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RESUMO

SILVA, Fabio Nascimento da, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Interacdes intra- e intermoleculares dos begomovirus e seus efeitos na adaptacao viral
e na maquinaria celular do hospedeiro Orientador: Francisco Murilo Zerbini Janior.
Co-orientadores: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Poliane Alfenas Zerbini.

Os begomovirus (familiaGeminiviridag possuem um ou dois componentes
gendmicos, infectam plantas dicotiledéneas e s&o transmitidos naturalmente pela mosca-
brancaBemisia tabac{Homoptera:Aleyrodidae). Os begomovirus causam doencas de grande
importancia econbmica em diversas culturas, principalmente em regibes tropicais e
subtropicais. No Brasil, um complexo viral composto por pelo menos oito espécies, incluindo
o0 Tomato rugose mosaic virldoRMV), Tomato severe rugose Vvir$oSRV) e Tomato
yellow spot virus(ToYSV), é responsavel por grandes perdas na cultura do tomaeiro.
sequéncia completa dos DNBsdo ToSRV e ToRMV apresenta identidade de 98%, e a
elevada identidade de sequéncia da regido comum (P&aea que os dois virus podem
compartilhar o mesmo DNA-B. Para o estabelecimento de uma infeccdo viral &€ necessaria
uma seérie de interacdes entre proteinas dos begomovirus e do hospedeiro. Neste trabalho,
foram conduzidos experimentos com o0s objetivos de: (1) analisar a importancia da
recombinacdo e da pseudo-recombinagédo na geragcdo de variabilidade e na adaptacdo ao
hospedeiro dos begomovirus ToRMV e ToSRV; (2) analisar o envolvimento de APC7 e
APC10, dois componentes do complexo promotor da anafase, na replicacdo de begomovirus;
(3) detectar e caracterizar proteina(s) do hospedeiro que interagem com a MP do begomovirus

ToYSV. Para o primeiro objetivo, plantas Mebenthamiandoram inoculadas com todas as
Vil



combinacdes possiveis entre 0 DNA-A e o DNA-B do ToRMV e do ToSRV. Andlises de
recombinacdo e das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos entre TORMV e ToSRV
também foram realizadas. Os resultados indicaram que o ToORMV apresenta uma origem
recombinante e pseudo-recombinante, e que o ToRMV exerce uma interferéncia negativa
sobre o ToSRV. Para o segundo objetivo, planta&rdbidopsis thalianasuperexpressando
APC7 ou APC10 e diferentes mutantes para APC7 foram inoculadas com o begomovirus
Cabbage leaf curl virugCaLCuV) e o acumulo de DNA viral foi estimado em plantas
infectadas, aos 14 e 28 dias poés-inoculacdo (dpi). Os resultados indicaram que APC7 e
APC10 afetam o acumulo do CaLCuV, e que tanto a regido N-terminal quanto a C-terminal
de APC7 estdo envolvidas neste efeito. Para o terceiro objetivo, folhds bdathamiana

foram agroinfiltradas com a construcéo "isca" NTM®; e 48 horas apds a agroinfiltracao
estas folhas foram coletadas para extracdo e purificacdo do heterocomplexo protéico.
Entretanto, esse ensaio de expressao transiente em foliNsbdathamianando permitiu
detectar interag6es entre a proteina MP do ToYSV e proteina(s) do hospedeiro.
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ABSTRACT

SILVA, Féio Nascimento da, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, February,|2041.
and intermolecular interactions of begomoviruses and their effects on viral
adaptation and on the host cellular machinery.Adviser: Francisco Murilo Zerbini
Janior.Co-advisers: Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Poliane Alfenas-Zerbini.

Begomoviruses (familyGeminiviridag have one or two genomic components, infect
dicotyledonous plants and are naturally transmitted by the whitB#ynisia tabaci
(Homoptera: Aleyrodidae). Begomoviruses cause diseases of major economic importance in
many crops, especially in tropical and subtropical regions. In Brazil, @ eomplex
composed of at least eight species, includinghato rugose mosaic viroRMV), Tomato
severe rugose viru¢ToSRV) andTomato yellow spot virugToYSV), is responsible for
losses in tomato. The complete DNA-B sequencdoBMV and ToSRV show an identity of
98.2% and the high identity of their common region sequeE@&e26) indicates that the two
viruses may share the same DIBA+or the successful establishment of a viral infection,
several interactions are required between begomovirus and host proteins. In this work,
experiments were conducted with the following objectives: (1) to analyze the imporfance o
recombination and pseudorecombination in the generation of variability and adaptation to the
host of TORMV and ToSRV; (2) to examine the involvement of two components of the
anaphase-promoting complex (APC7 and APC10) in begomovirus replication; (3) to detect
and characterize host proteins which interact with the ToYSV movement protein, MP. For the
first objective,Nicotiana benthamianglants were inoculated with all possible combinations

of ToRMV and ToSRV DNA-A and DNA-B. Additionally, recombinationard
iX



nucleotide/amino acid sequence comparisons between ToORMV and ToSRV were performed.
The results indicate that TORMV has both a recombinant and pseudorecombinant origin, and
that TORMV exerts a negative interference over ToSRV. For the second objective,
Arabidopsis thalianglants overexpressing APC7, APC10 and different APC7 mutants were
inoculated with Cabbage leaf curl virugCalLCuV), and viral DNA accumulation was
estimated in plants at 14 and 28 days post-inoculation (dpi). The results indicate that APC7
and APC10 negatively affect CaLCUMNA accumulation, and that both the N-terminal and
C-terminal portions of the APC7 protein are involved in this effect. For the third objective,
leaves ofN. benthamianavere agroinfiltrated with the "bait" construct NTAMP, and 48

hours after agroinfiltration the leaves were collected for extraction and purification of protein
heterocomplegs However this transient expression assay in leavebl.obenthamiandailed

to detect interactions between ToYSV MP and host proteins.



INTRODUC AO

A familia Geminiviridaeengloba virus com genoma composto por uma ou duas fitas
simples de DNA circular, encapsidados em uma particula icosaédrica geminada. A familia é
dividida em quatro géneroMastrevirus Curtovirus Begomoviruse Topocuviru$, de acordo
com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizacdo do genoma e relacionamento
filogenético (Stanlegt al, 2005).

Os begomovirus possuem um ou dois componentes gendmicos, infectam plantas
dicotiledoneas e sdo transmitidos naturalmente pela mosca-biAagasia tabaci
(Homoptera:Aleyrodidae). Os begomovirus do "Velho Mundo" (Europa, Asia e Africa)
apresentam um ou dois componentes gendmicos e frequentemente estdo associados a DNAs
satélites (Mansooet al, 2003). Por outro lado, begomovirus encontrados no "Novo Mundo"
apresentam dois componentes gendmicos (denominados DNA-A e DNA-B), e até
recentemente acreditava-se que nao estavam associados a DNAs satélites. Entretanto, dois
trabalhos recentes relataram a associacdo entre begomovirus e alfassatélites no Brasil e na
Venezuela (Paprotket al, 2010; Romayt al, 2010).

Os begomovirus possuem grande importancia econdmica, principalmente em regides
tropicais e subtropicais, sendma das maiores ameacgas a agricultura nestas regides (Morales
& Anderson, 2001; Moncet al, 2002; Briddon, 2003; Weret al, 2004). No Brasil, a
incidéncia e os danos causados Portabaci aumentaram exponencialmente a partir da
década de 70, em associacdo ao grande aumento da area plantada com soja. A soja é umr
excelente hospedeiro d& tabacj e sofre poucos danos com a presenca da praga. A néo
adocao de medidas de controle permite que as populac¢des de insetos atinjam niveis altissimos,

com a posterior migracao para outras plantas apés a colheita da soja. Esse contexto levou a
1



disseminacgdo do begomovimsan golden mosaic virlBGMV), agente causal do mosaico
dourado do feijoeiro, nos plantios de feijoeiro cultivados préximos as regides produtoras de
soja (Costa, 1975). O mosaico dourado continua causando grandes prejuizos a cultura do
feijoeiro em pelo menos 12 paises da América Latina (Fetrial, 2000; Morales &
Anderson, 2001).

Curiosamente, o aumento populacionalBleabaciobservado no Brasil durante as
décadas de 1970 e 1980 nao levou a disseminacdo de begomovirus na cultura do tomateiro,
provavelmente porque o biétipo predominante naquela época (biodtipo A) é pouco adaptado ao
tomateiro. Na América Central e no Caribe predominava entdo o biétipo B (Brown & Bird,
1992). Ao contrario do biétipo A, o bidtipo B possui maior gama de hospedeiros e € altamente
adaptado para alimentacéo e oviposicdo em plantas de tomateiro, aumentando a probabilidade
de transmissdo de begomovirus para essa cultura (Sceuaterl990). De fato, a partir do
final da década de 1980 perdas consideraveis foram relatadas na cultura do tomateiro na
Flérida, no méxico e em paises da América Central e do Caribe devido a infeccao por
begomovirus (Brown & Bird, 1992).

O bidtipo B deB. tabacifoi relatado pela primeira vez no Brasil no inicio da década

de 1990 (Melo, 1992), e devido a suas caracteristicas de maior adaptabilidade se disseminou
rapidamente pelas regides quentes e secas do pais (Lourencdo & Nagai, 1994). A partir de
entdo, sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus em tomateiros foram relatados no
Distrito Federal (Ribeircet al, 1994), Triangulo Mineiro (Rezendst al, 1996; Zerbini,
1996), Sédo Paulo (Fariat al, 1997), Rio de Janeiro (Galvat al, 1998) e na regido
Nordeste, incluindo o estado da Bahia (Rib&itaal, 1996) e a regido do Sub-Médio Séo
Francisco, entdo a principal regido produtora de tomate para processamento industrial no
Brasil (Bezerraet al, 1997). A explicacdo mais provavel para o rapido surgimento e
disseminagdo de begomovirus na cultura do tomateiro € a colonizacdo de plantas silvestres e
daninhas pelo bidtipo B d®. tabacj possibilitando que virus nativos presentes nestas plantas
sejam transferidos para o tomateiro. A presenca de diferentes begomovirus em um mesmo
hospedeiro em infecgbes mistas aumenta a probabilidade de eventos de recombinacdo e/ou
pseudo-recombinacgéo entre componentes do genoma viral, o que pode levar ao surgimento de
novas estirpes ou espécies mais adaptadas ao novo hospedeiro (Hou & Gilbertson, 1996; Pita
et al, 2001; Chakrabortgt al, 2008).

A caracterizagdo inicial das espécies de begomovirus associadas as epidemias em

tomateiro nas regides produtoras brasileiras revelou uma grande diversidade genética
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(Ambrozeviciuset al, 2002; Ribeircet al, 2003), com a descricdo de novas espécies como 0
Tomato rugose mosaic viruldoRMV) (Fernandest al, 2006), Tomato chlorotic mottle

virus (ToCMoV) (Ribeiroet al, 2007)e Tomato yellow spot viruglfoYSV) (Calegaricet al,

2007), todas presentes no estado de Minas Gerais. Levantamentos realizados nos ultimos
cinco anos (Castillo-Urquizet al, 2007; Cotrimet al, 2007; Fernandest al, 2008) indicam

que determinadas espécies tornaram-se prevalentes em diferentes regides do pais. Por outrc
lado, Castillo-Urquizaet al. (2008) relataram seis novas espécies em tomateiros e em plantas
daninhas, indicando que novas espécies continuam emergindo e reforcando a hipétese de que
plantas silvestres ou daninhas sdo reservatorios naturais da diversidade genética de
begomovirus no Brasil.

O surgimento de novas espécies esta relacionado com eventos de mutacéo,
recombinacao e pseudo-recombinacédo. Infeccbes por mais de um begomovirus sdo comuns no
campo, favorecendo a recombinacgéo e a pseudo-recombinacdo (Padamlamh999; Pitaet
al., 2001; Galvaet al, 2003; Bullet al, 2007; Chakrabortgt al, 2008; Davincet al, 2009;

Patil & Fauquet, 2009). Um recombinante entfeomato yellow leaf curl viruTYLCV) e o

Tomato yellow leaf curl Sardinia viru¢TYLCSV) apresentou uma maior gama de
hospedeiros quando comparado aos parentais e tornou-se prevalente na EspanleagMonci
2002). Em Uganda, um recombinante emffacan cassava mosaic VirUllA\CMV) e East

African cassava mosaic vir(lEACMV) apresentou maior agressividade e viruléncia quando
comparado aos parentais. Este recombinante foi responsavel por uma severa epidemia na
cultura da mandioca nesta regido ao longo da década de 1990 (Hetrépth997; Zhouet

al., 1997).

No Brasil, 0 TORMV e olomato severe rugose Vir$oSRV) séo frequentemente
encontrados no campo infectando plantac6es de tomate. A sequéncia completa dos DNAs-B
do ToSRV e ToRMV apresenta identidade de 98%, e a elevada identidade de sequéncia da
regido comum (97,5%) indica que os dois virus podem compartilhar o n#s$AB (Silva
et al, 2010). Ribeircet al (2007) sugerem que um evento de recombinacéo recente entre
ToSRV e ToCMoV gerou o ToRMV, o qual teria capturad®dA-B do ToSRV. Dessa
forma, a origem do ToRMV envolveria tanto a recombinagéo quanto a pseudorecombinacéo.

Além do ToRMV e do ToSRV, um outro begomovirus descrito em tomateiros em
Minas Gerais e que possui propriedades bioldgicas e moleculares interessantes € o0 TOYSV.
Apesar de ter sido isolado de tomateiro, suas caracteristicas moleculares e filogenéticas sédo
mais semelhantes as de begomovirus isolad&ddesp., como &ida mottle virugSiMoV),

3



Sida yellow mosaic virugSiYMV) e Sida micrantha mosaic virulSimMV) (Fernandegt
al., 1998; Jovekt al, 2004; Andradeet al, 2006). Essa relacao é especialmente evidente ao
se compararem as sequéncias de aminoacidos das proteinas responsaveis pelo movimentc
viral na planta, NSP ("nuclear shuttle protein”) e MP ("movement protein"”), do ToYSV e do
isolado B3 do SiMoV: o nivel de identidade € superior a 90%. Essas observacdes sugerem
que o ToYSV pode ser originalmente um virus que infecBida transferido para o
tomateiro pelo inseto vetor. Além do seu papel direto no movimento viral, as proteinas MP e
NSP estdo envolvidas na adaptacdo de begomovirus ao hospedeiro e na inducao de sintomas
(Pettyet al, 1995; Schaffeet al, 1995; Pettyet al, 2000).0 ToYSV causa sintomas severos
em tomateiro e em hospedeiros experimentais, chinotiana benthamiana Nicotiana
glutinosa(Ambrozeviciuset al, 2002; Andradet al, 2006). A severidade de sintomas pode
estar associada, ao menos parcialmente, com o tropismo de tecido deste virus, uma vez que
em N. benthamiana ToYSV é capaz de infectar, além do floema, as células do mesofilo
(Alves-Junioret al, 2009).

Assim como outros processos do ciclo de infeccdo viral, a replicacdo dos begomovirus
€ dependente de fatores do hospedeiro. Conforme revisado por ézutieal. (2004), a
proteina PCNA, envolvida na replicacdo de DNA, tem sua expressdo aumentada em células
expressando a proteina Rep Tlmmato golden mosaic virld GMV). Este efeito pode ser
devido a interferéncia no controle da transicdo da fase G1 para S do ciclo celular, pois a
proteina Rep interage com a proteina retinoblastoma, a qual controla a transicdo da fase G1
para a fase S (Kongt al, 2000). Além disso, fatores envolvidos na regulacéo do ciclo celular
e replicacdo de DNA erA. thaliang como por exemplo as cinases GRIK1 e GRIK2, a ciclina
CYCD3;1, e os fatores transcricionais E26B2FD/DEL2 (Sheret al, 2009; Sozzanet al,
2010) séao diferencialmente expressos durante a infeccdo por begomovirus (Ascencio-lbanez
et al, 2008).

A participacdo do complexo promotor da anafase ("anaphase promoting complex”,
APC) na ubiquitinizacéo para posterior degradacao de proteinas regulatorias do ciclo celular
(Eloy et al, 2006; Fulopet al, 2005) sugere um possivel papel deste complexo na infeccéo
por begomovirus. Estudos investigando o efeito deste complexo sobre a infeccdo por
begomovirus sdo necessarios e podem fornecer informacfes para a obtencdo de plantas
resistentes, e também reforcar a interagdo begomovirus/hospedeiro como uma ferramenta no

estudo de processos celulares basicos como o ciclo celular.



Para o estabelecimento da infecgdo sistémica é necessaria também a interacdo entre
fatores virais e do hospedeiro que possibilite os movimentos célula-a-célula e a longa
distancia (Sanderfoot & Lazarowitz, 1998)proteina de movimentdP) € essencial para o
movimento célula-a-célula dos begomovirus com genoma bissegmentado (Nziuairy
1994; revisado por Rojat al, 2005). No entanto, poucos trabalhos demonstraram interacéo
direta desta proteina com fatores do hosped&renz et al, 2010; Lewis & Lazarowitz,

2010). A identificacéo e o estudo de proteinas da planta que interagem direta ou indiretamente
com a MP contribuirdo para o melhor entendimento do processo de infeccédo viral e da
interacdo begomovirus-hospedeiro.

Este trabalho teve como objetivos: (i) analisar a importancia da recombinacéo e da
pseudo-recombinacdo na geracdo de variabilidade e na adaptacdo ao hospedeiro dos
begomovirus ToORMV e ToSRV; (ii) analisar o envolvimento de APC7 e APC10, dois
componentes do complexo APC, na replicacdo de begomovirus; (iii); detectar e caracterizar
proteina(s) do hospedeiro que interagem com a MP de begomovirus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A familia Geminiviridae

A familia Geminiviridaeé composta de virus que infectam plantas caracterizados pela
morfologia de particulas icosaédricas geminadas e genoma composto por DNA de fita simples
circular (Hanley-Bowdoinet al, 1999). A familia é subdividida em quatro géneros,
Mastrevirus Curtovirus Topocuviruse Begomovirus que diferem entre si pelo nimero de
componentes do genoma (um ou dois), tipo de inseto vetor (cigarrinha ou mosca-branca)
gama de hospedeiros (monocotiledéneas ou dicotileddneas) e relacionamento filogenético
(Stanleyet al, 2005). O génerMastrevirusengloba os geminivirus que apresentam apenas
um componente genbmico e sdo transmitidos por diversas espécies de cigarrinhas
(Homoptera:Cicadellidae) a plantas monocotileddneas. A espécie tipMaa® streak virus
(MSV). O génerdCurtovirusinclui geminivirus com um componente gendmico transmitidos
por diferentes espécies de cigarrinhas (Homoptera:Cicadellidae) a plantas dicotiledoneas. O
Beet severe curly top virfBSCTV) € a espécie-tipo e a mais importante economicamente. O
géneroTopocuviruspossui apenas uma espécie, denomiffamaato pseudo-curly top virus
(TPCTV), com um componente gendémico e transmitido pela cigarkiitratalis malleifera
(Homoptera:Auchenorrhyncha) a espécies dicotiledoneas. O g&sgomoviruspossui
espécies que apresentam um ou dois componentes gendmicos transmitidas pelos diferentes
biotipos deBemisiatabaci a plantas dicotiledéneas (Stanley al, 2005). Esse género
apresenta o maior numero de espécies da faféminiviridae Entre os begomovirus de
maior importancia econémica pode-se citdBean golden mosaic viryBGMV), o African

cassava mosaic VirlACMV) e o Tomato yellow leaf curl viruTYLCV) (Pitaet al, 2001;
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Monci et al, 2002; Potteet al, 2003). Atualmente, mais de 180 espécies de begomovirus ja
foram descritas, incluindo mais de 60 espécies que podem infectar o tomateir@{Etalu
2008).

