciR) (que codifica uma proteina contendo o0s
dominios TIRNB-LRR e encontra-se sob regulacdo negativa, assim como grande parte
dos geneR (Gou e Hua, 2012). Uma vez expresC1 induz a expresséao de gemey
acumulo de AS e resisténcia a patdogenos, embora sua expressdo também cause reducao
no tamanho das plantas hospedeiras (Zlehalg, 2003 Maldonadcet al., 2014).

O dominio TIR de SNCL1 é um sitio de interacao de um co-repressor transcricional,

a proteina TRP1 (“Topless-related 1”). TRP1 associa-se a histona deacetilase 19
(HDA19) e reprime a expressao de dois genes que regulam negativamente a resposta
imune nas planta$)ND1 (“Defense no Death 1) e DND2 (“Defense no Death”2
Portanto, acredita-se que SNC1 e TRP1 formam um complexo, atuando conjuntamente
na regulacéo de respostas de defesa ézalu, 2010).

Além da liberacdo de efetores que podem ser reconhecidos por proteinas NB-
LRR, bactérias fitopatogénicas do gén¥emthomonas secretam efetores direcionados
ao nucleo, onde atuam como fatores de transcricdo e figafinetamente a regiao
promotora de genes do hospedeiro. Essas moléculas sdo denorfiiradasiption
activatoriike effectors” (TALES) e podem promover hipertrofia e hiperplasia de tecidos
vegetais ou induzir resisténcia, se interagirem com a regido promotora de genes de
resisténcia (Romest al., 2007 Romeret al., 201Q Lukhovitskayaet al., 2013).

Pouco se sabe sobre a capacidade de proteinas efetoras virais atuarem como
fatores de transcricdo e se ligarem diretamente a regides promotoras de genes do
hospedeiro, alterando sua expressdo. Entretanto, um estudo realizado por Lukhovitskaya

et al. (2009) mostrou que a proteina pl2 (CRP) codificada pelo carlavirus
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Chrysanthemum virus B (CVB) é capaz de induzir a expressao de genes do hospedeiro
em tabaco &\. benthamiana. Curiosamente, e ao contrario de outros carlavirus, a CRP
do CVB ndo € capaz de supressar o silenciamento génico pds-transcricional
(Lukhovitskayaet al., 2005).

As CRPs dos carlavirus possuem dois dominios conservados, um deles contendo
um motivo com sinal de localizagc&o nucléauglear localization signal”, NLS) e 0 outro
contendo um motivo dedo de zinc¢aifc finger”, ZF) (Martelli et al., 2007 Zanardoet
al., 2014a). Ambos foram analisados por Lukhovitskaiya. (2009) com o objetivo de
entender seus papéis na localizagao subcelular da p12 de CVB, sua propriedagi@ade liga
a acidos nucléicos ®a capacidade de induzir HR quando clonada e expressa em vetor
PVX (Potato virus X). Observouse que a pl12 possui localizagdo nuclear, determinada
por seu motivo NLS, e que é capaz de interagir tanto com DNA quanto RNA, embora
haja uma preferéncia por DNA na presenca d&,Zendo esta caracteristica, além da
capacidade de induzir hipersensibilidade, determinadas por seu motivo ZF
(Lukhovitskayaet al., 2009 Lukhovitskayaet al., 2013).

Como os carlavirus séo virus de RNA e, portanto, replicam no citoplasma da
célula hospedeira, o papel de sG&Fs no nucleo nao era bem entendido. A localizacao
subcelular da proteina, aliada a sua propriedade de ligacdo a DNA, levaram os
pesquisadores a sugerir que ela poderia atuar como um fator de transcricdo e induzir a
expressdo de genes do hospedeiro (Lukhovitslehyal., 2009). Essa hipotese foi
posteriormente confirmada por Lukhovitskayal. (2013), que comprovou que a pl12 de
CVB atua como um fator de transcricdo regulando positivamente aigeiheem duas
espécies de tabaepromovendo proliferacao celular e crescimento do tecido do mesofilo

de folhas infectadas (Lukhovitskastaal., 2013). ACRPdo CPMMV possui 0s mesmos
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dominios conservados (NLS e ZF) presentepl? do CVB, portanto é razoavel supor

que ela também possa atuar como um fator de transcrigdo (Zanardo e Carvalho, 2017).
Diversos estudos vem sendo realizados com o intuito de compreender melhor as

caracteristicas e fun¢cbes @®P do CPMMV. Primeiramente, a localizagdo subcelular

da CRP fusionada a GFP foi confirmada por Carvalho (2016). Verificou-se que GFP-

CRP possui localizagéo nuclear (Figura 4A), enquanto CRP-GFP localiza-se no nucleo e

nucléolo das células, podendo também associar-se a cloroplastos (Figura 4B). Rortanto,

localizagéo subcelular d@RP sofre interferéncia da posicdo de GFP na construcao

Figura 4. Localizacdo subcelular da proteina CRP fusionada a GRY benthamiana.

(A) CRP presente no nucleo de plantas agroinfiltradas com a constru¢do pGWB406-CRP
(GFP-CRP).(B) CRP presente no nucleo e nucléolo de plantas agroinfiltradas com a
construcdo pGWB405-CRP (CRP-GFP). Reproduzido de Carvalho (2016).

(Carvalho, 2016).

| -
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Além da localizagdo subcelulata CRP de CPMMV, foi confirmada a sua
capacidade de atuar como um ativador transcricional por meio de um ensaio de
transativacdo em levedura (G.M. Ribeiro e C.M Carvalho, dados néao publicados).