Os begomovirus, em sua maioria, possuem genoma dividido em dois componentes
denominados DNA-A e DNA-B, ambos com aproximadamente 2.600 nucleotideos. No DNA-

A encontram-se os genes codificadores das proteinas responsaveis pela replicacdo viral e
encapsidacdo. O DNA-B possui genes codificadores das proteinas de movimento célula-a-
célula ea longa distancia do virus na planta (revisado por Rejaal, 2005). Ambos os
componentes sdo necessarios para a infeccao sistémica de plantas, e com excecdo da regia
intergénica de aproximadamente 200 nucleotideos, denominada regido comum (RC), os dois
componentes ndo apresentam identidade em suas sequéncias de nucleotideos. A RC contém
origem de replicacdoofi) dos begomovirus, que inclui diversos elementos de sequéncia
altamente conservados entre as diferentes espécies do géqerosdo reconhecidos pela
proteina Rep (Arguello-Astorget al, 1994a; Fontest al, 1994). A partir da regido comum
divergem os genes virais no sentido viral e complementar (Stanley, 1983). Desta forma, a
transcricdo é bidirecional em cada componente, com um gene sendo transcrito no sentido viral
e trés ou quatro no sentido complementar para o DNA-A, ao passo que no DNA-B uin gene
transcrito no sentido viral e outro no sentido complementar (Figura 1).

As espécies do géne®egomovirustém o potencial de codificar quatro ou cinco
proteinas no DNA-A: uma proteina associada a replicac&d, (Replication-associated
proteirt’, anteriormente denominada AC1 ou AL1), com propriedades de ligacdo a acidos
nucléicos, endonuclease, ATPase e iniciadora do mecanismo de replicacdo por circulo rolante;
uma proteina transativadora (TrARrahs-ativating potein’, anteriormente denominada
AC2 ou AL2) um fator transcricional que funcioimetrans para ativar a transcricao dos genes
CP e NSP e gque também atua como supressora de silenciamento (Veinakt 1999); a
proteina EEN ("replication-@hancer protein”, anteriormente denominada AC3 ou AL3), fator
acessorio (ndo essencial) de amplificacao da replicacéo viral; e a proteina capsidiadCP, "c
protein”, anteriormente AV1 ou AR1), essencial para a transmisséo do virus pelo inseto vetor.
Alguns begomovirus codificam a proteina AC4, que também esta envolvida na supressao de
silenciamento génico (Vanitharamt al, 2004). O DNA-B codifica as proteinas MP

("movement  _potein”, anteriormente BC1 ou BL1), envolvida no



BC1
BV1

Figura 1. Representacdo esquematica do genomaBean golden yellow mosaic virus
(BGYMV), espécie-tipo do génerBegomovirusOs circulos representam o genoma viral,
com dois componentes (DNA-A e DNA-B) de aproximadamente 2.600 nucleotideos cada.
Uma sequéncia de aproximadamente 200 nucleotideos denominada regido comum (CR)
contém a origem de replicagdo viral, com uma estrutura em forma de grampo caracteristica
contendo a sequéncia invariavel de nove nucleotideos (TAATATT |AC), conservada em todos

os membros da famili@eminiviridae A seta (]) indica o sitio de inicio da replica¢do do

DNA viral por circulo rolante. As setas azuis e vermelhas indicam 0s genes virais e a direcao
em que ocorre a transcricdo (viral e complementar, respectivamente). Reproduzido de
Gutierrezet al (2004).

movimento célula-a-célula do virus por meio do aumento do limite de exclusdo dos
plasmodesmas, e a proteina NSRu¢fear_siuttle protein”, anteriormente denominada BV1

ou BR1), responsavel pelo transporte do DNA através do envelope nuclear (revisado por
Hanley-Bowdoiret al,, 1999).

Até 1990 apenas begomovirus com genoma bissegmentado haviam sido descritos,
porém, com a caracterizacdo domato yellow leaf curl viru¢TYLCV), foi demonstrada a
ocorréncia de begomovirus com apenas um componente (Kheyefalyr1991; Navotet
al., 1991). Desde entdo cerca de 130 espécies de begomovirus monossegmentados foram
descritas, todas ocorrendo no Velho Mundo (Bridébral, 2010). A grande maioria dos
begomovirus monossegmentados encontram-se associados a um tipo de DNA satélite
denominado betassatélite (Briddehal, 2008). Os betassatélites necessitam do virus auxiliar
para replicacdo, movimento e encapsidacéo, e ndao apresentam identidade de sequéncia com ¢

virus auxiliar (Briddon & Stanley, 2006). Outra classe de DNAs satélites associados a



begomovirus sdo os alfassatélites (anteriormente denominados "satélites tipo DNA-1"), os
quais também ndo apresentam identidade de sequéncia com o virus auxiliar e necessitam do
virus auxiliar para 0 movimento e transmisséo, porém replicam-se autonomamentet (Idris

al., 2005). Os alfassatélites podem estar associados a begomovirus mono- ou bissegmentados
no Novo e no Velho Mundo (Idret al, 2005; Paprotkat al, 2010; Romayt al, 2010).

2.2. Replicacao viral

No processo de infeccdo dos geminivirus, incluindo-se os begomovirus, as particulas
virais sao inoculadas na planta por meio do inseto vetor, e o genoma viral (SSDNA) se
desassocia provavelmente de forma espontanea do capsideo (Lazarowitz, 1992; Palmer &
Rybicki, 1998). Em seguida, o DNA viral é transportado para o nucleo da célula hospedeira,
onde o ssDNA é convertido em um intermediario de fita dupla (dsDNA), designado forma
replicativa, ou RF. A maneira como esta conversdo ocorre ndo é conhecida, no entanto,
evidéncias indiretas, como a necessidade de desestabilizacdo local do dsDNA para iniciacao
da replicacao por circulo rolante em procariotos por "strand-nicking enzymes", indicam que €&
realizada por fatores do hospedeiro (Stergjeal, 1991). A RF serve como molde para
sintese de novos ssDNA e para os mRNAs virais. O genoma viral é replicado por meio do
mecanismo de circulo rolante, semelhante ao utilizado pelos bacterigfddd e M13,
utilizando a RF como molde (Stanley, 1995).

A origem de replicacdo esta localizada na regido intergénica, comum entre os dois
componentes genémicos dos begomovirus bissegmentados. Nesta regido esta localizada uma
sequéncia repetida e invertida composta predominantemente por guanina e citosina, que
forma uma estrutura conservada ("structurally-conserved element”, SCE) em forma de
grampo, com uma alga contendo a sequéncia conservada 5-TAATATTAC-3', encontrada em
todos os geminivirus (Hanley-Bowdoat al, 1999). E neste nonanucleotideo que ocorre a
clivagem (TAATATTVLAC) que inicia o processo de replicacdo por circulo rolante, realizada
pela proteina RP, que funciona como uma endonuclease sitio-especifica com requerimento
de estrutura e de sequéncia (Laetfal, 1995; Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998). Na ramia
comum encontram-se também sequéncias especificas para a ligacdo da pER€fantes
et al, 1992; Fontest al, 1994) e regides promotoras da RNA polimerase Il, responsavel pela
sintese dos RNAs mensageiros virais.

O sitio de ligacdo de alta afinidade deFRao DNA viral esta localizado entre a caixa

TATA do gene Rep e a SCE (Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998), sendo constituido por duas
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sequéncias em repeticdo direta e pelo menos uma repeticdo invertida denominadas iterons. A
ligacdo de EP aos iterons é essencial para o inicio da replicacdo. Apés a ligac&Pd® R
DNA viral e estabilizacdo do complexo formado pd&HRREN e fatores do hospedeiro, a
proteina REP cliva o nonanucleotideo localizado na SCE, dando inicio a replicacdo por
circulo rolante (Gutierrez, 1999. proteina REP apresenta trés motivos conservados em sua
regidao N-terminal (I, Il e lll) que s@o essenciais para ligagéo e clivagem do(Oid&co &
Hanley-Bowdoin, 1998). Recentemente foi descrito um quarto motivo, denominado GRS
("geminivirus Rep sequence”), o qual também se encontra na regido N-terminal e é
amplamente conservado na famiGaminiviridae(Nashet al, 2010). Mutantes no motivo
GRS séo capazes de se ligar a DNA de fita simples e de fita dupla, mas perdem a capacidade
de clivar DNA de fita simples (Nat al., 2010).

O reconhecimento pela proteina REP € considerado virus-especifico (Arguello-
Astorgaet al, 1994a; Harrison & Robinson, 1999; Ramnebsal, 2003), de modo que REP s6
inicia a replicacdo de DNAs cognatos. Entretanto, durante infec¢des mistas, eventualmente a
proteina REP codificada por um virus pode replicar o DNA-B de outro virus, um fendmeno
conhecido como pseudo-recombinacéo. A principio, a pseudo-recombinacdo deveria ocorrer
apenas entre virus com iterons idénticos. Entretanto, diversas excecfes a essa regra ja foram

relatadas (item 2.4).

2.3. Movimento do virus na planta

Apoés a replicacdo viral na primeira célula infectada, € necessario que 0 virus mova
para outras células e se espalhe por toda planta para o estabelecimento de uma infeccédo
sistémica. O movimento no interior do hospedeiro pode ser dividido em dois processos:
movimento célula-a&€lula via plasmodesmas, e movimento a longa distancia, no qual o virus
atinge o sistema vascular e é transportado via floema para toda a planta hospedeira.

Para efetivar o movimento célula-a-célula os begomovirus codificam uma proteina nao
estrutural denominada MP. Essa proteina asse@amembrana celular e altera o limite de
exclusdo dos plasmodesmas, possibilitando o transporte do genoma viral (Nbuairy
1994). Como os begomovirus se multiplicam no nucleo da célula infectada, € necessaria uma
etapa adicional de transporte do nucleo para o citoplasma, que é realizada pela proteina NSP
(Palmer & Rybicki, 1998). Estas duas proteinas de movimento, atuando de maneira

cooperativa (Sanderfoot & Lazarowitz, 1995), permitem ao virus atingir o sistema vascular.
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Os modelos propostos para 0 movimento célula-a-célula dos begomovirus

bissegmentados enfatizam a interacao fisica entre as proteinas MIRRdjSet al, 2005).

Foi demonstrado qudSP é re-localizada por MP do ndcleo pangeriferia em protoplastos

de Nicotiana tabacun(Sanderfoot & Lazarowitz, 1995). A interacao fisica direta entre as
proteinas NSP e MP do TGMV foi demonstrada utilizaselo- sistema duplo-hibrido de
levedura (Mariancet al, 2004). Dois modelos foram propostos para o transporte intracelular
de begomovirus (Levy & Tzfira, 2010). No primeiro modelo, denominado "couple-skating"”
(Kleinow et al, 2008), NSP transporta 0 ssDNA ou dsDNA do nucleo para a periferia da
célula. O complexo NSP-DNA presente no citoplasma tera seu movimento célula-a-célula
mediado por MP (Sanderfoot & Lazarowitz, 1995; Frischreitlal, 2007; Kleinowet al,
2008).No segundo modelo, denominado "relay-race”, NSP transfere o dsDNA do nucleo para
o citoplasma. No citoplasma, o dsDNA se associa a MP e se movimenta célula-a-célula
através dos plasmodesmas (Noueirgl, 1994; Roja®t al, 1998).

Mastrevirus e curtovirus sao geralmente restritos aos tecidos vasculares, dependendo
largamente do fluxo de fotoassimilados para sua dispersdo. A proteina capsidial (CP) &
essencial para este processo, e 0 movimento no floema ocorre na forma de virions.
Recentemente, foi demonstrado que a proteina C4 do BSCTV liga-se de maneira nao
especifica a ssDNA e a dsDNA e, quando expressa em plantas infectadas por um BSCTV
mutado para C4, facilitan trans o0 movimento sistémico. Isto sugere o envolvimento desta
proteina no movimento sistémico deste virus (Temgal, 2010). Nos begomovirus
bissegmentados, tanto MP quanto NSP reconhecem o DNA viral de maneira especifica em
relagdo a forma e comprimento (Rog@sl, 1998), o que a principio eliminaria a necessidade
da proteina capsidial para o movimento a longa distancia. De fato, a proteina capsidial €
dispensavel para o estabelecimento de infecgdo sistémica para a maioria dos begomovirus
bissegmentados ja estudados (Ra@asl, 2005). Raras excec¢des, como o ToCMoV, sao
capazes de infectar alguns hospedeiros mesmo na auséncia do DNA-B cognatoefGd|vao
2003). O mutante para o ge@# deste virus ndo foi capaz de infectar sistemicamiénte
benthamianae Chenopodium quingasugerindo que, na auséncia das proteinas codificadas
pelo DNA-B, a CP atua como uma proteina de movimento a longa distancia (Forgeaklle
2007).

11



2.4. Mecanismos de geracgdo de variabilidade genética na famiGaminiviridae

Na regido comum dos dois componentes genémicos dos begomovirus bissegmentados
encontram-se sequéncias especificas para a ligacdo da proERn@ddteset al, 1992;
Fonteset al, 1994), incluindo sitios de ligacdo de alta afinidade denominados itérons.
presenca dos iterons mantém a integridade do genoma dividido em dois componentes,
assegurando que a replicagdo dos dois componentes seja realizada pela pifeina R
codificada pelo DNAA (Fonteset al, 1994). Apesar da existéncia desse mecanismo de
manutencdo da integridade do genoma bissegmentado, a troca de componentes entre
diferentes estirpes ou mesmo espécies pode ocorrer. Esta troca de componentes é conhecidz
como pseudo-recombinacao (Rogtsal, 2005). A pseudo-recombinacdo ocorrera durante
infeccdes mistas envolvendo dois ou trés virus distintos (ou duas ou mais estirpes distintas do
mesmo virus). A ocorréncia de infecgcbes mistas € comum em condicBes naturais, uma vez
que todos os begomovirus sao transmitidos pelo mesmo vetor e muitos possuem hospedeiros
comuns (Seadt al, 2006).

Pitaet al (2001) demonstraram a formacdo de pseudo-recombinante viavetasitre
African cassava mosaic VirulEACMV-UG2) e EACMV-UG3, e também que o pseudo-
recombinante formado entre o DNA-A do EACMV-UG2 e o DNA-B do EACMV-UG3 era o
begomovirus predominante em plantios de mandioca em Uganda no inicio da década de 2000.
Eventos de pseudo-recombinagéo envolveififican cassava mosaic virléCMV), Bean
golden mosaic viruBGMV), Squash leaf curl viru§SqQLCV), Tomato golden mosaic virus
(TGMV) e Tomato yellow spot virugToYSV) ja foram demonstrados experimentalmente
(Stanleyet al, 1985; Lazarowitz, 1991; von Arnim & Stanley, 1992; Fastaal, 1994;
Andradeet al, 2006).

Hou & Gilbertson (1996) demonstraram que ém benthamianaum pseudo-
recombinante formado entre o DNA-B Bean dwarf mosaic viruDMYV) e o DNA-A do
Tomato mottle virugToMoV) induzia sintomas mais atenuados quando comparado aos virus
parentais, e apresentava um menor acumulo do DNA-B. Apd0s cinco passagens consecutivas
por inoculagdo via extrato vegetal tamponado, detectou-se um evento de recombinacao
intermolecular, com a transferéncia da regido comum do DNA-A do ToMoV para oBEDNA-
do BDMV. O virus resultante induzia sintomas comparaveis aos parentais e reestabeleceu o
acumulo do DNA-B a um nivel normal (Hou & Gilbertson, 1996).

Chakrabortyet al (2008) demonstraram a ocorréncia de um pseudo-recombinante
entre duas espécies distintas de begomovirusiomato leaf curl New Delhi virus
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(TOLCNDV) e o Tomato leaf curl Gujarat virus (TOLCGV). O pseudo-recombinante
formado pelo DNA-A do ToLCNDV e DNA-B do ToLCGV apresentava maior agressividade

em relacdo aos virus parentais, ao contrario do que normalmente é observado. Curiosamente o
pseudo-recombinante reciproco nao foi viavel.

A replicagdo dos begomovirus inicia-se com a ligacdo da proteina REP a sequéncias
especificas denominadas iterons (Gutierrez, 1999). Os iterons, geralmente, diferem em suas
sequéncias de nucleotideos entre diferentes espécies de begomovirus, e sdo os elementos mai
importantes (mas ndo 0s Unicos) na especificidade da replicacdo destes virus (Arguello-
Astorgaet al, 1994b; Hanley-Bowdoiret al, 1999). A principio, a formacdo de pseudo-
recombinantes entre begomovirus distintos exige alta identidade de sequéncia na regido
comum (RC) dos dois componentes heterélogos (Lazaroettial, 1992). A baixa
compatibilidade entre componentes heterdlogos pode refletir na ineficiéncia da replicacdo do
DNA-B, resultando na alteracéo dos sintomas comparados aqueles induzidos pela combinacao
dos componentes cognatos (Hou & Gilbertson, 1996). De acordo com essa hipétese, quanto
maior a divergéncia na RC entre o0 DNA-A e o DNA-B mais dificil é a formacdo de um
pseudo-recombinante viavel (Gilbertsetral, 1993). De fato, na maioria dos casos, 0 sucesso
na formacdo de um pseudo-recombinante corresponde a alta similaridade dos sitios de ligacédo
da proteina REP (iterons). No entanto, ja foi observada a formacédo de pseudo-recombinantes
viaveis entre begomovirus que apresentavam divergéncia consideravel na sequéncia dos
iterons (Frischmutlet al, 1997; Garrido-Ramireet al, 2000; Andradet al, 2006).

A proteina REP dos begomovirus apresenta determinantes de especificidade,
denominados ‘"specificity determinants” (SPDs), que conferem especificidade no
reconhecimento dos iterons e na replicagdo de DNAs cognatos (Ranabs 2003). A
delecdo ou mutagdo do dominio relacionado aos iterons (“iteron-related domain”, IRD), um
determinante de especificidade localizado adjacente ao motivo | (um dos trés motivos
conservados localizados na regido N-terminal da REP), elimina a capacidade da REP de
ligacdo sequéncia-especifica ao DNA (Oroatoal, 1997; Orozco & Hanley-Bowdoin,

1998). A divergéncia na sequéncia do IRD observada entre diferentes begomovirus esta
relacionada ao reconhecimento de diferentes iterons. Begomovirus com sequéncias de iterons
iguais normamente codificam proteinas REP com IRDs iguais (Arguello-Astorga & Ruiz-
Medrano, 2001). Além do IRD, uma segunda regido importante para a especificidade do
reconhecimento da origem de replicacdo pela proteina REP dos begomovirus foi recentemente
identificada adjacente ao motivo 1l, associaareconhecimento de iterons especificos
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(Londonoet al, 2010). Assim, a viabilidade de um pseudo-recombinante é funcao ndo apenas
da sequéncia dos iterons, mas também das sequéncias dos SPDs da proteina REP. Alguns
autores sugerem que a presenca de determinados aminoacidos nos SPDs pode conferir maior
flexibilidade a REP, permitindo o reconhecimento de iterons com sequéncias distintas
(Andradeet al, 2006).

Ramos et al (2003) demonstraram que ToMo¥ Tomato mottle Taino virus
(ToMoTV) nao formam pseudo-recombinantes viaveis. Estes dois virus sao filogeneticamente
relacionados e apresentam alta identidade na sequéncia de aminoacidos da REP (87%). No
entanto, apresentam iterons distintos, e provavelmente isto foi o fator limitante na formacao
dos pseudo-recombinantes viaveis. Outra observacao interessante foi a de que o ToMoTV é
capaz de formar pseudorecombinante viavel cofotato yellow mosaic virugPYMV).

Neste caso, 0s dois virus sdo mais distantes e apresentam uma menor identidade na sequénci
de amino&cidos da REP (78,7%), porém, a sequéncia dos iterons € a mesma. Apesar da alta
identidade na sequéncia de aminoacidos da REP entre ToMoV e ToMoTV, estes virus
apresentam divergéncia nos SPDs. ToMoTV e PYMV, 0s quais apresentam uma menor
identidade na sequéncia de aminoacidos da REP, apresentam os SPDs idénticost(@&®amos
2003). Estes resultados confirmam a hipétese de que, mais do que o relacionamento
filogenético, os principais determinantes na formacao de pseudo-recombinantes vidveis sédo as
sequéncias dos iterons e dos SPDs.

Outro componente importante na geracdo de variabilidade nos begomovirus € a
recombinacdo. A recombinacao entre begomovirus foi inicialmente relatada para o EACMV-
UG (Zhouet al, 1997), e atualmente é consenso que 0s begomovirus (assim como os demais
geminivirus) apresentam altas taxas de recombinacdo (van dereWalt 2009). A
recombinacdo homoéloga ocorre entre sequéncias relacionadas entre o doador e o receptor,
enquanto a recombinacao heterdloga envolve a troca de regifes com sequéncias distintas (Lali,
1992; Nagy & Simon, 1997). Mudancas genéticas através de recombinacdo propiciam ao
virus uma rapida evolucdo, podendo promover mudancas na viruléncia e na gama de
hospedeiros (Garcia-Arenadt al., 2001). Diversos estudos relacionados a analise de
recombinacdo entre begomovirus ja foram realizados, envolvendo os virus TYLCV,
TYLCSV, ACMV, EACMV, ICMV e SLCMV (Garcia-Andrest al, 2007; Varsanket al,

2008; Davinoet al, 2009; Patil & Fauquet, 2009; van der Wetltal, 2009).Estes estudos
demonstraram a importancia dos eventos de recombinacéo na evolugcdo destes patdgenos e n:

geracdo de novos virus mais virulentos e melhor adaptados (van der Walt et al., 2009).
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A distribuicao dos sitios preferenciais de recombinacao ("hot spots") ndo € aleatéria ao
longo do genoma viral. Para os mastreviras, sitios de recombinagdo encontram-se
préximos a origem de replicacdo, na regiao intergénica menor e na porcao 3' doeggene qu
codifica a proteina capsidial (Varsatial, 2008; van der Wakt al, 2009). No begomovirus
monossegmentado TYLCV, todos os recombinantes detectados no trabalho de Garcia-Andres
et al (2007) apresentavam um dos sitios de recombinacdo na regido intergénica maior, no
interior da estrutura conservada em forma de grampo. Para os begomovirus bissegmentados,
0s "hot spots” incluem a RC, a regido 5' do gene CP e a regido 3' do gene Rep (eetduvre
2007a; Lefeuvrest al, 2007Db).

Além de eventos de recombinacdo e pseudo-recombinacdo, recentemente tem sido
demonstrado que virus de ssDNA que infectam plantas (incluindo os begomovirus)
apresentam elevadas taxas de substituicdo de nucleotideos €@Duify 2008; Duffy &

Holmes, 2009), comparaveis as de virus de ssDNA que infectam mamiferos e de virus de
RNA que infectam plantas. Essas observagfes sugerem que, além da frequente recombinacgéo
e da pseudo-recombinacéo, a elevada taxa de substituicdo de nucleotideos pode ser um fator
importante na emergéncia de novos begomovirus ([2ufhy, 2008).

No Brasil, um centro de diversidade de begomovirus, ja foram relatados eventos de
recombinacao e pseudo-recombina¢do envolvendo esses virus (&ada@003; Andrade
et al, 2006; Ribeiroet al, 2007). A origem recombinante do isolado MG-BtlTannato
chlorotic mottle virus(ToCMoV) foi demonstrada por Galvdo et al. (2003). A ORF que
codifica a proteina REP do isolado MG-Bt1 foi doada pelo isolado ToCMoV- [BA-Sel], e o
restante do genoma foi doado p&lomato rugose mosaic virlSoRMV). Apesar da alta
identidade de sequéncia do ToCMoV-[MG-Btl] com 0s seus parentais, este apresenta
propriedades biolégicas distintas: o DNA-A do ToCMoV-[MG-Btl] pode infectar
sistemicamente plantas técotiana benthamianaa auséncia do DNA-B cognato (Gal\éto
al., 2003).

O pseudo-recombinante entre 0 DNA-A do ToYSV e o DNA-BTdmato crinkle
leaf yellow virus(ToCrLYV) induziu sintomas severos eM. benthamianao que foi
atribuido, pelo menos em parte, ao fato de que a sequéncia de ligacdo a REP € idéntica entre
os dois componentes virais (Andragteal, 2006). Outro pseudo-recombinate viavel relatado
por Andradeet al (2006) foi formado pelo DNA-A do TGMV e o DNA-B do ToYSV. Neste
caso, a sequéncia dos iterons é diferente entre os dois componentes. Com base na presenca d
aminodcidos distintos na IRD da proteina REP dos dois virus, os autores sugerem que a
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proteina REP do TGMV pode ser mais flexivel no reconhecimento de DNAs comparada a
REP do ToYSV. Essa hipoétese é reforcada pelo fato de que o pseudo-recombinante reciproco
nao foi viavel.

Ribeiroet al (2007) caracterizaram biolégica e molecularmente o0 ToOCMoV-[BA-Sel]
e verificaram uma série de eventos de recombinacdo envolvendo begomovirus do Brasil, com
destaque para os virus ToCMoV, ToSRV e o ToORMV. Os autores sugerem que um evento de

recombinacdo entre ToOCMoV e ToSRYV originou 0 TORMV.

2.5. InteragBes geminivirus-hospedeiro

Além de apresentarem grande importancia econémica como fitopatdégenos, os
begomovirus possuem caracteristicas que os tornam atraentes como modelos para o estudo d:
interacdo virus-hospedeiro: genoma pequeno composto de DNA circular de fita gmples
replicacdo no nucleo da célula hospedeira utilizando diversos componentes da maquinaria de
replicacdo da planta. Além disso, o genoma de DNA é facilmente manipulado por métodos de
clonagem molecular, e existem métodos eficientes de inoculacdo independentes do inseto
vetor (Roja<et al, 2005).

Resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisadores demonstram a
multiplicidade de interacdes entre os begomovirus e seus hospedeiros. Essas interacdes
incluem modificagcbes na estrutura e funcdo de plasmodesmas (Nabealy, 1994;
Gilbertsonet al, 2003), respostas a diferentes mecanismos de defesa da planta (Kgtmtrup
al., 1998; Vanitharanet al, 2004; Trinkset al, 2005), interacdo com proteinas envolvidas na
regulacdo do desenvolvimento celular (Lathetnal, 1997; Xieet al, 1999), e modificacdes
no padrdo de expressdo génica do hospedeiro, principalmente no sentido de ativar genes
envolvidos na sintese de DNA e na divisdo celular (Setdagé 2001; Luqueet al, 2002;
Arguello-Astorgaet al, 2004; Ascencio-lbanet al, 2008).

O sucesso da disseminacéo do virus pela planta implica na infeccdo de novas células
hospedeiras e constante replicacdo viral nessas células. Os begomovirus sao altamente
dependentes de fatores do hospedeiro para sua proliferagdo. O genoma viral ndo codifica uma
DNA polimerase, e diversos fatores acessorios codificados pelo hospedeiro sdo requeridos
para repltacdo e movimento sistémico do virus (Gutierrez, 2000). Como os begomovirus
infectam células vegetais diferenciadas, o virus deve ser capaz de ativar a transcricdo de genes
do hospedeiro envolvidos no processo de sintese de enzimas e outros fatores necessarios par:
a replicacdo de DNA. De fato, diversos trabalhos comprovaram que a profefhedoR
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begomovirus € responsavel pela ativacdo da sintese de DNA em células totalmente
diferenciadas. Essa ativacdo se da pela inducdo do acumulo de PCNA ("proliferating cell
nuclear antigen"), uma proteina que esta associada a sintese de DNA em plantaet @llagar
1995; Palmeet al, 1998; Egelkrouet al, 2001; Nagart al, 2002). Alguns membros da
familia Geminiviridaeinduzem n&o somente a expressdo e acumulo de PCNA, mas também
interferem com a regulacdo do ciclo celular do hospedeiro (a interagcdo d¢ffree R
componentes reguladores do ciclo celular de plantas esta descrita em detalhes no ikem 2.6).
outra proteina viral envolvida na replicacdoENR interage com a proteina SINACL,
pertencente a familia de fatores de transcricdo que possuem dominio NAC, o que esta
correlacionado com aumento no acumulo de DNA viral (Slei, 2005).

As plantas possuem diferentes mecanismos de defesa em resposta a infeccao viral. Os
begomovirus interferem em varias destas respostas de defesagd@ang003; Vanitharani
et al, 2004; Trinkset al, 2005), provavelmente como uma forma de maximizar a replicagéo
viral em termos quantitativos (permitindo o acumulo de maiores quantidades de particulas
virais na célula infectada) e temporais (diminuindo o tempo necessario para o estabelecimento
da infeccdo sistémica). Algumas dessas interacdes ja foram identificadas, embora os
mecanismos moleculares ainda ndo tenham sido totalmente elucidados.

Utilizando o sistema duplo-hibrido de levedura foi possivel demonstrar que a proteina
TrAP do TGMYV inativa uma proteina cinase denominada SNF1 ("sucrose non-fermenting
1"). Essa inativacéo leva a um aumento da suscetibilidade da planta ao virus, por ser a cinase
SNF1 um regulador chave de respostas a estresses celulares que reduzem a disponibilidade de
ATP (Hao et al, 2003). TAP também interage e inativa outra cinase, ADK ("adenosine
kinase"), responsavel pela sintese de 5-AMP a partir de adenosina e ATPe(\&RrkP03)
As duas interagBes provavelmente estdo interligadas, pois a cinase SNF1 é ativada por 5'-
AMP. O fato de TAP interagir com SNF1 e ADK sugere que as respostas metabdlicas
mediadas por SNF1 sdo um componente importante da resposta de defesa a virus, e que 0s
begomovirus desenvolveram uma estratégia de contra-ataque baseada na inativagdo dos dois
componentes iniciais dessa via de defesa (SNF1 e ADK). Esses resultados demonstram ainda
gue genes responsaveis por processos metabodlicos primarios ("housekeeping genes") também
podem participar de respostas de defesa a estresses bioéticos.

O silenciamento de RNA engloba uma série de processos nucleares e citoplasmaticos
envolvidos na regulagdo da expressdo génica a nivel pds-transcricional, por meio da

degradacdo sequéncia-especifica de mRNAs alvos (Brodetrs¢n2008). O silenciamento
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de RNA constitui também um mecanismo eficiente de defesa de plantas contra virus (Blevins
et al, 2006; Rajeet al, 2010). Proteinas virais com a capacidade de suprimir o silenciamento

de RNA em diferentes pontos da via metabdlica ja foram identificadas em um grande nimero
de virus de plantas e mesmo em alguns virus de animais (Veiralet2000; Pfefferet al,

2002; Qu & Morris, 2002; Chapmaat al, 2004; Dunoyeet al, 2004; Rothet al, 2004; de

Vries & Berkhout, 2008; Gliclet al, 2008). No caso dos begomovirus, as proteinA® €r

AC4 ja foram identificadas como supressoras de silenciamento (Vahméf 1999; van

Wezel et al, 2001; Vanitharanet al, 2004; Trinkset al, 2005). O papel diferenciado de

TrAP e AC4 na supressdo de silenciamento pode conferir caracteristicas distintas ao
desenvolvimento da doenca causada por diferentes espécies de begomovirus (Vagtitharani
al., 2004). Embora o mecanismo de atuacédo dessas proteinas ainda ndo tenha sido elucidado,
resultados recentes demonstram uma relacdo de causa e efeito entre a inativacdo da cinase
ADK e a supressao de silenciamento, ambas mediadas ABr(Wanget al, 2005). Esses
resultados sugerem que a atividade de ADK € necessaria para o silenciamento, e que 0s
begomovirus suprimem a resposta de defesa via inibicdo de ADK.

Baliji et al. (2010) forneceram evidéncias de que a inibicdo de ADK também afeta a
expressdo de genes primarios que respondem a citocinina. A expressdo da TrAP do TGMV
em folhas deNicotiana benthamianaumentou a atividade do promotor ARRS5, o qual
responde a citocinina. A aplicacdo de citocinina exdgena levou a maior suscetibilidade a
infeccdo viral. Estes resultados indicam que a alteracdo na expressdo destes genes é
importante para a infeccdo pelo TGMV e gque a inducao de sintomas pode ser condicionada,
ao menos em parte, ao maior acimulo do produto de genes que respondem a citocinina.

Além da acdo de TrAP na supressao do silenciamento génico e no aumento da
expressdo de genes que respondem a citocinina, esta proteina também atua como um
transativador transcricional de genes requeridos tardiamente no ciclo de infeccéo viral (Sunter
& Bisaro, 1991; Sunter & Bisaro, 1992; Lacatus & Sunter, 2008). Recentemente, foi
demonstrada a interagéo do fator transcricional PEAPODR2atedopsis thaliana&om TrAp
e com a regido promotora da CP, conduzindo a expressao deste gene (Lacatus & Sunter,
2009). Conjuntamente, estes resultados demonstram a multifuncionalidade desta proteina no
ciclo de infeccéo viral.

Interacbes envolvendo as proteinas de movimento MP e NSP também ja foram
relatadas. A interagdo entre as proteinas MINSP foi demonstrada por meio da re-
localizacdo de NSP por MP em protoplastodNdg¢abacume também pela interacéo fisica
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demonstrada no sistema duplo-hibrido de levedura (Sanderfoot & Lazarowitz, 1995; Mariano
et al, 2004).

McGarry et al. (2003) identificaram e caracterizaram funcionalmente uma
acetiltransferase darabidopsisque interage diretamente com a NSPQ#bbage leaf curl
virus (CaLCuV). Foi demonstrado que esta proteina, altamente conservada em plantas, é uma
proteina nuclear que pode acetilar as histonas H2A @ W&ro, e que também acetila a
proteina capsidial viral, mas ndo a proteina NSP. Além disso, ndo atua como um coativador
transcricionalin vitro. Esta acetiltransferase regula o transporte ndcleo-citoplasma do genoma
viral e outros eventos nucleares nao-transcricionais nas células das plantas.

A interacdo de proteinas cinase do tipo serina/treonina, denominadas LeNIK
(Lycopersicon esculentuniNSP-interacting kinase") e GmNIKG(ycine max "NSP-
interacting kinase") com a proteina NSP foi demonstrada utilizando-se o sistema duplo-
hibrido de levedura (Marianet al, 2004). Esta interacéo foi associada a hip6tese do modelo
guarda de resisténcia em plantas, ou seja, NSP seria um fator de viruléncia que se liga a NIK
para que ndo ocorra a inducdo de uma resposta de resisténcia (Marelna2004). A
interacdo entre as proteinas NIK e NSP foi alvo de um estudo posterior com o objetivo de
elucidar sua funcao no ciclo de infeccao viral (Foetesl, 2004). Neste estudo demonstrou-
se que as NIKs sdo proteinas com propriedades de receptores que se localizam em
membranas, e que a interacdo com NSP inibe essa atividade. Dessa forma, a interacdo entre
NSP e NIK seria uma forma de suprimir uma resposta de defesa da planta ao virugt Rocha
al. (2008) demonstraram o envolvimento da proteina ribossomal L10 (rpL10) na sinalizacao
antiviral mediada por NIK. A proteina transmembrana BUKn receptor auténtico, que uma
vez fosforilado desencadeia uma cascata de sinalizacdo que tem como intermediario a
proteina ribossomal L10, e como produto final a expressdo de genes de defesa contra
begomovirus (Santast al, 2009; Santost al, 2010). Florentineet al. (2006) demonstraram
gue NSP também interage com outra serina/treonina cinase celular, NSAK ("NSP-associated
kinase"). Entretanto, ao contrario de NIK, NSAK seria uma proteina que contribui com a
infeccdo viral. De fato, a inibicAo da atividade de NsSAK atenua o desenvolvimento dos
sintomas.

Recentemente foram relatadas interacdes entre a proteina MP e as proteinas
sinaptotagmina dArabidopsis thaliangdSYTA) (Lewis & Lazarowitz, 2010¢ HSC70 ("heat
shock cognate 70 Kda") (Kreret al, 2010). Utilizando o sistema de recrutamento SOS de
levedura, Lewis & Lazarowitz (2010) demonstraram que a MP do begom@ahimge leaf
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curl virus (CaLCuV) interage com SYTA d&. thaliana SYTA regula o transporte célula-a-
célula da MP do CalLCuV e é necessaria para 0 movimento sisttmico e infecédo de
thaliana Em ensaio de duplo-hibrido verificou-se a interacédo entre HSCAXOtHalianae a

MP do begomovirug\butilon mosaic virugAbMV). Esta interacao foi confirmada vivo
utilizando-se o ensaio de complementacéo de fluorescéncia bimolecular (BiFC) (Krenz et al.,
2010). Os resultados sugerem que a interagdo HSC70 e MP é importante para o transporte

viral e inducéo de sintomas pelo AbMV.