Paralelamente, em experimentos conduzidos por Barbosa (2016) observou-se a
expressao de diversos genes relacionados a respostas de defesa em soja infectada por um
isolado necrético de CPMMV, cujo principal sintoma é a necrose das folhas. A maioria
dos genes estudados encontravam-se positivamente regulados, dentre elédNG€hene
(Barbosa, 2016). Entretanto, quando estudou-se a expressao desses genes em protoplastos
transformados com@RPde um isolado atenuado de CPMMYV, cujo sintoma é o mosaico
foliar, observou-se que dentre os 15 genes avaliados, soM¥@ie encontrava-se
regulado negativamente (G.M. Ribeiro e C.M Carvalho, dados nédo publicados). A partir
desses dados, construiu-se a hip6tese de que a CRP do CPMMYV poderia atuar como fator
de transcricao, reprimindo a ativacédo do g8W€l em plantas infectadas por um isolado
atenuado do virus.

Uma vez que os fatores de transcricdo sdo proteinas capazes de se ligar ao DNA
promovendo o recrutamento da RNA polimerase, ou bloqueando seu acesso ao promotor
do gene alvo (Udvardt al., 2007), o primeiro passo para comprovar a hipétese proposta
foi avaliar a propriedade de ligagdo a acidodeicms daCRPdo CPMMV. Dessa forma,
foi realizado um ensaio de mono-hibrido que confirmou a capacidade de interacédo da
CRP com o promotor do geSBIC1 de soja (Paiva, 2017).

Uma grande variedade de processos biologicos, que vao desde a replicagcéo e
reparo do DNA até a regulacao da expresséo génica, sdo baseados em interacdes proteina
DNA (Gade e Kalvakolanu, 2012). No que concerne aos virus, o processo nao é diferente.
Estes necessitam de proteinas por eles codificadas, ou de proteinas do hospedeiro para a

replicacdo e transcricdo do seu genoma.

15



Uma estratégia eficiente para identificacdo dessas interacfes proteina-DNA
ocorrena invivo € a imunoprecipitacdo de cromatina (ChlIP) (Dahl e Collas,; Z&fe
e Kalvakolanu, 20L3,2vamaguchiet al., 2014 Chenet al., 2017). Essa técnica € capaz de
precipitar fragmentos de DNA e proteinas que estejam fisicamente associados,
possibilitando assim o entendimento de uma série de mecanismos, como a participacao
de fatores de transcricéo, cofatores e modificacbes em histonas na regulacao da expressao
génica (Gade e Kalvakolanu, 2QThenet al., 2017).

Diversas técnicam vitro, como mobilidade eletroforética e ensaios de mono-
hibrido, também podem ser utilizadas para determinar interacdes proteina-DNA.
Entretanto, elas podem néo refletir o que realmente ocorre no interior das células.

Apesar de sua extensa lista de vantagens sobre as t@enitas as desvantagens
de ChIP recaem sobre a obrigatoriedade do uso de um anticorpo altamente especifico, seu
alto custo, a necessidade de se obter um alto nimero de células e de padronizar todas as
etapas anteriormente a execucédo, além da significativa perda de material (Dahl e Collas,
2007 Gade e Kalvakolanu, 2012).

Visto isso e em continuidade aos trabalhos anteriormente realizados, o presente
estudo teve como intuito confirmar a capacidade de interagdo da CRP do CPMMV com
a regidao promotora do gen@NC1l de sojain vivo, por meio de um ensaio de
imunoprecipitacao de cromatina (ChlIP) utilizando protoplastos de soja, visando o melhor
entendimento das fungdes da CRP de CPMMV e da sua importancia no desenvolvimento

da doenca.
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OBJETIVO

Objetivo geral
Avaliar a capacidade de interacéo da proteina rica em cisteina (CRP) do CPMMV

com o gee SNCL1 de soja.

Objetivos especificos
1. Padronizar um protocolo para imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) em soja.
2. Avaliar a capacidade de ligacdo@RP, de um isolado atenuado do CPMMV,

a regido promotora do geBSBIC1 de soja.
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MATERIAL E METODOS

Construgdes plasmidiais

Com o intuito de demonstrar se a CRP do isolado CPMMV:BR:MG:9:2 interage
com o promotor do germSNC1, a sequéncia da ORF6 foi clonada ao vetor pGWB405
(Nakagaweet al., 2007) para gerar uma fusdo a GFP na porgcéo C-terminal (construcao
denominada pGWB405-CRP) (Carvalho, 2016). Como controle negativo foi utibzado
vetor vazio pK7FWG2. Colbnias dscherichia coli DH5-a previamente transformadas
com as construgdes acima foram incubadas por 12 horas em meio LB contendo o
antibiético spectinomicina e utilizadas para extracdo de DNA plasmidial a fim de

confirmar as clonagens.