2.6. Interferéncia dos begomovirus no ciclo celular

A divisao celular consiste basicamente de dois processos: replicacdo do DNA e a
segregacao dos cromossomos replicados dentro de duas células independentes (\&rmeulen
al., 2003). O ciclo celular € dividido em quatro fases: & G e M (Figura 2). A replicacao
do DNA ocorre na fase S, que é precedida pela faseaQual a célula se prepara para a
sintese de DNA. Antes da replicacdo do DNA, durante a fasas@¢élulas podem entrar em
um estado de "repouso” denominadp a fase G posterior a replicacdo do DNA, a célula
se prepara para a mitose (M) (Vermeudtral, 2003). A transicdo de uma fase para outra
ocorre de maneira ordenada e é regulada por diversas proteinas celulares. As cinases
dependentes de ciclinas (CDK) sdo proteinas regulatérias requeridas em diferentes pontos do
ciclo celular (Vermeuleret al, 2003). De maneira geral as proteinas CDK acumulam de
maneira estavel durante o ciclo celular. Em contraste, as suas ativadoras (as ciclinas) tem seu
acumulo reduzido ou aumentado dependendo da fase do ciclo celular, e desta maneira ativam
periodicamente diferentes CDKs, regulando o ciclo celular (Estaag 1983; Pines, 1991)
O ciclo celular pode sofrer modificacdes, onde determinadas fases podem ser alteradas ou
bloqueadas. Dentre as modificagcdes que ocorrem no ciclo celular incluem-se o endociclo,
re-replicacéo e a endomitose (Lekal, 2009).

O endociclo consiste de periodos alternados entre a fase S e a fase G (Figura 2), sem
ocorrer a fase M, resultando em células com um dnico nucleo polipléidet(lade 2009)
Muitos organismos utilizam o endociclo para fornecer nutrientes e proteinas necessarias para
o desenvolvimento do ovo ou do embrido. O endosperma de sementes de plantas e células do
foliculo deDrosophilasdo os exemplos mais estudados. A implicacdo l6gica para o aumento
no conteudo de DNA é a necessidade de sustentar a producéo de proteinas e a alta atividade
metabdlica necessaria para embriogénesedt.ak 2009). Em mamiferos, o crescimento do

organismo é funcgéo principalmente do aumento no nimero de células, e o endociclo é restrito
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a células especializadas. Em contraste, nas plantas, o endociclo € comum e esté ligado ao
crescimento, que pode ser definido como o aumento no nimero ou no tamanho das células.
Muitas vezes o0 endociclo representa a fase final de replicacdo do DNA durante o
desenvolvimento da planta, e por isso pode ser mais facilmente induzido por uma infeccéo

viral (Ascencio-lbaneet al., 2008).

Endociclo

KRP2/ CDKA;1

Figura 2. Modelo simplificado do ciclo celular e do endociclo. As diferentes fases do ciclo
celular estdo representadas por M (mitose),(fieriodo de preparacdo para a sintese de
DNA), S (sintese de DNA), &Hpreparacdo da célula para a mitose). Na fasas@élulas

podem entrar em um estado de "repouso” denomingd® @ndociclo € representado por
duas fases: a fase S e a fase G. Baixos niveis da ciclina D (CD) conduzem a célula a um
estado de repouso {GA progressdo da fase, @ara fase S € controlada pela presenca das
ciclinas D e E (CD e CE), que ativam suas respectivas CDKs promovendo o0 progresso para a
fase S. A ciclina A (CA) atua na ativacdo de CDK2 e CDK1, promovendo a progressao da
fase S e a transicao da fase S para fasee§pectivamente. A transicdo da fasep@ra fase

M é controlada pela ativacdo de CDK1 pela ciclina B (CB). A proteina KRP2 inibe o
complexo mitético CDKA;1, promovendo o endociclo. Adaptado de Shackedbrdl.

(1999, Verkestet al.(2005) e Leet al (2009).

Em tecidos vegetais totalmente diferenciados, a maioria das células ndo se encontra
replicando seu DNA. Para sobrepor esta barreira, os begomovirus reprogramam o ciclo
celular para criar um ambiente favoravel para a replicacdo (Negalr, 1995). O padréao
assimétrico na expressao de gene®déhalianaassociados ao ciclo celular sugere que a
infeccdo pelo CaLCuV ativa genes da fase S e inibe genes da fase M. Isto pode ocorre
através do bloqueio na fase &consequentemente da fase M, ou pelo escape da fase M como

parte de um endociclo (Ascencio-lbanet al, 2008). A distincdo entre estas duas
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possibilidades se d& pela analise do contetdo nuclear das células. A predominéncia de células
4C indica o blogueio da fase;Genquanto a presenga de células > 8C indica que esta
ocorrendo o endociclo. Em células Alethalianainfectadas pelo CaLCuV, Ascencio-lbanez
et al (2008) observaram um incremento em nucleos 8C, 16C e 32C, e uma reducdo no
namero de nacleos 4C. Esses resultados indicam que a replicacdo do CaLCuV esta associada
a células que estdo no endociclo, e que portanto a infecgcdo por begomovirus induz o
endociclo. No modelo proposto por Ascencio-lbamtzal (2008), o CalLCuV infecta
preferencialme células 4C predispostas ao endociclo. Neste modelo, a proteina REP dos
begomovirus se liga a proteina retinoblastoma do hospedeiro, ativando os fatores
transcricionais E2FC e E2FA para expressdo de genes requeridaseptaeda na fase S do
ciclo celular e para o endociclo.

Os efeitos da infeccdo por begomovirus na expressao de fatores envolvidos na
regulacéo do ciclo celular, proliferacéo celular e replicacdo de B@NA. thalianarefletem
essa interacao entre REP e retinoblastoma. Ascencio-llearaz(2008) verificaram que o
nivel dos transcritos dos genes CDKG;1, CKL5, e CKL6 (associados a saida dadase G
entrada no ciclo celular) foi aumentado em tecido# dihalianainfectados pelo CaLCuV.
Isto sugere que o CaLCuV induz as células em estado quiescente {fasee€ntrada no
ciclo celular. Os autores observaram também uma regula¢do negativa na expressao de genes
associados a fase;@ropondo que as células infectadas transitam dos estagios finais da fase
G; para a fase S. Isto foi corroborado pela regulacdo negativa da expressao das ciclinas
CYCD1;1 e CYCDS3;2, as quais sao ativadoras dos estagios iniciais da fase péla
superexpresséao da ciclina CYCD4,2, a qual é requerida no estagio final da fasee@cio-
Ibanezet al,, 2008).

A familia de ciclinas D tem um papel importante na regulacéo da via RBR/E2F, pois
ativam CDK, a qual fosforila RBR, desfazendo a interacdo com E2F (De Vestlddy
2007). Plantas d@. thalianasuperexpressando CYCD3;1 e E2FB (promotores da fase M)
apresentam maior resisténcia a infeccdo pelo CaLCuV (Ascencio-learsz 2008) Os
autores propdem que a subfamilia de ciclinas CYCD3 promove o ciclo mitético e inibe o
endociclo.

As cinases GRIKI e GRIK2 acumulam em tecidos jovens e tecidos maduros infectados
por begomovirus e atuam regulando o desenvolvimento e coordenando a proliferacdo celular

(Shenet al, 2009). No contexto da infeccdo por begomovirus, essas cinases podem facilitar a
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re-entrada no ciclo celular e a permanéncia das células no endocicloe(StheB009), acbes
indispensaveis para a replicagdo do DNA viral.

O complexo promotor da anafase ("anaphase promoting complex”, APC), também
conhecido como ciclossomo, tem papel importante na regulacdo do ciclo celular. Este
complexo de proteinas atua na ubiquitinizacdo de proteinas regulatérias do ciclo celular
(como por exemplo, as ciclinas) para subsequente degradacao pelo proteossomo 2@% (Baker
al., 2007). O APC é regulado por duas proteinas associadas, CDC20 e CCS52/CDH1, que
atuam em pontos especificos do ciclo celular e conferem especificidade ao tipo de ciclina que
serd ubiquitinizada (Zachariast al, 1998; Krameret al, 2000). O APC de vertebrados
apresenta pelo menos 12 subunidades, e é necessario para a saida da fase M do ciclo celular
Sua desativacdo é fundamental para que ocorra a transicdo da fase &thaai@ (Peters,

2006). Em vertebrados, as subunidades APC11 e APC2ass&wbunidades cataliticas do
complexo (Tanget al, 2001).

Os poxvirus sdo virus de DNA que replicam exclusivamente no citoplasma e
apresentam certa independéncia do nucleo do hospedeiro por cedifigara série de
proteinas envolvidas na replicacdo e expressao do seu genoma (JehradtoR005). No
entanto, codificam uma proteina que mimetiza a subunidade APC11 do ciclossomo. Esta
proteina viral, denominada RING-H2, ndo apresenta atividade catalitica e com isso interfere
com o processo de ubiquitinizacdo de alvos regulatérios do ciclo celular por competir com
APC11 na formacao do complexo APC (Mbal, 2009; Moet al, 2010). Foi demonstrado
também que os poxvirus manipulam a progressdo do ciclo cadulpre na auséncia da
proteina viral que mimetiza APC11 o acumulo viral é afetado negativamente (Mo et al.,
2009).

Em plantas, varias subunidades do APC vém sendo caracterizadastieatiang
Oryza sativae Populus trichocarpgFulop et al, 2005; Eloyet al, 2006; Limaet al, 2010)

As plantas apresentam multiplos ativadores do APC, que em associacdo com diferentes
enzimas ligadas a ubiquitinizacdo podem ter fun¢des distintas ou complementares em estagios

especificos do ciclo celular (Fulep al, 2005; Limaet al, 2010).

2.7. Deteccao de interacdo entre proteinas vivo via purificacédo por afinidade em
tandem (“tandem affinity purification”, TAP)

No estudo protedbmico, o método TAP (“tandem affinity purification") constitui uma
ferramenta para a identificagdo da interagdo direta ou indireta entre prateimas Este
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método foi originalmente desenvolvido em leveduras para purificacdo de complexos de
proteinas e identificacdo de interacdes proteina-proteina. Atualmente o método pode ser
aplicado em mamiferos, plantas, bactérias e outros ss{@meet al, 2010). Este método
apresenta diversas caracteristicas atraentes: (i) a rapida purificacdo de complexos de proteinas
sem necessidade de conhecimento da sua fungdo ou estrutura; (ii) permite a purificacdo do
complexo de proteinas em condi¢fes nativas; (iii) as etapas para purificacdo por afinidade em
tandem sdo muito especificas, evitando problemas com contaminantes; (iv) todo o complexo
de proteinas purificado pode ser processado sob as mesmas condicéesl(>2010) O

método permite a purificacdo (por meio de dois procedimentos seguidos de cromatografia por
afinidade) de proteinas complexadas a uma proteina etiquetada alvo (Figura 3). A etiqueta
consiste de um dominio de proteina A, um sitio de clivagem da protease do potyvirus
Tobacco etch virugTEV) e um dominio CBP ("caumodulin-binding protginle ligacdo a
calmodulina. O método tem sido utilizado para identificacdo de proteinas em
heterocomplexos por meio de espectrometria de massa, em leveduraseiGalyi2002)

células de mamiferos (Knuesatl al, 2003),Escherichia coli(Gully et al, 2003), células de
insetos (Forleet al, 2003) e plantas (Rohikt al, 2004).

O método TAP apresenta aplicacdes similares ao sistema duplo liéfeeduras.
Entretanto, apresenta a vantagem de identificar interaces diretas e indiretas em um Unico
experimento, sendo preferencialmente utilizado na identificagcdo de heterocomplexos de
proteinasin vivo (Rigaut et al, 1999). Proteinas maiores, proteinas nado estruturadas e
proteinas com alto ponto isoelétrico sdo sub-representadas entre as interacdes detectadas pelc
sistema duplo-hibrido de levedura (Jens¢ral, 2008). O método TAP é mais eficiente
quando as proteinas sao abundantes e citoplasmaticas (derder2008). Em plantas, o
método TAP vem sendo utilizado principalmente Ambdopisis thaliana(Rubio et al,

2005; Van Leenest al, 2007; Dufresneet al, 2008; Thiviergeet al, 2008), Nicotiana
benthamiangRohilaet al, 2004)e Oryza sativgRohilaet al, 2006).
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Figura 3. Representacdo esquematica do procedimento de purificacdo por afinidade em
tandem (TAP). A proteina alvo etiquetada (Proteina A + sitio de clivagem da protease do
potyvirus TEV + peptideo de ligacdo a calmodulina) encontra-se complexada com proteinas
associadas. Este heterocomplexo é entdo submetido a primeira cromatografia por afinidade,
utilizando-se esferas de IgG as quais a proteina A ir4 se ligar. Posteriormente a clivagem pela

protease do TEV, o heterocomplexo € submetido a segunda cromatografia por afinidade

7

(esferas de calmodulina). Finalmente o heterocomplexo é recuperado pela eluicdo com
EGTA. Adaptado de Rigaet al (1999).

Poucos trabalhos utilizando o método TAP associado a espectrometria de massas tem
sido utilizados na identificacdo de proteinas de plantas que interagem com proteinas virais.
No estudo da interacdo entfe thalianae o potyvirusTurnip mosaic virus(TuMV) foi
possivel detectar a interagdo entre as proteinas Hsp70 ("heat shock 70 KDa protein™) e EiF1A
("eukaryotic elongation factor 12") com a RdRp ("RNA-dependent RNA polymerase") viral,
sendo estas interacdes essenciais para infec¢ao pelo virus (Dafrasn2008; Thiviergeet
al., 2008).
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CAPITULO 1

RECOMBINACAO E PSEUDO-RECOMBINACAO ATUANDO NA EVOLUCAO DO
Tomato severerugose virus (ToSRV) E Tomato rugose mosaic virus (ToRMV): DOIS
COMPONENTES A RECOMBINANTES DIVIDINDO O MESMO COMPONENTE B

Silva, F.N., Lima, A.T.M., Rocha, C.S., Alves-Junior, M. & Zerbini, F.M. Recombination and
pseudorecombination driving the evolutionTadmato severe rugose vir$oSRV) and
Tomato rugose mosaic virg§oRMV): Two recombinant DNA-A components sharing the
same DNA-B. Virology Journaln preparation
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Abstract

Begomoviruss are dicot-infecting, whitefly-transmitted viruses with a genome
comprised of one or two molecules of circular, single-stranded DNA. In Brazil, tomato-
infecting begomoviruses have emerged as serious pathogens in recent years due to the
introduction of a new biotype of the insect vectdomato rugose mosaic virus
(ToRMV) and Tomato severe rugose Vir§oSRV) are often found in tomato fields.

The complete sequence of the DNA-B components of ToOSRV and ToRMV show an
identity of 98.2%. Additionally, the high nucleotide identity (96.2%) between their
common regions indicates that sledwo viruses ray share the same DNB: The
objective of this study was to assess the formation of viable pseudorecombinants
between ToRMV and ToSRV, and to study how recombination and
pseudorecombination modulated the evolution of these two begomoviruses. The results
presentedhere indicate that these two viruses share the same DNA-B and demonstrate
the importance of recombination and pseudorecombination for evolution and adaptation

of begomoviruses in Brazil.

Additional keywords: evolution; geminivirubegomovirus; tomato.
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Introduction

The genuBegomovirugfamily Geminiviridag contains viruses with a genome
comprised of circular, single-stranded DNA, transmitted by the whiBelpisia tabaci
(Homoptera: Aleyrodidaefp dicot plant species [1]. New World begomoviruses have
bipartite genomes consisting of two ssDNA components named DNA-A and DNA-B,
each with approximately 2600 nucleotides (nt). These components altaramon
region (CR) of approximately 200 nt with high sequence identity (>85%) [2]. The
DNA-A encodes viral proteins associated with replication, control of gene expression,
suppression of host defense responses and encapsidation, whereas the DNA-B encodes
proteins associated with intra- and intercellular movement [3].

The CR includes the origin of replication as well as conserved sequences that are
recognized by the Rep protein [4, 5]. Recognition by Rep is considered to be virus-
specific [6], so that Rep only initiates replication of cognate DNA components.
However, in some cases the Rep protein encoded by a given DNA-A will recognize the
DNA-B of a different virus, a phenomenon known as pseudorecombination [3]
Pseudorecombinants are usually formed with DNA components from strains of the
same viral species [7, 8], although, more rarely, they can also be formed with
components from different species [9, 10].

The viability of a pseudorecombinat is, at least partially, a function of the
conservation of the high affinity binding sites for the Rep protein. For most
begomoviruses these binding sites include two direct repeats and one inverted repeat
known as iterons [6]. DNA components with identical iterons will usually form viable
pseudorecombinants, whereas those with different iterons will not [11, 12]. However, in
both cases there are exceptions [9, 13], indicating that other, less understood factors also

play a role in pseudorecombinant formation. The Rep protein of begomoviruses has
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specificity determinants known as "SPDs", which confer specificity to the recognition
of iterons [12]. Mutation or deletion of SPDs located adjacent to motif 1, known as the
iteron-related domain (IRD) [14], eliminates the ability of the Rep protein to bind DNA

in a sequence-specific manner [15,.16]

Geneticexchanges through recombination allow for a rapid evolution of plant
viruses, in many cases promoting changes in virulence or host range [17]. The role of
recombination in the emergence and establishment of novel, better adapted
begomoviruses is well established [18-23]. In Spain, a recombinant befwesto
yellow leaf curl virugTYLCV) and Tomato yellow leaf curl Sardinia vir(dYLCSV)
displayed a wider host range compared to both parental viruses, and became established
in the field [19]. In Uganda, a recombinant betwe¥rnican cassava mosaic virus
(ACMV) and East African cassava mosaic VirUEACMV) displayed increased
virulence and aggressiveness, and was single-handedly responsible for devastating
epidemics of cassava mosaic disease during the 1990's [22, 23].

The combined effect of pseudorecombination and recombination in the
emergence of novel begomoviruses was nicely demonstrated by the work of Hou &
Gilbertson [24].Working with Bean dwarf mosaic viru BDMV) and Tomato mottle
virus (ToMoV), the authors showed that, after five consecutive passaddisatiana
benthamiana a pseudorecombinat with ToMoV-A and BDMV-B underwent a
recombination event in which part of the ToMoV-A CR was transferred to BDMV-B.
This resulted in an increase in the titer of the DNA-B and in the induction of more
severe symptoms by the pseudorecombinant.

The incidence and severity of begomovirus epidemics in tomatoes has greatly
increased in Brazil since the mid-1990's, following the introduction and dissemination

of the B biotype ofB. tabaci [25]. The initial characterization of begomoviruses
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associated with these epidemics indicated a high degree of genetic dij28si®7]
Several new species have been described, incluflorgato rugose mosaic virus
(ToRMV) [28], Tomato chlorotic mottle viruToCMoV) [29] andTomato yellow spot
virus (ToYSV) [30]. Surveys conducted over the past four years [31-33] indicated that
certain species have become prevalent in different regions of the country. Nevertheless
three new begomoviruses have been recently reported in tomato [34], indicating that
new species continue to emerge. Mixed infections, a pre-requisite for the occurrence of
recombination and pseudorecombination events, are common in the field [31, 33].

ToRMV and Tomato severe rugose viroSRV) are often found in tomato
fields in Southeastern Brazil. The complete DNA-B sequences of TORMV (GenBank
access number AF291705) and ToSRV (DQ207749) show an identity of 98.2%,
suggesting that the two viruses may share the same DNA-B. Additionally,
recombination analysis indicated that part of the common region and most of the gene
encoding the Rep protein were transferred from ToSRV to TORMV [29].

The results presented héndicate tha ToORMV and ToSRYV isolates are capable
of forming viable pseudorecombinants in their natural host, tom&wlarfum
lycopersicuip  Symptom severity was equivalent in single or mixed infections,
indicating that synergism does not occur between these two viruses. However, TORMV
components were preferential replicated over ToOSRV. These results further highlight
the importance of recombination and pseudorecombination in the emergence and
adaptation of begomoviruses, and lead us to the following question: To what extent

should a recombinant be considered a new species?
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Material and Methods

Viral isolates and plant material

Infectious clones of the \at isolates TORMV-[BR:Ub1:96[28] and ToRV-
[BR:PG1:Pep:03] [35] were used in the experiments. Tom&tolycopersicuncy.
‘Santa Clara’) seedlings were biolistically inoculated [36] usingg2of each genomic
component (DNA-A and DNA) in every possible combination of single or mixed
infection. Inoculated plants were kept in a greenhouse with average daily temperatures
of 26 + 2C.
Confirmation of viral infection and formation of viable pseudorecombinants

Inoculated plants were evaluated for symptom expression for up to 35 days post-
inoculation (dpi). DNA from all plants was extracted at 28 dpi as described [37] and the
presence of each viral genomic component was examined by rolling circle amplification
(RCA) [38], followed by digestion with component specific restriction enzynibs:|
and Bgl Il to detect TORMV-A and -B, respectivelijind Ill and Bgl Il + Sacll to
detect TOSRV-A and -B, respectively.
Phylogenetic analysis

The complete DNA-A sequences of TORMV and ToSRYV, plus sequences of 40
additional begomoviruses, were aligned using EMBOSS pairwise alignment algorithms
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/index.ntml) and the Muscle option of
multiple sequence comparisons (http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/). The alignments
were visually inspected and adjusted using MEGA 4.0 [39].

Phylogenetic trees were constructed using Bayesian analysis performed with
MrBayes 3.0b4 [40], with the model selected by MrModeltest 2.2 [41] in the Akaike
Information Criterion (AIC) (GTR+I+G)Phylogenetic trees for each ORWere

constructed using the same models indicated abbwe. independent analysis were

51



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

carried out, each running 10,000,000 generations and excluding the first 1,000,000
generations as burn in. Trees were visualized using the TreeView program [42]. The
monopartite begomovirusomato yellow leaf curl viruTYLCV, DQ358913) was used
as an outgroup.
Sequence comparisons and recombination analysis

Complete genomes, individual coding regions and the CRs of ToRMV and
ToSRV were compared using EMBOSS pairwise alignment algorithms, using the
EMBOSS needle (Global) with default settings. Seventeen New World begomovirus
DNA components (Table 1) that occur in weeds and tomato plants in Brazil were
aligned for analysis of recombination events involving ToRMV and ToSRV, using
RDP3 [43]. Recombination events detected by at least four of the analysis methods
available in the program were considered reliable. Alignments were scanned using
default settings for each analysis method using a Bonferroni-corféetaide cutoff of

0.05.

Results

Latent period, symptoms and infectivity of the different combinations between ToSRV
and ToRMV DNA-A and DNA-B

Symptoms in tomato plants inoculated with the different combinations of
ToRMV and ToSRVDNA-A and DNA-B first appeared at 14 dpi (Table 2), and
consisted of a typical mosaic in all combinations (Figure 1). In plants inoculated with
ToYSV (positive control) the first symptoms appeaaedO dpi (Table 2), and included
yellow mosaic, yellow spots and leaf distortion (Figure 1). The presence of each
inoculated DNA component was verified by RCA followed by digestion with
component-specific enzymes (Table 2 and Supplementary Figure S1). In single

infections, infectivity of the two homologous combinations was 100%.
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Pseudorecombinants were formed in both possible combinations with high infectivity
(100% and 86%). Interestingly, when two DNA-A or two DNA-B components were
inoculated simultaneously, the ToRMV component was detected preferentially in
relation to the ToSRV component (Table 2, underlined values). This was true even in
the two cases in which ToOSRA-and -B were inoculated with either TORMV-A or -B,
indicating that the Rep protein encoded by ToSRV may have a higher affinity for the
ToRMYV binding sites (Figure 4). Moreover, when all four components were inoculated,
the two ToRMV components were detected in 100% of the plants, but the ToSRV
components were detected in only 14% of the plants, thus suggesting a strong
preferential replication of TORMV over ToSRV. These results are striking, considering
the extremely high identity between the DNA-B components of TORMV and ToSRV,
including the CR (which have identical iterons) (Table 3 and Figure 2A).

Together, these results indicate that ToSRV and ToRMV form viable
pseudorecombinats in tomato plants and that synergism does not occur between these
two viruses. Quite the contrary, TORMV exerts an indirect negative interference over
ToSRYV, although ToSRV can replicate and induce symptoms as efficiently as ToORMV
in a single infection.

Nucleotide and deduced amino acid sequence comparisons

In an attempt to identify genomic differences that may explain the negative
interference of TORMV over ToSRV, comparisons of their complete genomes and of
each encoded protein were carried out. The CRs of the two viruses show sequence
identities ranging from 95% (ToSRV-A vs. TORMV-B, and ToSRV-B vs. TORMV-A)
to 97.5% (ToSRV-A vs. -B), with identical iterons (Figure 2A). Alignment of the four
CRs indicated nine positions with nucleotide sequence divergence (Figure 2A). At

divergent positions 1, 5 and 6, the sequence is conserved between the cognate DNA
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components of TORMV and ToSRV. At other positions one component differs from the
other three: TORMV-A at positions 4 and 7, TORMV-B at positions 3 and 8, TOSRV-
at position 2, and ToSRV-B at position 9 (Figure 2A).

The comparison of nucleotide and amino acid sequences of the Rep ORF
indicates identities of 95.3% and 93.5%, respectively (Table 3). This was expected since
the region involved in the recombination event comprises pratically the entire Rep ORF.
The domains associated with sequence-specific recognition of the origin of replication
named "iteron-related domain” (IRD) [14], "Motif 1", "Motif 2" and specificity
determinants (SPDs) [44], conserved in rolling-circle replication-initiator proteins
including geminivirus Rep proteins, are shown in Figure 2B. ToORMV has four amino
acid changes compared with ToSRV. Two changes are in the IRD (Pro — Thr and Lys
— Arg).

Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis based on DNA-A nt sequsctesters begomoviruses primarily
according to geographical region (Figure 3). ToSRV, ToRMV and ToCMoV were
placed in the same branch, wighposteriori probability of 0.85, indicating close
phylogenetic relationship between these three viruses. The phylogenetic tree based on
DNA-B nt sequences supports the high sequence identity between ToRMV and ToSRV
DNA-B. The identical lengths of the TORMV and ToSRYV brarsih the DNAB tree

(Figure 3) indicates little divergence in their nucleotide sequences, suggesting that the
capture of the ToSRWDNA-B by ToRMV is a recent event. Comparison of the
phylogenetic trees based on the CP and Rep nt sequences shows topological
incongruence among the three virsissuggesting the occurrence of recombination

ToRMV grouped with ToCMoV in the CP tree, but with TOSRYV in the Rep tree (Figure
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3). Topological incongruence involving other begomoviruses in Brazil was also
observed, but is not detailed in this work.
Recombination analysis

To further investigate the occurrence of recombination events involving TOSRV
and ToRMV, recombination analysis was carried out using the RDP3 package. Besides
ToRMV and ToSRV, the analysis included fifteen viruses that occur in weeds and
tomato plants in Brazil. The selection of these viruses was based on their host ranges
and geographical location, so that only viruses with at least one known common host
were included.

A recombination event involving ToSRV and ToRMV previously proposed by
Ribeiro et al. [29] was confirmed by all detection methods contained in the RDP3
package P-values rdp = 9.41 x 18°, Geneconv = 5.32 x 13, Bootscan = 7.85 x 19,
maximum y° = 3.36 x 10, Chimaera = 1.45 x 11, Sister scan = 3.1330% and 3Seq
= 7.04 x 109). The transferred region comprises practictily entire Rep ORF as well
as part of the CR including the TATA box, G-box, the conserved nonanucleotide
(TAATATTAC) and the iterons (Figure 4). As previously reported [45], a recombinant
event was also detected in which ToCMoV received a fragment of TORMV BNA-
comprising the entire CP and Ren ORFs, as well as most of the Trap ORF. This event
was also detected by all detection methdelsdlues: rdp = 6.17 x 1Y, Geneconv =
1.82 x 10%, Bootscan = 3.63 x 1, maximum y* = 6.38 x 10, Chimaera = 1.99 x

10%, Sister scan = 6.69 x T®and 3Seq = 3.61 x F0).

Discussion

Here, we report the formation of pseudorecombinants between two dlistinct

albeit closely related, begomoviruses. The reciprocal pseudorecombinants TORMV-A +
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ToSRV-B and ToRMV-B + ToSRV-A were both viable. Theiability is most likely

due to the high sequence identity of their CRs and Rep proteins, and well as to the
identical sequences of théterons (GGTAG). The latent period and symptoms were the
same in all combinations compared to the parental viruses, which is not surprising since
the severity of symptoms is associated with the DNA-B, and these are almost identical
between the two viruses.

When ToSRV and ToRMV were co-inoculated, mosaic symptoms identical to
those induced by each virus alone appeared at 14 dpi (Figure 1 and Table 2). This
suggests that synergism does not occur between these two viruses. On the, contrary
ToRMV has an indirect negative interference over ToSRV. In most cases in which three
or four DNA components were inoculated, the ToRMV component replicated
preferentially in relation to the ToSRV component. Negative interference exerted by
ToRMV in mixed infection with ToYSV has already been repornjé@]. Early in
infection ToRMV negatively affects the accumulation of ToYSV, but when the
infection is established the negative interference ceases. Interestingly, although TORMV
negatively affects ToSRV, ToSRV behaves similarly to TORMV in a single infection,
both in terms of latent period and symptoms.

In an attempt to identify genomic differences that could explain the preferential
replication of TORMV over ToSRV, comparisons of their complete genomes and of
each encoded protein were carried out (Table 3 and Figure 2). Begomovirus iterons are
composed of an invariable GG sequence followed by three nucleotides identified as N1,
N2 and N3, which vary for each virus. The virus-sfieaecognition domain of the Rep
protein maps to its N-terminal region [47, 48] and includes the conserved motif 1 of
rolling-circle replication-initiator proteins [49]. The IRD sequence is conserved among

begomoviruses with identical iterons, but varies among species with different iteron
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sequences. Predicted nt-aa pairing would occur between N1 and the eighth aa of the
IRD, N2 with the sixth IRD aa, and3 with the first or third IRD aa, depending on the
iteron sequence [14].

Although ToRMV and ToSRV have the same iterons, their IRDs are different at
positions 2 and 3. The change of lysine to arginine at IRD position 3, which pairs with
N3, should not promote major changes in the protein, since the two amino acids have
similar properties. Therefore, it is reasonable to assume that this difference is not
responsible for the preferential replication of TORMV over ToSRV. In fact, this change
does not affect iteron recognition, since the two Rep proteins have the ability to
replicate viral DNA. This is observed when any combination of one DNA-A and one
DNA-B component (cognate or pseudorecombinant) is inoculated: both components are
always detected (Table 2).

Additional analysis revealed small differences between ToRMV and ToSRV in
the CR and in the Rep protein. In the CR, nine nucleotide change occur among the four
components, with ToORMV having the largest number of modifications compared to
ToSRV.

However unlikely, we can not exclude the possibility that these slight changes in
the CR, as well as changes in IRD aa 2 and 3, have enabled the TORMV Rep protein to
recognize the iteron sequence GGTAG with higher affinity compared to ToOSRV. These
same differences could cause the TOSRV Rep prtdeplicate theDNA-A and -Bof
ToRMV preferentially. More likely is that the combination of minor changes in both
Rep and CR may be involved in the preferential replication of TORMV comporents.
detailed mutagenesis analysis of the IRD region and of the iterons of TORMV and

ToSRV would be required to confirm these hypotheses.
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Interestingly, TOSRV is more prevalent in the field compared to TORMV. [33]
This could be due to differences in transmission by the insect vector, since the coat
protein, which is considerably distinct between the two viruses, is the major viral
determinant of insect transmission.

The detection of a recombination event involving the DNA-A of the two viruses
was not surprising, since it is well established that begomoviruses are recombination-
prone. This recombination event between ToSRV and ToORMV was detgcRibeiro
et al. [29], who proposed that ToORMV would be a recombinant between ToCMoV and
ToSRV.

The region involved in the recombination event is an important aspehe
maintenance and adaptation of the recombinant virus in the population. It is known that
the begomovirus genome has a number of recombination hot spots, including the CR,
the CP/Ren interface and the 3' region of the Rep gene, while the remaining coding
regions are recombination cold spots [50, 51]. The breakpoints of the recombination
event involving ToSRV and ToRMV map to two hotspots, the CR and to the 3' region
of the Rep gene, near the interface with Trap.

Recombination in coding regions probably occurs due to the conflict between
the machineries of transcription and replication [51, 52]. Lefeavral. [53] suggest
that selection apparently disfavors recombinants with breakpoints in coding regions, and
suggest that the probability of such a recombinant to remain in the population is
dependent on the specific position of the breakpoint: the peripheries of coding regions
tend to be more favorable to recombinantion than central regions.

Recombination events involving DNA-components are considered the main
source of molecular variation of begomoveasnd may result in a gain of virulence

[54, 55]. However, predicting the epidemiological outcome of a recombination event is
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not a straightforward task. For example, van der Wakl. [21] demonstrated that a
recombinant between different MSV isolates increased the severity of symptoms in
maize, indicating greater adaptation of the recombinant. On the other hand, Bavino
al. [18] demonstrated tharecombinant between TYLCV and TYLCSV coexists with

the parental viruses and has a lower replicative capacity, a fact that might help to
explain why plants infected only by the recombinant have not been found. In the case of
recombinant ToRMV, there was an adaptive advantage over the parental ToOSRV
(refleced in the negative interference of TORMV over ToSRV), but nevertheless
ToSRV is more prevalent in the field compared to TORMV. We suggest that TOSRV is
maintained in nature by infecting plants in the absence of TORMV. If the occurrence of
mixed infection between ToRMV and ToSRV was frequent, TORMV would be the
prevalent virus. However, the role of the insect vector in disseminating each virus in
nature must be assessed in order to confirm this hypothesis.

Another interesting aspect is that the two DBAeomponents are almost
identical (98.2% identity). This supports the hypothesis that, following the transfer of
practically the entire Rep ORF as well as part of the CR from ToSRV to ToRMV
ToRMV captured the DNA-B of ToSRVAccording to the criteria established by the
ICTV, a begomovirus is consided to represent a new species when its DNA-
sequence is less than 89% identical to that of other begomoviruses [56]. TOSRV and
ToRMV have nucleotide sequence identity of the DNA-A of 86.3%, which clearly
separates them as members of different species based on this criterion. However, these
two viruses are very similan terms of biological and molecular propertiEsdng us
the following question: to what extent can a recombinant be considered a new species?
The features that mak€oSRV and ToRMV very closely related includ@) high

sequence identity of théR and the Rep coding regioni)(nearly identical Rep binding
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sitesin the CR, with identical iteronsjii) the same DNAB; and (v) induction of
similar symptoms in tomato, with the same latent period.

The fact that begomovirus taxonomy ignores BIWA-B was addressed by
Briddon et al. [2], who performed a hypothetical taxonomy based on the BNA-
sequence alone. The authors show that 85% of the sequences analyzed remain unaltered
in thdar classification based on tHeNA-A, providing good support foa taxonomy
based only on the DNA-A. However, in specific cases such as the one presented here
the criterion based on tH2NA-A could be less restrictive and/or the DNA-B could be
considered in the analysis for species assignment. We thus propose that TORMV and
ToSRV should be considered to be members of the same viral species, named ToRMV
since this virus was the one first characterized.

In summary, the recombination analysis together with the formation of viable
pseudorecombinants between ToSRV and ToRMV support the hypothesis that TORMV
captured the DNA-B of ToSRV after acquiring the DNA-A region that includes the Rep
ORF and the CR. Therefore, the emergence of ToORMV involves both recombination

and pseudorecombination events with TOSRV.
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Table 1. Begomoviruses used in the recombination analysis involving ToRMV and

TOSRV.

GenBank access
Virus number (DNAA)

Bean golden mosaic virfBGMV) M88686

Blainvillea yellow spot virugBlYSV) EU710756
Cleome leaf crumple virU€ILCrV) FN435999
Okra mottle virugOMoV) EU914817
Sida Brazil virugSiBV) FN436001
Sida common mosaic virgSiICmMV) EU710751
Sida micrantha mosaic vir(SimmMV) AJ557451
Sida mottle virugSiMoV) AY090555
Sida yellow mosaic virusSiYMV) AY090558
Tomato golden mosaic vir$GMV) K02029

Tomato chlorotic mottle viruSToCMV) AY090557
Tomato leaf distortion viruToLDV) EU710749
Tomato mild mosaic virug oMIMV) EU710752
Tomato rugose mosaic virg§oRMV) AF291705
Tomato severe rugose Vir(BoOSRV) DQ207749
Tomato yellow spot virugoYSV) DQ336350
Tomato yellow vein streak virg§oYVSV) EF417915
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Table 2. Infectivity and latent period of pseudorecombinants formed between TORMV

and ToSRYV in tomato plants.

Latent period Infected/Inoculated (%)

Combination (days} ToRMV-A ToRMV-B ToSRV-A ToSRV-B ToYSV
TORMV A+B 14 7/7 (100)  7/7 (100) - - -
ToSRV A+B 14 - - 7/7 (100) 7/7 (100) -
ToRMV A+ToSRV B 14 7/7 (100) - - 7/7 (100) -
ToRMV B+ToSRV A 14 - 6/7 (86)  6/7 (86) - -
TORMV A+B+ToSRV A 14 6/7 (86) 6/7(86) 1/7(14) - -
TOoRMV A+B+ToSRV B 14 7/7 (100)  7/7 (100) - 0/7 (0) -
TORMV A+ToSRV A+B 14 7/7 (100) - 0/7 (0)  7/7 (100) -
TORMV B+ToSRV A+B 14 - 6/7 (86) 617 (86) 1/7 (14) -
TORMV A+B+ToSRV A+B 14 7/7 (100) 7/7 (100) 1/7 (14) 1/7 (14) -
ToYSV A+B 10 - - - - 7/7(100)

&Number of days elapsed between inoculation and the appearance of sgmptom

® Number of infected plants/number of inoculated plants, verified by visssrvation of symptoms and
confirmed by RCA following specific restriction enzymes to each DNA comgonen

Underlined values indicate the low detection of TOSRV components wharatext with ToRMV
components.
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Table 3.Percent nucleotide and deduced amino acid sequence identities between the

full length DNA components and each open reading frame of TORMV and ToSRV.