Expressao transiente em protoplastos

Folhas de soja cv. CD206 em estagio V3 a V6 foram coletadas e utilizadas para o
preparo dos protoplastos. As folhas foram limpas utilizando hipoclorito de sédio 3%,
seguido de agua destilada, alcool 70% e, por fim, novamente lavadas com agua destilada.
Em seguida as folhas foram cortadas em tiras de aproximadanmemte tolocadas em
placas de Petri grandes (15 cm de diametro). As folhas foi adicionada solug&o enzimatica
(celulase 0,0% v/v, pectoliase 0,25 mg/ml, D-manitol 66tM e MES 200mM, pH 5,5
ajustado com KOH) e as placas foram cobertas com papel aluminio. O sistema foi
mantido sob agitacéao lenta (30 rpm) a 30°C por 6 h. ApOs esse periodo a solucéo foi
filtrada em peneira de 65 um, transferida para tubos Falcamlf=® centrifugadas por
10 min a 20@. Os pellets obtidos foram lavados duas vezes com tampéao de lavagem (D-
manitol 600 mMe MES 200 mM, pH 5,5) e centrifugados nas mesmas condi¢cfes acima.

Em seguida os pellets foram lavados duas vezes com tampéo de eletroporagéo (HEPES
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25 mM, KCI 8,4 mM, MgCl32 mMe D-manitol 600mM, pH 7,2 ajustado com KOH) e
centrifugados. Antes de cada centrifugacdo as amostras eram concentradas, reduzindo-se
0 numero de tubos pela metade até restar apenas um. Apos a ultima centrifugacéo o
sobrenadante foi descartado, deixando-se apenas um volum# daéfoi incubado em

gelo por 30 minutos. Uma aliquota de 20 pul foi retirada e diluida 100x para contagem do
namero de células em camara de Neubauer.

Para transformacdo dos protoplastos foram utilizados 400 pl de tampéo de
eletroporacgéo, 400l de solugéo de protoplastos, 4 ul (40 pg) de DNA de esperma de
salméo (carreador) e 2 ul (aproximadamente 10 pg) do DNA plasmidial, correspondendo
a construcdo pGWB40BRP ou ao vetor vazio pK7FWG2. As células foram
eletroporadas em cubetas de 0,4 cm a 25 puF de capacitancia e 2500V.

Apbs a eletroporacdo os protoplastos foram mantidos em gelo por 15 min e depois
colocados em placas de Petri contendo 8 ml de meio MS sojaaiizh 600 mM,
sacarose 87,6 mMMurashige and Skoog Basal Salt Mixture a 2,3 mpéauotescido de
ampicilina. As placas foram colocadas em bandejas contendo papel toalha umedecido
cobertas com papel aluminio e mantidas por 36 h para inducéo da expressdo da sequéncia
inserida. ApGs o tempo estipulado, duas amostras (uma de protoplastos expressando a
ORF6 e outra transformada com o vetor vazio) foram utilizadas para extracdo de RNA e
confirmacédo da expresséo, e as demais foram utilizadas no ensaio de imunoprecipitacao
de cromatina.

O RNA de duas amostras de protoplastos foi extraido utilizeadoRNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen), conforme as recomendagdes do fabricante. O cDNA foi
sintetizando utilizandse oligo-dT e a enzima Superscript 1l Reverse Transcriptase

(Invitrogen) e amplificado utilizandcse GoTaq Green Master Mix (Promgge 0s
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oligonucleotideos para ORF6 e GFP (Tabela 1). O produto amplificado foi analisado em

gel de agarose 1,5%.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de cDNA de
protoplastos e amostras de ChlP.

Oligonucleotideo Sequéncia 5’ - 3°

TRORF6 45621 FW | TGCTAGGAAGAGAAGGGCAAAG
TRORF6 45621 RV | CCAACTCGGGTAATTCAAACCA
ACACGTTAATACGACTCACTATAGGGTGGTGAGCAAG

T7 GFP FW GGCGAGG
ACAGCAATTATGCTGAGTGATATCCCTTACTTGTACA
TrGFPRY GCTCGTCCA

TR2promSNC1 FW | ATACACTATGTCGTTGCAAAAA
TR2promSNC1 RV | GCCAATATGCATGTCAATTT

Fixac&o do material pra o ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina (ChlP)
O ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) foi realizado baseando-se em
Yamaguchiet al. (2014) com as devidas alteracdes para protoplastos de soja.
Protoplastos mantidos em meio MS soja por 36 h foram utilizados para o processo
de fixacdo da proteina ao DNA. O meio contendo os protoplastos foi colocado em tubos
Falcon (15ml) e centrifugado para formacao de um pellet de protoplastos e eliminagcao
do meio MS. Os pellets foram lavados com 2 ml de 1x PBS (10x PBS: NaCl 1310 mM
NaeHPQ: 70 mM, NaHPQ; 30 mM) que, em seguida, foi substituido por 2 ml de solugéo
de fixacdo contendo 1% de formaldeido em 1x PBS. Para que a solucéo de formaldeido
infiltrasse as células vegetais, foi aplicado uma sequéncia de vacuds=(aeaL,5 m,

1 min e 1 min, com intervalo de 1 min entre cada vacuo. Apés remocéao da solucéo de
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fixacdo, ao pellet foi acrescida uma solucao de glicina 0,125 M e as células novamente
submetidas a vacuo por 1,5 min. Em seguida, a solu¢cdo de glicina foi removida, as

amostras lavadas por duas vezes com 2 ml de 1x PBS e armazenadas a -80°C.

Padronizacao da fragmentacao do DNA de soja

A fragmentacdo do DNA é um passo crucial para a realizacdo do ensaio de ChiP.
Idealmente os fragmentos obtidos devem possuir entre 100 e 600 pares de bases (pb).
Portanto, anteriormente a realizacdo do ensaio foi necessario padronizar as condicfes de
sonicagéo.