DNA Open reading frames*
Identity A B Rep Trap Ren AC4 CP MP NSP
Nucleotide 863 982 953 831 866 97.0 811 991 987
Amino acid - - 935 77.7 81.2 9038 90.1 99.0 97.7

* Rep (replication-associated protein); AC4 (function not attributed); Trap (transcaip@ativator
protein); Ren (Replication enhancer protein); CP (coat protein); MP (movepnetatin); and NSP

(nuclear shuttle protein).
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Figure 1. Symptoms induced irBolanum lycopersicumSanta Clara’ biolistically
inoculated with the infectious clones of the DNA-A and -B of isolates ToRMV-
[BR:Ub1:96] and ToSRV-[BR:PG1:Pep:03] in the following combinatidisTORMV;
B. ToSRV;C. ToRMV + ToSRV;D. ToRMV-A + ToSRV-B;E. ToORMV-B + ToSRV-
A; F. ToRMV + ToSRV-A; G. ToRMV + ToSRV-B;H. ToRMV-A + ToSRV; I.

ToRMV-B + ToSRV, J. mock-inoculatedK. ToYSV. All images obtained at 28 dpi.
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Figure 2. Phylogenetic reconstruction using the Bayesian meiNé-A andDNA-B

trees are based on the complete nucleotide sequences of the respective coi@ponent.
andRep trees are based on the nucleotide sequences of the coat protein and replication-
associated genes, respectively. The box in DNA-A phylogenetic tree indicates the
geographical distribution of different begomoviruses (yellow: Mesoamerica; green:
Latin America; blue: "Old World" begomovirus). Numbers on branches indicate
posterior probability values. The branches that include ToSRV and ToRMV are

indicated in red. ToCMoV is indicated in green.
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ToRMV-A ATTTGTAAATATGACCCTTACTACCAATTGGTA&:TGCTCTAAAACTCATATGAATTGGTAG

TORMV-B --TTGTAAATATGACCCTTACTACCRATTGGTAGLTGCTCTAAAACTCATATGAATTGGTAG
TOSRV-A ATTTGTAAATATGACCCTTACTACCRAATGGTAGLTGCTCTAAAACTCATATCAATTGGTAG
TOSRV-B --TTGTAAATATGACCCTTACTACCAAATGGTAGLTGCTCTARAACTCATATGAATTIGGTAG

*k************************%‘k*********‘k**‘k****‘k*****A****‘k****

—

TORMV-A TTATGGTAGLTC TTATAFAC TAGAAGTTC-CTTTAAGGAGAT TGCTAGACEFEGCCGGCCAT
TORMV-B TAATIGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTC-CTTTAAGGAGATTGCTACACGTGGCCGGCCAT
ToSRV-A TTATIGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGT TCTCTTTAAGGAGAT TGCTACACGTGGC -GGCCAT
TOSRV-B TTATGGTAGLTCTTATATAGTAGAAGT TCTCTTTAAGGAGATTGCTACACGTGGC-GGCCAT

*A*****************A*********A*************************A******
3

ToRMV-A CCGATATAATATTACCGGATGGCCGCGCGATTTTT
ToRMV-B CCGTTATAATATTACCGGATGGCCGCCCGATTTTT
ToSRV-A CCGTTATAATATTACCGGATGGCCGCGCGATTTTT
ToSRV-B CCGTTATAATATTACCGGATGGCCGCGGGATTTTT
***A**********************AA*******

7 89

Motif 1 Motif 2

IRD
ToRMV_Rep MPS KNY KCSISKEEALSQLKNLNTPTNKKFIKVCRELHENGEP
11 [T POt et e el
ToSRV_Rep MPS KNY KCSLSKEEALSQLKTLNTPTNKKFIKVCRELHENGEP
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Figure 3. A. Alignment of the common regions of TOSRV and ToRMV. The TATA
box, G-box and conserved nonanucleotide are in light gray. Iterated direct and inverted
repeats (iterons) are boxed. The arrows indicate the direction of the repeats. Asterisks
indicate nucleotide positions which are conserved among all four aligned sequences.
Arrowheads indicate differences in nucleotide sequence among the fouB (fRstial
alignment of the Rep proteins of ToSRV and ToRMV. Dark gray boxes correspond to
the domain associated with sequence-specific recognition of iterons (iteron-related
domain, IRD), motif 1, motif 2 and specificity determinants (SPDs), which according to
[14] and [44] are conserved in rolling-circle replication-initiator proteins, including

geminivirus Rep proteins.
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Figure 4. Analysis of putative recombination events involving TORMV and ToSRV.
Schematic representation of the recombinant region between ToSRV and ToRMV.
Arrows indicate coding regions in the complementary (AC4, Rep, Trap and Ren) and
viral sense (CP). CR indicates the common region. The dashed line indicates the
position of putative breakpoints of the recombinant regi®n.Similarity plot for
ToRMV against ToOSRV and ToCMoV along a 200 nt window. The scale in the X-axys

corresponds to the viral genome as depicted in (A).
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Supplementary Figure 1 Detection by rolling circle amplification followed by restriction digests (RCA-RFLP) of each DNA awnpéorm
ToRMV-[BR:Ub1:96] and ToSRV-[BR:PG1:Pep:03] after biolistic inoculation of tomato plaktdigestion withHind Ill, generating a
fragment of approximately 2600 nucleotides (nt) corresponding to TOSRV DNA-A (the other three components are ddityclesvenzyme).

B. Digestion withXho| generating a fragment of approximately 2600 nt corresponding to TORMV DNA-A (the othecdmeenents are not
cleaved by this enzyme{. Digestion withBgl Il + Sacll, generating fragments of 1800 and 800 nt corresponding to ToSRV DNA-B, and
approximately 2600 nt corresponding to TORMV DNA-B (the two DNAs-A are not cleaved bydhegmes). Underlined meaBNA-A +

DNA-B. (-) negative control. M, 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen), in bp.
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CAPITULO 2

ANALISE DA FUNCAO DE APC7 E APC10, DOIS COMPONENTES DO
COMPLEXO PROMOTOR DE ANAFASE, NA REPLICACAO DE

BEGOMOVIRUS

Silva, F.N., Bruckner, F.P., Carvalho, T.B., Gongalves, A.B., Fontes, E.P.B., Hemerly,
A., Ferreira, P.C.G., Zerbini, F.M. & Alfenas-Zerbini, P. Investigating the role of
APC7 and APC10, two components of the Anaphase Promoting Complex, in
begomovirus replication. Journal of Virologg, preparation.
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Abstract

The Anaphase Promoting Complex (APC) is a multi-subunit ubiquitination complex
that controls CDK activity by targeting the ubiquitin-dependent proteolysis of S-phase
factors, including cyclins, kinases and proteins associated with the assembly of the
DNA replication complex and cell cycle progression. Begomoviruses are dependent on
the host's replication machinery and infect differentiated cells, modulating cell cycle
progression in order to create a favorable environment for genome replication. To assess
whether APC7 and APC10, two components of the APC complex, play an active role
during begomovirus replication, transgeAicthalianaplants overexpressing wild-type
APC7 and APC10 or APC7 mutants were challenged with the begom@atisage

leaf curl virus (CaLCuV), and viral load was determined by gRT-PCR. The results
suggest that overexpression of either APC7 or APC10 has a negative effect on
begomovirus accumulation, and that both the N- and C-terminal portions of APC7 are

involved in this effect.

Additional keywords: cell cycle, geminivirus, Arabidopsis, CaLCuV
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Introduction

The cell cycle is controlled by a conserved molecular machinery among different
organisms, in which cyclins and cyclin-dependent kinases (CDK) play a key role
(Joubeset al, 2000).A control mechanism of CDK is the degradation of corresponding
cyclin subunits (Furunet al, 1999). At the &S and metaphase-anaphase transitions,
CDKs are inactivated by ubiquitin-mediated proteolysis of the corresponding cyclins
(den Elzen & Pines, 2001).

The anaphase-promoting complex (APC) is a multisubunit E3 ubiquitin ligase
associated with the ubiquitin-26S proteasome pathway, and contains at least 11 subunits
(Yoonet al, 2002). The APC is conserved from plants to mammals, and is regulated by
two associated proteins, CDC20 and CCS52/CDH1 (Yetoal, 2002). CDC20 and
CCS52/CDH1 can both activate the APC at specific points in the cell cycle, and provide
specificity to the type of cyclin that will be ubiquitinated (Krametr d., 2000;
Zachariaeet al, 1998). Cyclins that have degradation box (D-box), KEN-box or A-box
motifs are recognized and ubiquitinated by the APC (Glatzat, 1991, Littlepage &
Ruderman, 2002; Pfleger & Kirschner, 2000). The proteolytic events triggered by the
APC are required to release sister chromatides during anaphase, to control the exit from
mitosis and to prevent premature entry into the S-phase (Jegaeathlar2005; King
et al, 1995; Peters, 2002).

In vertebrates, APC11 and APC2 are the catalytic subunits of the complex (Tang
et al, 2001). Poxviruses, a large group of animal-infecting dsDNA viruses, e@acode
protein, RING-H2, that mimics the APC11 subunit.isTkiral protein shows no
catalytic activity and thus negatively interferes with the ubiquitination process of
regulatory targets of the cell cycle by competing with APC11 in the formation of the

APC complex (Mcet al, 2009; 2010).
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Plants have multiple activators of the APC, which in combination with different
ubiquitination-linked enzymes may have distinct or additional functions at specific
stages of the cell cycle (Elost al, 2006; Fulopet al, 2005; Limaet al, 2010).A.
thaliana has all the components necessary for the assembly of a functional complex,
and the comparison with homologous components from other eukaryotes reveals that
the subunits of theArabidopsis thalianaAPC (AtAPC) preserve the same protein
domains present in other organisms (E&tyal, 2006). However, in contrast to other
eukaryotic organisms, which have a single copy of each APC subunit, plants have gene
duplication in some APC subunits (Ceii al, 2006). Limaet al. (2010) suggest that
additional copies of APC subunits may form sub-complexes that could play specific
functions during plant development. Among several AtAPC subunits characterized by
Eloy et al. (2006), APC7 and APC10 are found mostly in leaves. The APC7 transcript
has an alternative splicing, generating longer and shorter (lacking the 5' region)
transcripts. The proteins encoded by two AtAPC7 transcripts interact with other
components of APC complex (Eley al, 2006).

Begomoviruses (familgzeminiviridag havea genome comprised of one or two
components of circular, single-stranded DNA and are transmitted by the whitefly
Bemisia tabaci(Homoptera: Aleyrodidae) to dicot plants (Stanley al, 2005)
Bipartite begomoviruses have two genomic components named DNA-A and DNA-B,
each with approximately 2600 nucleotides. The two components have no sequence
identity between themselves, except for a ~200 nt "common region" (CR) which
contains the viral origin of replication. The viral genome does not encode a DNA
polymerase, and therefore begomovirus replication is greatly dependent on the host's
DNA replication machinery (Fontest al, 1992). However, these viruses replicate in

fully differentiated plant cells, which are no longer replicating their DNA. To overcome
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this "biochemical barrier", begomovirsreprogram the cell cycle to create a favorable
environment for replication (Nagat al, 1995). The viral Bp protein binds to the plant
retinoblastoma protein (pRB) and eades repression of E2FC and E2FA transcription
factors, activating the expression of S phase-associated genesdKain@000). The

end result is the induction of DNA replication in differentiated plant cells (Netgal,

2002). However, cell division does not occur, and begomoviruses are not tumour-
inducing viruses (Hanley-Bowdogt al, 2004).

In A. thalianainfected bythe bipartite begomoviru€abbage leaf curl virus
(CaLCuV), Ascencio-Ibaneet al. (2008) noted an increase in 8C, 16C and 32C nuclei,
accompanied by a reduction in 4C nuclei. These results indicate that begomovirus
infection may induce the endocycle. According to the model proposed by Ascencio-
Ibanezet al. (2008), CaLCuV selectively infects the 4C cell population predisposed to
enter the endocycle, but not 2C or 4C cells in the mitotic cycle.

The pattern of gene expression in CaLCuV-infecdedhaliana suggests that
viral infection activates S phase genes and inhibits M phase genes (Ascencioetbanez
al., 2008), and supports the proposed model. The CDKG;1, CKL5 and CKL6 cyclins
are associated with exit of the quiescent state cell and re-entrance in the cell cycle, and
are up-regulad in A. thaliana tissues infected by CalLCuV. Additionally, genes
associated with the (hase are down-reguéatt suggesting that infected cells transit
from the final stages of 3nto the S phase. This is corroboratsddown-regulation of
cyclins CYCD1;1 and CYCD3;2, which are activators of early ghase, and up-
regulation of cyclin CYCD4;2, which is required in the final stages p{AScencio-
Ibanezet al, 2008).

Begomovirus-induced modulation of cell cycle progression suggests that

regulatory cell cycle components may play an active role im tieplication. In this
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work we demonstrate that in transgeAicthalianaoverexpressing APC7 and APC10,

two subunits of the APC complex, CaLCuV accumulation is reduced, suggesting that
APC7 and APC10 have a negative effect over begomovirus replication. Besides
contributing to our understanding of the virus-host interactions that take place during
viral replication, the results described here highlight the usefulness of begomoviruses as

tools in studying basic cellular processes such as cell cycle regulation.

Material and methods

Viral isolate and plant material

Infectious clones corresponding to tmENA-A and DNA-B of CalLCuV (kindly
provided by D. Robertson, North Carolina State University, Raleigh, USA) and wild-
type (wt) Arabidopsis thaliandColumbia-0' were used in the experiments. Transgenic
A. thaliana plants included plants overexpressimy APC7 ("APC7"), wt APC10
("APC10"), only the N-terminal and only the C-terminal portions of APC7 ("APC7N"
and "APC7C", respectively) (A.S. Hemerly and P.C.G. Ferreinpublished resuljs

and the SALK036724 and SALK109118 T-DNA insertion mutants (obtained from the
Salk Institute, La Jolla, USA), with T-DNA insertion at the 5-NTR and 5'-end of the

APCT7 gene, respectively.

Viral inoculation and confirmation of viral infection

Plants were biolistically inoculated (Arag&@b al, 1996) at the 8 to 10 leaves
stage, using Rg of each genomic component (DNA-A and DNA-B). Inoculated plants
were kept in a growth chamber with average daily temperatures©fa2®l a 12-hour
daylength. Symptoms were monitored from the first day post-inoculation (dpi) until

complete development of the inflorescence. DNA from all plants was extracted at 14
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and 28 dpi (Dellaport@t al, 1983) and used as a template for PCR-amplification of
viral genomic fragments using the universal begomovirus primers PAL1v1978 and

PAR1c496 (Rojast al, 1993).

Viral DNA accumulation in infected plants

DNA from all plants, extracted at 14 and 28 dpi as described (Dellagiogia
1983) was used to determine viral DNA accumulation by quantitative real-time PCR
(gPCR). Reactions were prepared in a final volume ofullQusing the Fast SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) following thenufacturer’s instructions and
were analyzed in a CFX96 Real-Time System (Bio-Rad). The PCR protocol included an
initial denaturing step at 96 for 20 s, followed by 39 cycles of 45 for 3 s and 5&
for 30 s, followed by a dissociation stage. Virus-specific primers (forward: 5-ACA
GCA CGATTG AGG GTA-3' and reverse: BAA GGG ACT GGC AAT CAA-3)
were designed using the software Primers Express 2.0 (Applied Biosystems), and their
specificity was tested by conventional PCR using plasmid DNA containing the
complete DNA-A of CaLCuV, following by electrophoresis in an 8.0% polyacrylamide
gel.

Standard curves were prepared using serial dilutions of plasmid DNA containing
the complete DNA-A of CaLCuV (f&o 10 copies of the viral genome per reaction).
Standard curves were obtained by regression analysis of cycle threshold (Ct) values of
each one of the three replications of a given dilution in relation to the log of the amount
of DNA in each dilution. For absolute quantification of the number of viral DNA
molecules in the different treatments, 100 ng of total DNA, extracted as described

previously, were used in reactions containing virus-specific primers. Each sample was
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analyzed in triplicates, and three biological replications of the experiment were carried

out. Data analysis ascarried out using the MS Excel 2007.

Results

To assess the involvement of the APC complex on begomovirus infection,
transgenicA. thaliana plants overexpressing wild-type APC7 and APC10 or APC7
deletion and T-DNA insertion mutants were inoculated with the begomavabbage
leaf curl virus(CaLCuV), and viral load was determined by gPCR. Viral infection was
confirmed in all inoculated plants by conventional PCR at 28d#ta(not shown

CaLCuV-infected wild-type Col-0 plants displayed severe leaf curling and
stunting at 14 and 28 dpi (Figure 1). Similar symptoms were observed in plants of the
SALKO036724 T-DNA insertion mutant, particularly at 28 dpi (Figure 1). APC7, APC10
and APC7N transgenic plants displayed no symptoms at 14 dpi, and mild symptoms at
28 dpi (Figure 1). APC7C and SALK109118 plants displayed no symptoms at either 14
or 28 dpi (Figure 1). It is noteworthy that none of the mock-inoculated transgenic plants
displayed a visible phenotype, except for the APC7 line, whose leaves display a reddish
hue (Figure 1).

Viral load in infected plants, as determined by qPCR, corresponded very well
with symptoms. Transgenic plants overexpressing APC7 and APC10, as well as the
SALK109118 mutant line (with a T-DNA insertion in the 5'-end of &@P7 gene),
accumulated virtually no viral DNA at 14 dpi, and had a significantly reduced viral titer
compared to wt Col-0 plants at 28 dpi (Figure 2). Plants overexpressing APC7N had
low viral accumulation at 14 and 28 dpi. Plants overexpressing APC7C had an
extremely low viral titer at 14 and 28 dpi. Plants of the SALK036724 mutant line (with

a T-DNA insertion in the 5-NTR of th&ePC7gene) had an extremely low viral titer at
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14 dpi, but by 28 dpi the viral titer recovered and was equivalent to that observed in wt
Col-0 plants (Figure 2).

Together, thee results indicate that overexpression of APC7 and APC10, two
subunits of the APC complex, negatively affects the accumulation of begomovirus
DNA. Moreover, expression of either the N- or the C-terminal portions of APC7 is
sufficient for the negative effect to be observed, although the C-terminal portion seems

to be more effective compared to the N-terminal portion.

Discussion

The APC complex has multiple functions in the cell cycle. It acts to control the
output of mitosis and meiosis, and must be deactivated for the G1/S phase transition to
occur (Hsuet al, 2002; Weiet al, 2004). Begomoviruses are dependent on the host's
DNA replication machinery but infect differentiated cells, and therefore require that the
cell enters the S phase. Here we demonstrate a negative effect on CaLCuV DNA
accumulation due to the overexpression of wt APC7 and APC10 in trans§enic
thaliana plants. Overexpression of different APC7 mutants also had a negative effect in
viral accumulation, indicating that different portions of the APC7 protein may
differentially affect viral DNA replication.