Inicialmente, protoplastos transformados e fixados com solucdo de formaldeido
1% foram submetidos a extracao e lise nuclear. Posteriormente, a solugéo foi submetida
a sonicacao com amplitude constante de 80 um por 15, 25, 35, 45, 50 e 55 min. O padréo
de fragmentacdo do DNA foi observado em gel de agarose 1,5%. Em seguida, novas
amostras de protoplastos fixados foram submetidas a sonicagéo por 35, 40 e 50 min, e 0
padréo de fragmentacéo foi novamente analisado em gel de agarose 1,5%. O tempo de

exposicdo as ondas sonoras escolhido para realizacdo do experimento foi de 35 minutos.

Lise nuclear e fragmentacao da cromatina

As amostras fixadas foram maceradas em nitrogénio liquido e acrescidas de 400 pul
de tampé&o de extracao nuclear (MOPS 100 mM pH 7,6, M@3GhM, sacarose 0,25 M,
dextrano T-40 5%, ficoll 400 2,5%, 2-mercaptoetanol 40 mM e 1x inibidor de protease).
Em seguida, o material foi submetido a centrifugacdo por 5 min a IR@0 pellet
ressuspendido em 75 pl de tampéao de lise nuclear (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 10

mM, SDS 1%) e mantido em gelo por 30 min. Finalmente, foram adicionados 125 pul de
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tampao de diluicdo ChIP sem Triton (Tris-HCI 16,7 mM pH 8,0, NaCl 167 mM, EDTA
1,2 mM, SDS 0,01%).
O DNA foi fragmentado utilizando-se um sonicador, com amplitude constante de
80 pum por aproximadamente 35 min, sendo 30 s de pulso e 30 s em repouso no gelo, para
intervalos de corte entre 1@3B00 pb. A solucéo sonicada foram adicionadosil28:
tampao de diluicdo ChIP com Triton (Tris-HCI 16,7 mM pH 8,0, NaCl 167 mM, EDTA
1,2 mM, Triton X-100 1,1% e SDS 0,01%) e 12,8@le solucdo de Triton X-100 22%.
Uma aliquota de 21l foi retirada e utilizada com@input’. Finalmente, as amostras
foram centrifugadas por 5 min a 48€6000g e o0 sobrenadante transferido para um novo

microtubo (1,5 ml).

Pré-clareamento e imunoprecipitacdo

Com o intuito de eliminar o méximo possivel de interacdes inespecificas, foram
adicionados 1@l de esferas de proteina A-sepharose (Sigma-Aldrich) as amostras e estas
foram incubadas por 1,5 h sob agitacao lenta e posteriormente centrifugadaspam®00
3 min para eliminagéo das esferas.

Para a realizagdo da imunoprecipitacdo da cromatina foram adicionpdioe 4
anticorpo policlonal anti-GFP (Life Technologies)4 ul de anti-lgG (IgG anti-
camundongo produzido em coellftigma-Aldrich), utilizado como um anticorpo nao
relacionado. As amostras foram mantidas por 12 horas a 4°C sob agitacdo lenta e
posteriormente 4(l de esferas de proteina A-sepharose foram acrescentadas as amostras
gue foram entdo incubadas por 4 h a 4°C sob agitacao lenta para a captura dos complexos

anticorpo-proteina-DNA.
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Os pellets gerados pela imunoprecipitagdo foram submetidos a uma série de
lavagens. As amostras foram inicialmente centrifugadas g 003 min, eliminando-
seo sobrenadante. Ao pellet foram acrescentados 500 pl de tampéao de lavagem com baixa
concentracdo de sal (Tris-HCI 20 mM pH 8,1, EDTA 2mM, NaCl 150 mM, SDS 0,1%,
Triton X-100 1%) e as amostras mantidas a 4°C sob agitacao lenta por 5 min. Em seguida,
foram novamente centrifugadas a @Qfor 3 min e a solu¢éo de lavagem substituida por
um tampé&o com alta concentracdo de sal (Tris-HCI 20 mM pH 8,1, EDTA 2 mM, NacCl
500 mM, SDS 0,1%, Triton X-100 1%), repe&ttrse 0 mesmo procedimento descrito
acima. Na sequéncia, as amostras foram lavadas com Tris-HCI 10 mM pH 8,1, EDTA 1
mM, LiCl 0,25 M, IGEPAL-CA630 1%, desoxicolato 1% e finalmente lavadas com TE

0,5x (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1M

Reversao dacrosslink e purificacdo do DNA imunoprecipitado

Inicialmente, ao pellet de esferemam adicionados 50 pl de tampéao de lise
nuclear (tampéo de eluicdo) e as amostras foram mantidas a 65°C por 30 min para
separacao dos acidos nucleicos das esferas. O tampao de elui¢do foi armazenado em outro
microtubo e mais 25 pl adicionados as esferas, sendo o processo de aquecimento repetido.
O sobrenadante foi armazenado juntamente com o eluato anterior e as esferas descartadas.
Em seguida foram adicionados g0 de tampéo de lise nuclear aos inputs separados
anteriormente a imunoprecipitacate(n “Lise nuclear e fragmenta¢do da cromatina”) e
6 ul de NaCl 5M tanto aos inputs quanto as amostras de ChlP, sendo todos incubados a
65°C por 12 horagara reversao dacrosslink”.

As amostras de ChIP foram purificadas utilizasdo-kit QIAprep Spin Miniprep
(Qiagen). A cada tubo foram adicionados 550 pl de tampéo PB e estes foram mantidos

sob agitacdo por 30 min a temperatura ambiente. Na sequéncia, as amostras foram
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transferidas para colunas de purificacdo QlAprep (Qiagen) e centrifugadas por 1 min a
16000g. Em seguida, 750 ul de tampéo PE foram adicionados a coluna e centrifugados,
e 0 passo repetido para a maxima eliminacdo de resquicios do tampdao. Finalmente, as
colunas foram colocadas em microtubos estéreis de 1,5 ml e as amostras eluidas em 25 pl
de tampéo EB.

As amostras imunoprecipitadas foram enriquecidas utilizando o kit GenomePlex
Complete Whole Genome Amplification (Sigma-Aldrich), conforme as instru¢cdes do

fabricante.

PCR convencional

Com o intuito de confirmar se o promotor do g&neSNC1 foi imunoprecipitado
durante o ensaio de ChIP, uma PCR convencional foi realizada utilizando os
oligonucleotideos TR2promSNC1 FW e RV (Tabela 1), especificos para o promotor do
geneSNC1. A reacéo de amplificacdo ocorreu sob as seguintes condi¢des: 1 min a 94°C,
35 ciclos a 94°C por in, 58.2°C por 1 min e 72°C por 1 min. Apds os 35 ciclos as
amostras foram incubadas a 72°C por 10 min, finalizaeda- amplificagdo.A
amplificacdo da banda referente ao promotor do @@l (90 pb) foi verificada por
eldroforese em gel de agarose a 2%. A banda foi cortada diretamente do gel e purificada
utilizando-se o kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purifica{iGit Healthcare),
conforme as instru¢cdes do fabricante. O produto da purificacao foi enviado a Macrogen,

Inc. (Coréia do Sul) para sequenciamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencao de protoplastos e contagem das células

Com o intuito de verificar a interacdo da CRP do CPMMV com o DNA do
hospedeiro de forma mais fiel ao que ocamnévo, foram utilizados protoplastos de soja
transformados com a sequéncia codificadora da CRP (Carvalho, 2016).

Um dos parametros criticos do experimento de ChIP é o numero de células
utilizadas, uma vez que um baixo numero de células pode dificultar a imunoprecipitacao
e resultar em baixa concentracdo de DNA. Portanto, é recomendado que se obtenha ao
menos, uma quantidade d€’ b@lulas (Gade e Kalvakolanu, 2012).

Para confirmacdo do numero de células presente na suspensao de protoplastos
obtida, uma aliquota de 20foi retiradae diluida 100x, utilizandsel pl para contagem
de células em camara de Neubauer. A contagem confirmou um numero de células igual
a 10’, considerado ideal para a realizacdo do experimento. Obsswambéma
integridade e forma arredondada ou mais alongada dos protoplastos, caracteristicas

importantes para garantir o sucesso da eletroporacédo subsequente (Figura 5).

L)

Figura 5. Protoplastos de soja observados ao microscopio de luz.
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Expressdo daCRP em protoplastos

Apoés permanéncia dos protoplastos eletroporados em meio MS soja por 36 h, duas

amostras foram utilizadas para confirmacdo do sucesso da transformacéo, da expresséo

daCRPem protoplastos transformados com a construcdo pGWB&RF5e da expressao
de GFP nos protoplastos transformados com o vetor pK7FWG2.

O RNA total dos protoplastos foi extraido e o cDNA sintetizado e utilizado para
amplificacdo dos fragmentos correspondentes a €RP GFP por meio de PCR
convencional. Observou-se que nos protoplastos transformados com a construcéo
pGWB405CRP havia expressao daRP, enquanto nos protoplastos transformados com

o vetor pK7FWG2 houve expressdo de GFP, mas ndo da CRP (Bigura 6

M 123

Figura 6. Confirmacéo da transformacéo de protoplastos e da expresséo deMTRP.
Marcador de comprimento (1 kb PIDSIA Ladder, Invitrogenjl) Amplificacéo a partir

de cDNA de protoplastos transformados com o vetor pK7FWG2, utilizando-se
oligonucleotideos especificos para a CRB. Amplificacdo a partir de cDNA de
protoplastos transformados com pGWB405-CRP utilizando-se 0s mesmos
oligonucleotideod.3) Amplificac&o a partir de cDNA de protoplastos transformados com
o vetor pK7FWG2, utilizando-se oligonucleotideos especificos para GFP.
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E importante ressaltar que o teste realizado permite confirmar a presenca/auséncia

de transcritos, ndo sendo possivel afirmar que a proteina esta sendo traduzida.

Padronizacao da sonicacéo

Além do namero de células utilizadas, outro aspecto importante do experimento
de ChIP é a fragmentacado aleatéria do DNA e o tamanho dos fragmentos obtidos. Estes
devem estar na faixa de 100-1000 pb, com pico entre 500-600 pb (Yametgaichi
2014). Portanto a otimizacdo da sonicacéo fez-se necessaria anteriormente ao inicio dos
procedimentos para imunoprecipitacdo da cromatina, e o tempo de 35 minutos de
sonicagéo foi escolhido por apresentar um melhor padrédo de fragmentagao (Figura 7).
Embora seja possivel observar um arraste de DNA acima de 850 pb, a maior concentracéo
de fragmentos encontra-se na faixa de 500-600 pb, ideal para a realizacdo das etapas

subsequentes.