The phenotype of the SALK109118 line indicates that deletion of the 3'-region
of the APC7 gene does not affect its ability to negatively affect begomovirus DNA
accumulation. This mutant line is functionally equivalent to the transgenic line
overexpressing the N-terminal portion of the APC7 protein (APC7N), and in fact the
phenotype of these two lines is equivalent, both in terms of symptoms and viral DNA
accumulation. Conversely, the phenotype of the SALKO036724 line indicates that

silencing ofAPC7 (which is supposedly the result of a T-DNA insertion at the 5-NTR
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of the APC7 gene) leads to viral DNA accumulation at wt levels. The low viral
accumulation in plants of this mutant line at 14 dpi was unexpected, and should be
further investigated. It is also necessary to perform the molecular analysis to confirm
silencing of APC7 in this mutant line, as well as expression of a C-terminal truncated
APCY protein in the 109118 mutant line.

The fact that subunits of the APC complex are involved in the accumulation of
CaLCuV is not surprising, considering that interactions involving begomoviruses and
host proteins associated with cell cycle regulation are well documented (Ascencio-
Ibanez et al, 2008). A similar effect has been demonstrated for poxviruses, which
express a protein that mimics the APC11 subunit of the APC complex. In this case the
viral protein negatively affects the formation of a functionally active APC complex,
since it interacts with other APC components but fails to promote ubiquitin chain
formation. Poxviruses also manipulate cell cycle progression, and viral accumulation is
negatively affected when the viral protein that mimics the APC11subunit is absent (Mo
et al, 2009; 2010).

TransgenicA. thalianaplants expressing only the C-terminal portion of APC7
allowed the accumulation of very low quantities of vibMA. The AtAPC7 transcript
undergoes alternative splicing, generating two transcripts. The predicted protein derived
from the short AtAPC7 transcript (corresponding to the C-terminal portion) is
homologous to an inhibitor of virus replication (IVR) known as IVR-like protein (Akad
et al, 1999). Transient expression of the IiRe protein greatly reduced replication of
Tobacco mosaic virugTMV) in N. tabacuncv. ‘Samsun’ leaf disk assays (Aketdal,

1999). The IVR associated with the local lesion response is mainly a tetratricopeptide

repeat (TPR) (Loebenstein, 2009). The TPR domain is found in the APC7 protein (Eloy

83



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

et al, 2006), and is capable of binding elongated peptide stretches and promoting
interaction between different components of the APC complex (Schet#i&ér2000).

The presence o TPR domain in APC7 may explain the negative effect on
CalCuV DNA accumulation. The APC subunits APC3, APC5, APC6 and APCS8 also
contain a TPR domain (Limet al, 2010), and thereferay also affect the replication
of begomoviruses. However, this hypothesis must be reconciled with the fact that wt
thalianais susceptible to CaLCuV even though APC7 is expressed. Overexpression of
wt APC7 and of its deletion mutants (APC7N and APC7C) could trigger the antiviral
activity mediated by the TPR domain due to a concentration threshold and/or
conformational changes in the protein. Furthermore, APC10 does not have a TPR and
nevertheless is also capable of negagiagfect CaLCuV DNA accumulation.

Another explanation for the lower viral DNA accumulation in transgenic
thaliana plants overexpressing wt APC7, APC10, APC7N and APC7C is that increased
expression of APC complex subunits could stimulate the activity of the complex, and
thereby prevent progression of the cell cycle into the S phaseetHdy 2002; Weiet
al., 2004), which is essential for begomovirus replication (Hanley-Bowdbial,

2004). Inwt Col-0, begomovirus proteins could inactivate the APC complex and allow
entry into the S phase. To confirm this hypothesis it would be necessary to test the
interaction between APC7, APC10 and their activators with different begomovirus
proteins. In support of this hypothesis, it has been shown that the human
cytomegalovirus inactivates the APC rapidly after infection of quiescent fibroblasts,
negatively affecting the stabilization of APC substrates. APC inactivation is caused by
the dissociation of its positive regulator, CDH1, and is probably mediated by a viral

protein (Wiebusclet al, 2005).
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Finally, APC7 and APC10 could affect key regulatory components in the control
of the endocycle progression and impairing begomovirus replication. The Geminin
protein ofDrosophilais targeted for destruction by the APC at the metaphase-anaphase
transition, and does not reaccumulate until late in theplase, when the APC is
inactivated by cyclin/OK-mediated phosphorylation ofd1 (McGarry & Kirschner,

1998; Zachariaet al, 1998). Down-regulation of APC componentdirosophilacells
results in geminin protein hyperaccumulation and disrupts endocycle progression, likely
because pre-Replicative complex formation is inhibited (Narbonne-Retedu2008;

Zielke et al, 2008). Althougha Geminin homologue protein is not presentA.
thaliana, we can not exclude the possibility of another endocycle regulatory component
to be affected by APC7 and APC10.

The results presented here indicate that overexpression of APC7 and APC10 in
transgenic plants causes a negative effect in begomovirus replication. It is possible that
begomoviruss manipulate the APC complex in susceptible plants to permit re-entry
into the cell cycle. Further studies are required to elucidate the mechanisms involved in
the interference in the replication of begomoviruses exerted by overexpression of APC

subunits.
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Figure 1. Symptoms induced in transgemc thaliana plants overexpressing wild-type APC7 and APC10 or APC7 mutants, biolistically
inoculated with the begomovird3abbage leaf curl virugCaLCuV).A. thalianaColumbia-0 was used ascontrol. A, Images obtained at 14

dpi; B, Images obtained at 28 dpi. Mock, plants bombarded with tungsten particles without viral DNA.

89



1,00E+06
9,00E+05 T
8,00E+05
7.00E+05 -
6,00E+05 -
5,00E+05 ——
4,00E+05
3,00E+05
2,00E+05 -
1.00E+05
0.00F+00 -

Number of genomic units

—
28 0 14 28 14 28 14 28 7 4 28
APCT APC10 APCTN APCT C 036724 109118

Treatments

Figure 2. Viral DNA accumulation in transgeni. thalianaplants overexpressing wild-type

APC7 and APC10 or APC7 mutants biolistically inoculated with CaLCuV. Total DNA was
extracted from systemically infected leaves at 14 and 28 days post-inoculation and used as a
template for quantitative real-time PCR (qPCR) with virus-specific primfrghaliana
Columbia-0 wild type was used ascontrol. Error bars indicate mean = SD of three

independent experiments.
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CAPITULO 3

ESTUDO DA INTERACAO ENTRE A PROTEINA DE MOVIMENTO (MP) DO
BEGOMOVIRUS Tomato yellow spot virus (ToYSV) E PROTEINAS DO

HOSPEDEIRO
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1. RESUMO

O géneroBegomovirugfamilia Geminiviridag inclui virus cujo genoma apresenta uma

ou duas moléculas de DNA circular de fita simples, que infectam espécies de plantas
dicotiledbneas e sdo transmitidos pela mosca-br8ecaisia tabaci A proteina de
movimento ("movement protein”, MP) dos begomovirus bissegmentados é responsével
pelo movimento célula-a-célula e esta associada a expressdo de sintomas. Poucos
trabalhos demonstraram a interacdo desta proteina com proteinas do hospedeiro. O
objetivo deste trabalho foi detectar e caracterizar proteinas do hospedeiro que interagem
com a proteina de movimento (MP) do begomovifusnato yellow spot virus
(ToYSV). Para detectar a interacao foi utilizado o método de purificagdo por afinidade
em tandem (TAP). A transformacdo genética de plantaérdbidopsis thalianae
Solanum lycopersicuntom a construcdo N-TAPI/MP n&o gerou transformantes.
Realizou-se entdo um ensaio de expressao transiente em folh&§cateana
benthamiana Folhas deN. benthamianacompletamente expandidas foram infiltradas

com culturas dé\grobacterium tumefaciermarregando a construcdo N-TAPI/MP, e 48
horas ap6s a inoculacdo estas folhas foram coletadas para posterior extracdo de
proteinas totais. Apés o procedimento de purificacdo por afinidade em teng8Bx8-

PAGE, verificou-se apenas a banda referente a etiqueta fusionada a MP (N-TAPiI/MP).
Nenhuma interacéo entre a MP do ToYSV com proteinas do hospedeiro foi observada

no ensaio de expressao transiente em folh&s denthamiana

PALAVRAS-CHAVE: Geminivirus;ToYSV; proteina de movimento; interacdo; TAP
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2. INTRODUCAO

A familia Geminiviridaeé composta de virus com genoma de fita simples de DNA
circular encapsidado em uma particula icosaédrica geminada. A familia é dividida em quatro
géneros Nastrevirus Curtovirus Begomoviruse Topocuviru$, de acordo com o tipo de
inseto vetor, gama de hospedeiros, nimero de componentes e organizagdo do genoma,
relacionamento filogenético (Stanleyal, 2005)

Os begomovirus possuem um ou dois componentes gendmicos, infectam plantas
dicotiledbneas e sdo transmitidos pela mosca-brBecaisia tabaci Os begomovirus que
ocorrem nas Américas possuem o genoma dividido em dois componentes, denominados
DNA-A e DNA-B. No DNA-A encontram-se 0s genes associados a replicacdo, ativacao
transcricional e encapsidacdo. No DNA-B encontram-se 0s genes associados ao movimento
intra- e intercelular, denominados NSP ("nuclear shuttle protein”) e MP ("movement
protein"), respectivamente (revisado por R@gal, 2005).

A proteina MP é essencial para o movimento célula-a-célula dos begomovirus com
genoma bissegmentado (Nouegial, 1994) e a expressdo de sintomas da infeccéo viral
(Lazarowitz, 1991; Houet al, 1998). A MP doBean dwarf mosaic viru§BDMV) é
responsavel pelo transporte do DNA viral através dos plasmodesmas (Nbwirg994),e
localiza-se ao redor do nucleo, em fracbes da membrana plasmatica e nagatadéson
Arnim e Stanley, 1992 ; Pascat al, 1993). Tanto ssDNA quanto dsDNA podem ser
transportados célula-a-célula, mas provavelmente dsDNA é a principal forma de movimento
do BDMV (Rojaset al, 1998). Sanderfoot e Lazarowitz (1995) demonstraram que MP e NSP
atuam de maneira cooperativa para o0 movimentdgl@sh leaf curl viru6SqLCV).

Como o BDMV e o SqLCV apresentam tropismo de tecido diferente (o SqLCV é
restrito ao floema e o BDMV infecta células do mesofilo), € de se esperar que estes
begomovirus apresentem diferencas no movimento célula-a-célula. Assim, foi proposto que
apos o transporte do DNA viral do BDMV do nucleo para o citoplasma, mediado por NSP, o
DNA ¢é transferido de NSP para MP formando um complexo MP-dsDNA, o qual se
movimenta de uma célula para outra (Levy e Tzfira, 200®)para o SgLCVSanderfoote
Lazarowitz (1995) sugerem que um complexo NSP-ssDNA move-se célula-a-célula por
intermédio da ligacdo com MP.

As proteinas de movimento do BDMV e Abutilon mosaic viru¢AbMV) podem ser
fosforiladas na regido C-terminal por cinases associadas a parede celular, e esta modificaca

pos-traducional pode ser necessaria para o0 aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmas
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(Levy e Tzfira, 2010). Kleinovet al. (2008) demonstraram que mutacdes nos trés diferentes
sitios de fosforilagdo da MP do AbMV afetam o desenvolvimento de sintomas e o acumulo de
DNA viral. Além de modificacdes pos-traducionais, a interacdo de MP com fatores virais e do
hospedeiro também € necesséria. A interacdo entre NP doi demonstrada por meio da
re-localizacdo de NSP por MP em protoplastodNdé&abacume também pela interacéo fisica
demonstrada no sistema duplo-hibrido de levedura (Sanderfoot e Lazarowitz, 1995; Mariano
et al, 2004). Além desta interacdo com NSP, MP também interage com HSC70 ¢Ketnz

2010) e sinaptotagmina A (SYTA) (Lewis e Lazarowitz, 2010).

Lewis e Lazarowitz (2010) demonstraram que a MP do begoma®ahbage leaf
curl virus (CaLCuV) interage com SYTA derabidopsis thalianaSYTA regula o transporte
célula-a-célula da MP do CaLCuV e € necessaria para 0 movimento sistémico do virus na
planta. Em ensaio de duplo-hibrido de levedura verificou-se a interacdo entre HS&70 de
thalianae a MP do begomovirus AbMV. Esta interacao foi confirmadavo utilizando-se o
ensaio de complementagao de fluorescéncia bimolecular (BiFC) (létealz 2010). Os
resultados sugerem que a interacdo HSC70-MP € importante para o transporte viral e inducdo
de sintomas.

O begomoviru§omato yellow spot viru§ToYSV) foi isolado de plantas de tomateiro
na regido de Bicas, Minas Gerais (Ambrozeviatisal, 2002). O ToYSV causa sintomas
severos em tomateiro e em hospedeiros experimentais, bbootiana benthamianae
Nicotiana glutinosa(Calegarioet al, 2007). A severidade de sintomas pode estar associada,
dentre outros aspectos, com o tropismo de tecido deste virus, uma vezNjueesthamiana
0 ToYSV é capaz de infectar, além do floema, as células do itne§ifzes-Junioret al,

2009). Estas caracteristicas tornam o ToYSV um modelo interessante no estudo da interacéo
begomovirus-hospedeiro.

Os estudos de interacdo entre proteinas, de maneira geral, utilizam o sistema duplo-
hibrido de levedura. Este método consiste na fusdo da proteina "isca"™ ao dominio de ligacéo
ao DNA de um fator transcricional (normalmente GAL4), e na fusdo da protein "presa” no
dominio de ativacdo transcricional. A interacdo entre as proteinas "isca" e "presa" conduz a
ativacdo funcional do fator transcricional promovendo a expressdo de um gene repoérter
(Navaratnam, 2009). O método de purificacdo por afinidade em tandem (“tandem affinity
purification”, TAP) tem sido utilizado como uma alternativa ao sistema duplo-hibrido de
levedura no estudo da interagd@o entre proteinas. Este método foi desenvolvido originalmente
em leveduras para purificacdo de complexos de proteinas e identificacdo de interagfes

proteina-proteinan vivo. Atualmente o método TAP pode ser utilizado em mamiferos,
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plantas, bactérias e outros sistemas €Xwal, 2010). O método permite a purificacdo de
proteinas complexadas a uma proteina alvo etiquetada.

A identificacdo e o estudo de proteinas da planta que interagem direta ou
indiretamente com MP sdo fundamentais para o entendimento do processo de movimento
viral, um aspecto importante da interacdo begomovirus-hospedeiro. Um maior entendimento
da interacdo virus-hospedeiro pode levar a novas estratégias de controle destas viroses,
egecialmente com relacdo a resisténcia do hospedeiro, seja ela natural ou derivada do
patogeno.

O objetivo deste trabalho foi detectar e caracterizar proteinas do hospedeiro que
interagem com a proteina de movimento (MP) do ToYSV utilizando-se o método de

purificacdo por afinidade em tandem (TAP).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Construcao do vetor pNTAPIMP

O gene que codifica a proteina de movimeM®)(do ToYSV-[Bic2] (Calegaricet
al., 2007) foi amplificado por PCR, utilizando-se os oligonucleotideos MP(F)-EcoRI (5'-CGC
GGA ATT CGT TGA AAT GGA TTC TCA G-3') e MP(R)-Xhol (5-CGC GCT CGA GCC
CTC TCT TAA CTC AAT G-3'). O produto da amplificacdo foi purificado e clonado no
vetor pENTR11 (Invitrogen). Os sitios attL deste vetor foram utilizados para subclonar o gene
MP em pNTAPI por meio de recombinagdo mediada por LR clonase (Invitrogen) (Bbhila
al., 2004), gerando o plasmideo pNTARR. Como controle foi utilizado o gene GFP
fusionado a etiqueta N-TAPi. O gene que codifica a proteina GFP foi amplificado via PCR a
partir do plasmideo pK7FWG2 utilizande-os oligonucleotideos GFP(R)-Nots'-GCA
TGC GGCCGCTTA CTT GTA CAG CTC G-3) e GFP(F)-Sall (5'-GTG GTG GTC GAC
ATG GTG AGC AAG GGG3'). O fragmento amplificado foi purificado, inserido em
PENTR11 e sub-clonado no vetor pNTAPi da mesma forma descrita para o gene MP, gerando
0 plasmideo pNTAPI-GFP. A integridade das constru¢cdes pNTAPi-MP e pNTAPI-GFP foi
verificada por sequenciamento (Macrogen Inc.). As constru¢des obtidas (pNTAPI-MP e
PNTAPI-GFP) foram utilizadas para a transformacaégebacterium tumefacierGvV3101

por choque térmico (Brasileiro e Carneiro, 1998).

3.2. Expresséo e purificacdo da proteina MP a partir dEscherichia coli
Para construcdo do vetor codificando a proteina MP contendo uma etiqueta de seis

histidinas (6xHis), o gene MP foi inserido no vetor pRSET-A (Invitrogen), gerando o
plasmideo pRSET-A-MP. Os plasmideos recombinantes foram utilizados para trangformar
coli BL21::DE3. Para purificacdo da 6x4MP, 5 ml de cultura deE. coli BL21::DE3
contendo o plasmideo pRSETMP, crescidas durante a noite, foram utilizados para
inocular 500 ml de meio LB contendo ampicilina (100 pg/ml). As células bacterianas foram
incubadas a 3T até atingiDOgo entre 0,4 e 0,6. A expressao das proteinas foi induzida por
meio da adicdo de IPTG para uma concentragao final de 1 mM, seguido de incubatdo por
horas. As células foram ressuspendidas em 5 ml de tamp&o de ressuspenséo (fosfato de sodic
50 mM pH 8,0, contendo NaCl 300 mM, EDTA 0,5 nfddnercaptoetanol 5 mM, Tween-20
0,1% e glicerol 10%), lisadas por sonicacéo e centrifugadas a 3P@PBO minutos a°C.
O sobrenadante foi adicionado a uma coluna deNWIA (Qiagen) para purificacdo da
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proteina recombinante 6xHis-MP por cromatografia de afinidade, conforme instru¢cdes do
fabricante A coluna foi lavada com tampéo de ressuspenséo acrescido de imidazole 40 mM,

a proteina recombinante foi eluida com tampao de eluicdo (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl
300 mM, imidazole 250 mM, DTT 2,5 mM e SDS 0)6% proteina purificada foi submetida
adialise com propor¢des crescentes do tampéo renaturante (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl
100 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10%, DTT 1mM e PMSF 1 mM), e decrescentes de tamp&o

N (NaHCG 100 mM, pH 9,0). A proporcéao inicial foi de 80:20 (tampdo N + SDS 0,5%:
tampao renaturante), e em seguida foram utilizadas as proporc¢des 60:40, 40:60, 20:80 e 100%
de tampéo renaturante. As solugbes foram trocadas a cada 3 horas. A concentracdo da
proteina recombinante foi medida pelo método de Bradford (Bio-Rad), utiliz@wmno

padrdo albumina de soro bovino (BSA). A pureza e a massa molecular foram verificadas por

SDS-PAGE emunodeteccdo com anticorpos especificos.