Figura 7. Padréo da fragmentacdo das amostras de ChIP ap6s 35 minutos de sonicagao.
(M) Marcador de comprimento (1 kb PID&NA Ladder, Invitrogen)(1-4) Amostras

fixadas de protoplastos transformados com o vetor pK7F\{B3).Amostras fixadas de
protoplastos transformados com a constru¢cdo pGWB405-CRP.

27



Amplificacdo de SNC1 por PCR convencional

Duas amostras sonicadas foram imunoprecipitadas utilizemdo: anticorpo
especifico para GFP, proteina que se encontra fusia@i®B na construcdo pGWB405-
CRPe que é expressa de forma livre a partir do vetor pK7FWG2. Outras duas amostras
contendo pGWB405RP e pK7FWG2 foram imunoprecipitadas utilizando-se um
anticorpo nao relacionado, coelho-anti-IgG de camundongo. &@R¥ seja capaz de
se ligar a alguma regido do DNA e portanto fixar-se a ele, o anticorpo anti-GFP
reconhecea seu antigeno (GFP) fusionado a CRP, e as esferas de sepharose precipitariam
0os complexos anticorpo-proteina-DNA presentes na solugdo. Ja o anticorpo de coelho
anti-lgG de camundongo seria incapaz de reconhecer os complexos [IdNAingtie
nao seriam portanto precipitados. Em protoplastos transformados com o vetor pK7FWG2
haveria expressao de GFP livre. Como GFP nédo atua como fator de transcrigdo, nao
haveria ligacdo ao promotor do ge®¥C1. Logo, ndo deveria haver precipitacdo de
complexosDNA-proteina, mas apenas da proteina livre.

As amostras imunoprecipitadas foram utilizadas para amplificacao utilizando-
os oligonucleotideos TR2promSNC1 FW e RV, especificos para a regido promotora do
geneSNC1 (Tabela 1). O resultado da amplificagdo por PCR convencional foi analisado
em gel de agarose 2% (Figuna 8

Um controle positivo para a amplificacdo de amostras de ChIP, que seria um
complexo proteina-DNA que reconhecidamente interage, € dificil de ser obtido. Portanto
foram utilizados DNA gendmico de soja e umastna “input’ como controles positivos
Em ambas pode-se verificar a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 90 pb,
confirmando a presenca &mSNC1 no genoma da soja e nas amostras utilizadas no
experimento de ChIP anteriormente a imunoprecipitacao (Figura 9). Quanto as amostras

imunoprecipitadas com o anticorpo nédo relacionado (anti-lgG) e a amostra contendo
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pK7FWG2 imunoprecipitada com anti-GFP, ndo se observou amplificac&blClie

conforme esperado (Figura 9).

[E—
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Figura 8. Amplificacdo das amostras imunoprecipitadas utilizando-se oligonucleotideos
especificos para a regido promotora deegC1. (M) Marcador de comprimento (1 kb
DNA Ladder, Invitrogen)(1) Amostra sem DNA (controle negativg}) DNA genémico

de soja. (3) Amostra “input’. (4) Amostra transformada com pK7FWG2 e
imunoprecipitada com anti-lgG(5) Amostra transformada com pK7FWG2 e
imunoprecipitada com anti-GFR6) Amostra transformada com pGWB405-CRP
imunoprecipitada com anti-lgG(7) Amostra transformada com pGWERP e
imunoprecipitada com anti-GFP. Observa-se a amplificacdo de uma banda com
aproximadamente 90 pb correspondente ao fragmento do promotora8N\§&hnas
canaletas 2, 3 e 7, e a amplificacdo de uma banda inespecifica na canaleta 7.

Por fim, na amostra contendo pGWB40BP e imunoprecipitada com anti-GFP
houve amplificacdo de uma banda de 90 pb correspondente ao promotor &@&ne
(Figura 9), confirmandsea formagéo de um complexo DNA-proteina entre a CRP do
CPMMV e a regiao promotora do gene. Observou-se ainda a amplificacdo de uma banda

inespecifica de tamanho inferior a 90 pb. Essa banda pode corresponder a outro fragmento
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da regido promotoraum cis elemento, ou a outra regido do genoma da soja com a qual
a CRP interage. Sua identificacdo deverd ser realizada por meio de sequenciamento.

Estudos realizados anteriormente verificaram que a CRP do CPMMV possui
localizagdo nuclear (Carvalho, 2016) e capacidade de transativacdo (dados néo
publicados). Além disso, observou-se que o gaW€Ll encontrava-se reprimido em
protoplastos de soja transformados co@RP de um isolado atenuado do virus (dados
nao publicados). Em conjunto com esses resultados anteriores, a confirmacéo da interacao
in vivo entrea CRPe o promotor do gen8NC1 sugere que a CRP do CPMMYV é capaz
de atuar como fator de transcricdo possivelmente reprimindo a expressao 8d@kne

O produto da transcri¢cdo do geBdC1 € uma proteina R do tipo TIRB-LRR,
cuja funcéo estd associada a percepcao de patdégenos e ao acumulo de acido salicilico,
ativando vias de defesa dependentes desse hormonio. Respostas de defesa mediadas por
acido salicilico podem culminar na resposta de hipersensibilidade, caracterizada pela
rapida morte celular ao redor do sitio de infec¢ao pelo patégeno, de modo a restringir sua
propagacédo (Alazem e Lin, 2015). Essa morte celular pode evoluir para um sintoma de
necrose (Komatset al., 2010).

Em estudos realizados por Barbosa (2016) obsesgque em plantas infectadas
por um isolado do CPMMV causador de necrose havia elevada expressao 8¥fene
Portanto g razoavel supor que uma vez ativd@C1 possa participar de vias de defesa
que levam a morte celular e restricdo do patdgeno ao seu sitio de infec¢cédo. Por outro lado,
em plantas infectadas por um isolado atenuado do virus, € possivel que essa proteina
reprima a transcricdo do geS&C1. Dessa forma, as vias de defesa moduladas por esse
gene seriam desativadas, atenuando os sintomas induzidos pelo virus.

Os virus sdo capazes de se adaptar ao seus hospedeiros modificando o

metabolismo celular de forma a suprimir as defesas desencadeadas pelo hospedeiro
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Normalmente essa adaptacdo é derivada de alteracdes no genoma do patdgeno afetando
o aadmulo viral ou sua transmissdo (Agudelo-Ronetra., 2008).

Estudos realizados com Tmbacco etch virus (TEV) em Arabidopsis thaliana
verificaram uma grande diferenca entre a expressao génica do hospedeiro infectado com
um isolado “ancestrél e um mais adaptado. A principal diferenga observada foi a
auséncia de expressdo de genes envolvidos em estresse e resposta ao patdogeno durante
infec¢@o pelo virus mais adaptado, sugerindo que a selecdo favoreceu estratégias virais
para escapar das defesas do hospedeiro (Agudelo-Renakr2008).

No que concerne o CPMMV, em experimento realizado por Zanardo (2017)
verificou-se que apos inoculagbes sucessivas de um isolado severo em plantas de soja
ocorreu uma mudanga nos sintomas, que passaram de severos para atenuados. Essa
reducéo da viruléncia foi associada a polimorfismos na ORF1, embora uma relagéo causal
nao tenha sido estabelecida de forma definitiva.

Embora a CRP do CPMMV aparentemente ndo esteja ligada diretamnente
alteracOes de sintomas, sua atuacao como fator de transcricdo pode estar relacionada a
ativacéo e,ou desativacao de determinadas vias de defesa, favorecendo a infeccéo viral.
Para melhor compreender o papel da CRP nesse processo, alguns experimentos devem
ser realizados futuramente.

Primeiramente, é necessario verificar $&&RPdo isolado necrético de CPMMV
também é capaz de atuar como fator de transcricdo, ndo sendo essa uma caracteristica
exclusiva de isolados atenuados (supostamente mais bem adaptados ao hospedeiro).
avaliacdo da sua capacidade de ligacdo ao promot8NG@&, bem como de outros
possiveis genes, € importante para a compreensédo do seu papel na infeccédo viral e na

ativacao de vias de defesa.
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Sabe-se qu&NC1 ativa a expressao de genes relacionados a patogenjcidade
como PR1, PR2 e PR5, e favorece o acumulo de acido salicilido €t al., 200%
Maldonadoet al., 2014). Seria interessante investigar o nivel de expressao desses genes
em plantas infectadas pelos isolados necrético e atenuado do virus, bem como o acimulo
de acido salicilico. Essas informagdes, aliadas ao silenciame8iCdepossibilitariam
aassociacdo das funcdes desse gene na ativacado de vias de defesa, e também de como a
sua repressao por CRP repercute na resposta da planta ao CPMMV.

Estudos realizados no Laboratério de Virologia Vegetal Molecular, na
Universidade Federal de Vicosa, propdéem que a CRP também possui capacidade de
suprimir o silenciamento génico desencadeado pelas plantas (S.L. Carvalho e C.M.
Carvalho, dados néo publicados). Novos experimentos S0 necessarios para corroborar o
seu papel como supressora de silenciamento.

Por fim, o sequenciamento das amostras de ChIP faz-se necessario, de forma a
identificar outros possiveis sitios de ligacdo da prot€RB do CPMMYV, avaliando a
sua capacidade de modular a expressao de outros genes do hospedeiro. O amplo
entendimento das funcbes da CRP é de grande importancia para a elucidacao do seu papel
no estabelecimento da infeccdo viral, possibilitando o desenvolvimento de novas

estratégias de controle da doenca.
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APENDICE

Protocolo para ChIP de protoplastos de soja

Parte 1: Coleta e fixacdo do tecido vegetal para ChlIP

No pellet dos protoplastos, adicionar 2 ml de PBS 1x gelado e centrifugar por 2
min a 100 g.

Na capela retire o sobrenadante e adicione 2 ml de PBS 1x com 1% de
formaldeido para realizar o crosslink da proteibkilizando o formaldeido a

37%, coloque 27Qul de formaldeido para 10 ml de PBS Ix

Infiltrar os protoplastos a vacuo (200 Pa), sem exceder o tempo maximo de 15
min de exposicdo ao formaldeido. O primeiro vacuo deve ser aplicado por 1,5 min
(ou interrompido quando houver formacédo de bolhas). O segundo vacuo sera
aplicado por 1 min e o terceiro, também por 1 min.

Centrifugue por 2 min a 100 grea capela retire o sobrenadante.

Adicione 2 ml de solucéo de glicina 0,125 M e aplicar novo vacuo por 1,5 min. O
tempo de exposicao a glicina deve ser de 5 min. (Adicione 1,25 ml da solucao de
glicina 1 M para ter 10 ml de solucdo a 0,125 M).

Centrifugar por 2 min a 100 g e retirar o sobrenadante na capela.

Lavar o pellet 2x com 2 ml de PBS 1x. Centrifugue e retire o sobrenadante.
Coloque os tubos em nitrogénio liquido.

Guardar o tubo com o pellet a -80°C.

Parte 2: Isolamento nuclear e “corte” da cromatina

ADICIONAR INIBIDOR DE PROTEASE 1X E 40 Mm DE 2-

MERCAPTOETANOL NA SOLUCAO DE EXTRACAO DE NUCLEO.

RESFRIAR A CENTRIFUGA A 4°C.

Pegar o material anteriormente fixado no -80°C e levar para bancada em
nitrogénio liquido.

Macerar o pellet congelado e adicionar 400 ptashapdo de extragéo nucleae
macerar novamentgdo deixar a amostra esquentar!

Centrifugar por 5 min a 10.000 g a 4°C. Remova o0 sobrenadante e ressuspenda o
pellet em 75 ul deampéo de lise nuclear

Mantenha a amostra no gelo por 30 min vertendo ocasionalmente. Add 125 ul de
ChIP dilution buffer SEM Triton .

Sonicar por 35 minutos.

Adicionar ao mesmo tubo, 123 pl de ChlIP dilution buffer WITH Triton X-100 e
12, 30 ul de Triton X-100 22%, para uma concentracao final de Triton X-100 de
1,1%.
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7- Centrifugar a maxima rotacao (16000 g) por 5 min a 4°C. Transfira 0 sobrenadante
para um novo tubo de 2 ml. Repita 0 passo novamente para remover o maximo de
pellet possivel. Transferir 20 pl da solugdo para um novo tubo e guarde a -20°C.
Essa aliquota servira conmgput para fazer uma PCR e confirmar a presenca do
promotor de interesse.

Parte 3: Pré-clearing

8- Adicionar 10 pl de Beads A-Sepharose por tubo (na amostra original) e incubar
por 1,5 h a 4°C com rotag&o.
9- Centrifugar por 3 min a 900 g e transferir o sobrenadante para um novo tubo.

Parte 4: Imunoprecipitacao incluindo passo de incubacao overnight

10-Adicione 4 pl do anticorpo e deixe incubamaernight sob agitacédo a 4°C.
11-Para que a imunoprecipitacdo capture os complexos DNA-proteina, adicione 40
pl de Beads A-Sepharose por tubo e incube por 4h a 4°C sob rotacéo.

Parte 5: Lavagens

12-Centrifugue os tubos a 900 g por 3 min a 4°C e remova o sobrenadante passando
para outro tubo e guardando para verificar a sonicacao posteriormente.
13-Laveo pellet1x com 500 ul déow Salt Wash Buffer gelado com rotacéao por
5 min a 4°C.
14-Centrifugar a 900 g por 3 min e descarte o sobrenadante.
15-Lave o pellet uma vez com 500 ulidegh Salt Wash Buffer gelado e mantenha
sob rotacao por 5 min a 4°C.
16-Centrifugue a 900 g por 3 min e descarte o sobrenadante.
17-Lave o pellet 1x com 500 pl de solucaoGlereto de Litio 250mM e mantenha
sob rotacao por 5 min a 4°C.
18-Centrifugue a 900 g por 3 min e descarte o sobrenadante.
19-Lave uma vez com 200 ul d& 0,5M gelado, rotacionando por 5 min a 4°C.
20-Centrifugue a 900 g por 3 min e descarte o sobrenadante.
21-Adicione ao pellet 50 ul ddluclei Lysis Buffer e incube por 30 min a 65° para
separar a amostra das beads.
22-Centrifugue a 900 g por 3 min, remova o sobrenadagi@rele-oem outro tubo.
23-Sobre o pellet, adicione 25 pl do tampé&o de eluipdaléi Lysis Buffer) e
incube novamente por 30 min a 65°C.
24-Centrifugue a 900 g por 3 min, remova o sobrenadante e junte com o sobrenadante
do passo 22. O pellet é todo de beads agora.

Parte 6: Reversao do crosslinking

25-Adicione 80 pl de Nuclei Lysis Buffer ao input reservado para PCR no passo 7
(parte 2) para um total de 100 pl.
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26-Adicione 6 pl de NaCl 5 M ao input e as amostras do ChlP. Mantenha incubado
overnight a 65°C para reversao do crosslink.

Parte 7: Purificacdo de DNA (Kit QlAprep Spin Miniprep - Qiagen)

27-Adicione 550 pl de Buffer PB em cada tubo.

28-Coloque as amostras no shaker por 30 min a temperatura ambiente.

29-Transfira a amostra para uma coluna de purificacdo de DNA e centrifugue por 1
min a 16000 g.

30-(Opcional) Repasse a amostra na coluna e centrifugue novamente. Descarte o
filtrado.

31-Adicionar 750 pl de Buffer PE na coluna e centrifugar por 1 min a 16000 g.

32-Descartar o filtrado e centrifugar novamente por 1 min a 16000 g para remover
todo o restante de Buffer PE.

33-Coloque a coluna em um tubo novo de 1,5 ml e adicione aproximadamente 25 ul
de 4gua (“boa e quente”), deixe por Smin e centrifugue por 1 min a 16000 g.

34-(Opcional) Repasse o liquido pela coluna e centrifugue novamente.

35-Mantenha o eluato e guarde a -20°C por até um méblao dilua antes de
guardar.
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