3.3. Producéo de anti-soro contra a proteina MP

A proteina 6xHis-MP purificada a partir das células bacterianas foi utilizada para a
producdo de anti-soro policlonal utilizando-se dois coelhos brancos da raca Nova Zelandia,
com 30 dias de idade. ApGs a coleta de sangue para a obteng¢do do soro normal (pré-imune)
foram realizadas cinco inje¢des intramusculares a intervalos semanais, com 100, 200, 200,
400 e 400 pg de proteina para um dos coelhos e 200, 400, 400, 800 e 800 ug para o0 outro
coelho. Adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich) foi misturado a proteina MP na
propor¢cdo 1:1 imediatamente antes da injecdo. Duas semanas ap0s a Ultima injecdo foram
retiradas amostras de sangue para avaliacao inicial do anti-soro. Uma coleta adicional foi
realizada uma semana apoOs a primeira coleta. A especificidade do anti-soro foi confirmada

por Western blat

3.4. Transformacéo deSolanum lycopersicum cv. ‘Moneymaker’

Sementes de tomateiro cultivar ‘Moneymaker’ foram desinfestadas por imersao em
etanol 70% por 1 minuto e lavadas em agua milli-Q autoclavada, seguido de incubacdo em
solugéao de NaClO (1,25% de cloro atied)ween20 a 0,1% sob agitacao por 20 minutos. As
sementes desinfestadas foram lavadas quatro vezes em agua milli-Q autoclavada e, apos
secagem em papel de filtro estéril, foram germinadas em caixas magenta contendo meio de
cultura MS meia forga (Murashige e Skoog, 1962) acrescidmidenositol a 50 mdl,
sacarose a 20 g/l, agargeb gl e vitaminas de Nitsch e Nitsch (1969). As sementes foram
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mantidas em sala de crescimento (26°C + 2) por 10 dias sob irradiancia de 24%sneotm
fotoperiodo de 16 horas.

Apoés a germinacdo, as folhas cotiledonares e os hipocotilos foram seccionados em
fragmentos de 0,5 e 1 cm, respectivamente, e pré-cultivados por 24 horas em meio de
regeneragao composto por sais MS forga total (Murashige e Skoog, 1962) adicionado de
vitaminas de Nitsch e Nitsch (1969), zeatsna mgl, sacarosa 2 g/l e acetosiringona 100
KUM. Os cotilédones foram mantidos com a face adaxial voltada para o meio de cultivo.

Apbs o pré-cultivo foi realizado o co-cultivo dos explantes. Para isso, uma cultura de
A. tumefaciensontendo a constru¢cao pNTAMIP ou pNTAPI -GFP foi incubada a 28°C em
meio LB acrescido dos antibiéticos espectinomicina, estreptomicina e gentamicina nas
concentracbes de 300, 100 e 50 pg/ml, respectivamente. Em seguida as culturas foram
submetidas a centrifugacéo a 2.400or 10 minutos a 22°C. As células foram ressuspendidas
em 10 ml de meio MS liquido (Murashige e Skoog, 1962) acresciducdeositol a 0,1 g/l e
sacarosa 20 gl. A absorbancia da suspensao foi medida em espectrofotometro e ajustada
paraDOgoo de 0,4 por meio da adicdo de meio MS0. Os explantes foram imersos por 5
minutos na suspensédo Aetumefaciense em seguida foram secos em papel de filtro estéril e
transferidos novamente para o meio de pré-cultivo contendo um papel de filtro autoclavado e
estéril disposto sobre o meio. Foram entdo mantidos por mais 2 dias em sala de crescimento
sob irradiancia de 24 umolffs e fotoperiodo de 16 horas.

Apoés o co-cultivo os explantes foram transferidos para meio de regeneracao seletivo
[MS forca total (Murashige e Skoog, 196®)jo-inositol a 0,1 dl, vitaminas de Nitsch e
Nitsch (1969), sacarose20 dl, zeatinaa 2 mgl, agargela 5,2 dl, Timentina 300 mdl e
glufosinato de amonia 250 mg/l (agente de selecdo)]. Os explantes foram mantidos em meio
de regeneracdo por um periodo de 20 dias. Explantes co#iteddoram cultivados com a
face abaxial em contato com o meio de cultura.

Decorrida a etapa de regeneracdo os explantes foram transferidos para meio de
alongamentgsais MS forca total (Murashige e Skoog, 196®ip-inositola0,1 dl, vitaminas
de Nitsch e Nitsch (1969), sacar@s20 dl, zeatinaal mgl, agargeh 5,2 dl, Timentina300
mg/l e glufosinato de amoén@250 mdl] e mantidos nestas condi¢cdes por aproximadamente
30 dias. Brotacdes diferenciadas e alongadas foram seccionadas e transferidas para meio de
enraizamento (MS forca totahio-inositol a 0,1 dl, vitaminas de Nitsch e Nitsch (1969)
sacaros@ 20 dl, agargela 5,2 g/l, acido indol-3-acética2 mgl, glicinaa 2 mg/l e Timentin
a 300 mdl). Todas as etapas foram conduzidas em sala de crescimento (26 °C = 2) sob

irradiancia de 24 pmol/fts e fotoperiodo de 16 horas.
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Plantas de tomateiro enraizadas e @parte aérea desenvolvida foram transferidas
para copos descartaveis contendo agua, cobertas por sacos plasticos e mantidas em sala d
crescimento por 15 dias. Os sacos plasticos foram gradativamente abertos a cada dois dias
para a realizacdo de trocas gasosas e diminuicdo da umidade relativa do ar. Eamaseguid
plantas foram transferidas para vasos contendo substrato organico e mantidas em casa-de-
vegetacao sob telado sombrite 50% até a completa adaptacdo. A confirmacao da expressao de
NTAPi-MP e NTAPi-GFP foi realizada por meio didestern blgtutilizando-se anti-corpos
policlonais para a proteimdP (item 3.3) e anti-CBP (Millipone

3.5. Avaliagéo da infectividade de ToYSV emrabidopsisthaliana

Sementes dA. thalianaecotipo Columbia-0 foram semeadas em substrato comercial
(Plantmax) e mantidas em camara de crescimentd@ &b fotoperiodo de 12 horas. Os
clones correspondentes a 1,5 copias do DNA-A e do DNA-B de ToYSV (Aneétadle
2006) foram inoculados por biobalistica (Aragétacal, 1996). O aparecimento de sintomas
foi monitorado diariamente. Apos extracdo de DNA (Dellapettal, 1983) aos 14 e 28 dias
pos-inoculacao (dpi) as plantas foram avaliadas quanto a infeccdo pelo ToYSV por meio de
PCR. Foram utilizados oligonucleotideos universais para o DNA-B de begomovirus
bissegmentados (PBL1v2040 e PCRRbjaset al, 1993), eoligonucleotideos especificos
para a MP do ToYSV [MP(F)-EcoRlI, 5-CGC GGA ATT CGT TGA AAT GGA TTC TCA
G3', e MP(R)-Xhol5-CGC GCT CGA GCC CTC TCT TAA CTC AAT G3'. Gabbage

leaf curl virus(CaLCuV) foi utilizado como controle positivo.

3.6. Transformacéao deArabidopsisthaliana

Sementes dA. thalianaecotipo Columbia-0 foram semeadas em substrato comercial
(Plantmax) e mantidas em camara de cresciment@@ @in fotoperiodo de 16 horas. Sete
dias apos a semeadura foram transplantadas sete plantas por vaso.

A preparacdo das culturas dgrobacterium tumefacien&V3101 carregando o
plasmideo recombinante pNTAPi-MP ou pNTAPI-GFP foi realizada conforme descrito no
item 3.4, e o pellet foi ressuspendido em meio para infiltracdo (sais MS meia forca, sacarose
5% e Silwett L-77 0,05%) ajustando-se adgfpara 0,8. As plantas d&. thaliana foram
inoculadas quando apresentavam inflorescéncias com aproximadamente 5 cm, por submersao
da inflorescéncia na suspensédo de bactérias (Clo@gnt, 1998). Possiveis transformantes

T1 foram semeados em substrato comercial (Plantmax) e selecionados com a aplicacdo do

99



herbicida glufosinato de amoénio (0,00578%) (Dufresteal, 2008) A confirmacao da

expressao das proteinas recombinantes foi realizada conforme descrito no item 3.7.

3.7. Expressao transiente em folhas dicotiana benthamiana

Para expresséo transiente em folhasNdéenthamianacélulas competentes de
tumefacien$sV3101 foram transformadas com aproximadamente 10 ng de DNA de pNTAPI-
MP ou pNTAPI-GFP pelo método de choque térmico (Sambrook & Russel, 2001). As
culturas deA. tumefaciencontendo os plasmideos pNTAPi-MP ou pNTAPI-GFP foram
incubadas por uma noite a @8 em 30 ml de meio LB contendo os antibidticos
espectinomicina, estreptomicina e gentamicina nas concentracdes de 300, 100 e 50 pg/ml,
respectivamente. Em seguida, foram adicionados a cultura 300 ml de meio LB com os
mesmos antibidticos, e as culturas foram incubadas até atingidgspde aproximadamente
1,2. As células bacterianas foram centrifugadas a B5@0 20 minutos, o pellet foi lavado
com 5 ml de meio para infiltracdo (MES 100 mM, pH 5,5, Md¥;1 M, acetoseringona 0,2
mM) e centrifugado novamente a 5.549por 20 minutos. O pellet foi ressuspendido em meio
de infiltracédo até atingir D§o de aproximadamente 1,0.

A agroinfiltrac@o foi realizada com seringa estéril de 3 ml sem agulha, em folhas
totalmente expandidas ke benthamianaForam coletadas amostras nos tempos 0, 24, 48, 72
e 96 horas pés-infiltracdo (hpi) para determinar o tempo de maior expressdo das proteinas
recombinantes NTAPi-MP ou NTAPi-GFP. A confirmacdo da expressdo das proteinas
recombinantes foi realizada por meio \destern blqgtutilizando-se anti-corpos policlonais
para a protein®P (item 3.3) e anti-CBP (Millipore

Apds a determinacdo do tempo de maior expressao das proteinas recombinantes,
foram coletadas 60 g de folhasMebenthamiananfiltradas com pNTAPI-MP ou pNATAPI-
GFP. As folhas foram cortadas em pedacos pequenos para posterior ligacdo cruzada das
proteinas com formaldeido, conforme (Rohila et al., 2004). O material vegetal foi armazenado
a-80°C para posterior extracdo de proteinas.

3.8. Extracao de proteinas totais e purificacdo por afinidade em tandem

A extracdo de proteinas 8k benthamian@&xpressando NTAPi-MP ou NTAPi-GFP
partir de 60 g de folhas foi realizada conforme Raéilal. (2004) e Rohilaet al. (2006). As
proteinas eluidas foram precipitadas com 10 pl de acido tricloroacético-TFA e centrifugadas a
20.000g por 15 minutos. O pellet foi lavado com acetona 100% e novamente centrifugado a

20.000g por 15 minutos. O pellet foi novamente lavado com acetona 80% e centrifugado a
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20.000g por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 30 pl de tampédo da amostra (Tris-
HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 10%g-mercaptoetanol 10 mM, glicerol 8,7%, azul de bromofenol
2%) e as amostras foram fervidas por 20 minutos. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), em gradiente 4-15% de
acrilamida. ApGs a corrida eletroforética o gel foi imerso em solugéo fixadora (metanol 50%,
acido aceético glacial 10%, bicarbonato de aménio 0,77%) por uma hora. Em seguida o gel foi
lavado duas vezes com agua Milli-Q, sensibilizado com tiosulfato de sédio 0,005% por uma
hora e incubado com nitrato de prata 0,1% por uma hora. Apos lavagem do gel com agua
Milli-Q foi adicionada a solucéo reveladora (carbonato de sédio 2%, formaldeido 0,036%),

incubando-se por 1-2 minutos. A revelacéo foi bloqueada com EDTA 50 mM por uma hora.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencaodos vetorespNTAPiI-GFP e pNTAPI-MP

Antes da insercdo dos genes GFP e MP do ToYSV, foi verificada a integridade do
vetor pNTAPi por meio de andlise de restricdo (Figura 1). O vetor foi digerido com as
enzimas de restricaCla I, Hind 1ll e Ecar |, as quais apresentam um, dois e trés sitios de
clivagem no vetor pNTAPI, respectivamente. Conforme observado no padréo eletroforético, a
enzimaCla | propiciou uma digestado parcial gerando um fragmento de aproximadamente
12.000 pb correspondente ao vetor pNTAPI linearizado. As bandas adicionais observadas
provavelmente correspondem a diferentes formas do DNA plasmidial ndo digeridta por
Com as enzimakcaR | eHind lll a digestéo foi total e as bandas observadas correspondem

aos tamanhos esperados (Figura 1). Desta maneira foi confirmada a integridade do vetor
PNTAPI (Rohilaet al, 2004).

NTAPI

HindIII (1)

EcoRI (749)

Hind 111

EcoR

<
Clal

—— FcoRI (2233) w.

2000 pg
Clal (8572) ~~ HindIII (3723)

1000 EE]‘

EcoRI (4902)

Figura 1. Andlise de restricdo do vetor pNTAR. Mapa de restricdo com as enzinta |

(um sitio),Hind Ill (dois sitios) €ecar | (trés sitios). As coordenadas dos sitios de restricao
estdo indicadas em paréntes®sPadrdo eletroforético da digestdo de pNTAPi @t |,

Hind Il e EcaR I. M: Marcador de comprimento "1Kb plus DNA ladder” (Invitrogen).
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Apds os procedimentos de clonagem, a presenca do inserto (GFP ou MP) foi
confirmada por PCR e a integridade da construcdo foi confirmada por analise de restricao e

por sequenciamento (dados ndo mostrados).

4.2. Comprovagéao da especificidade do anti-soro contra a MP do ToYSV

Com o objetivo de dar suporte a investigacdo da interacdo entre proteinas do tomateiro
com a proteina MP do begomovirus ToYSV, foi produzido um anti-soro policlonal especifico
para a MP. Para isso, inicialmente a proteina MP fusionada a uma etiqueta de seis histidinas
(6xHis-MP), perfazendo uma massa molecular de aproximadamente 40 kDa. Em seguida, foi
expressa e purificada a partir de célulagdeoli. A proteina 6xHis-MP acumulou na fracao

insoltvel (Figura 2).

Figura 2. A. Andlise em SDS-PAGE das proteinas celulares soluveis e insoluveis de células
de E. cdi BL21::DE3 transformadas com a constru¢do indicada. 1-4, Extratos protéicos
soluveis; 5, Extrato protéico insollvel. A seta indica a posicdo correspondente a proteina
recombinante 6xHis-MMB. Purificacdo da proteina recombinante 6xHis-MP. As canaletas 1-

5 correspondem, respectivamente, ao 1°, 2° 3° 4° e 5° eluato. M, Marcador de massa
molecular (Bio-Rad). As proteinas foram coradas Gamassie brilliant blue.
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A especificidade do anti-soro foi verificada com a utilizagdo da proteina 6xHis-MP
purificada em diferentes diluigdes (1:1, 1:10 e 1:100) e da proteina AC5 do ToRMV . O anti-
soro reagiu com todas as diluicdes da proteina 6xHis-MP purificada, porém nao reagiu com a

proteina AC5, demonstrando-se assim sua especificidade (Figura 3).

AC5 11 110 1100 M

340 kDa

Figura 3. Confirmagé&o da especificidade do soro imune anti-MPAjstern blatA proteina
recombinante 6xHis-MP foi analisada em trés diluicbes (1:1, 1:10 e 1:100). A diluicdo do
antissoro foi de 1:1.000. AC5, proteina AC5 purificada a partir de células. dmli
BL21::DE3 (controle negativo). M, Marcador de massa molecular (Bio-Rad).

4.3. Transformacgéo deSolanum lycopersicum cv. ‘Moneymaker’

Para buscar interacbes entre a MP do begomovirus ToYSV e proteinas do seu
hospedeiro natural, plantas de tomateiro @voneymaker’ foram transformadas via
Agrobacterium tumefaciengontendo a construgcdo pNTAPiI-MP ou pNTAPI-GFP. No
momento da transferéncia das plantas para copos recobertos com sacos plasticos,
procedimento anterior a aclimatacdo em asaegetacdo, foram coletadas amostras para
confirmar a expressao do transgene. Foram obtidas 14 plantas que poderiam estar expressandc
NTAPi-MP e 2 plantas que poderiam estar expressando NTAPi-GFP. Para avaliar a expressao
dos transgenes foi realizatléestern bloutilizando-se anti-soros policlonais especificos para
6xHis-MP (item 4.2) e CBP (Millipore). O anti-soro contra 6xHis-MP seria efetivo na
deteccéo da expresséo da proteina NTAPi-MP, mas ndo da proteina NTAPi-GFP. O anti-soro
contra CBP seria efetivo na deteccdo das duas proteinas (NTAPi-MP e NTAPi-GFP).
Entretanto, em nenhuma das 16 plantas obtidas ao longo do processo de transformacéao foi

detectada a expressao do transgene, seja NTAPi-MP ou NTAPIi-GFP (Figura 4).
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NTAP/MP NTAP/GFP NTAP/MP NTAP/GFP

6 5 4 3 2 1 21 M 6 5 4 3 2 1 21 C+ M
<§QKD§ <§QKD§
ANTI - CBP ANTI - MP
NTAP/MP NTAP/MP
14 13 12 11 10 9 8 ™ 14 13 12 11 10 9 8 7 QA
a - <60KDa
-~
&
ANTI - CBP ANTI - MP

Figura 4. Analise potWestern bloutilizando ati-soros contra 6xHis-MP e contra CBP para
deteccdo da expressdo das proteinas NTAPi-MP ou NTAPi-GFP em plantas transgénicas de
tomateito cv. Moneymakel e 2 (NTAPiI-GFP) plantas supostamente transformadas com a
construcdo NTAPI-GFP1-14 (NTAPi-MP), plantas supostamente transformadas com a
construcdo NTAPi-MPC+, proteina 6xHis-MP purificada a partir d& coli BL21::DE3
(controle positivo). M, Marcador de massa molecular (Bio-Rad).

4.4. O ToYSV infecta sistemicamente plantas d&. thaliana

Uma vez que nao foram obtidas plantas de tomateiro expressando NTAPi-MP ou
NTAPi-GFP, optou-se por utilizaA. thaliana no estudo da interagdo entre MP do
begomovirus ToYSV e proteinas do hospedeiro. Para dar suporte a este novo sistema
experimental foi necesséario primeiramente verificar se o ToYSV inféctahaliana
sistemicamente. Plantas de thaliana foram inoculadas via biobalistica com plasmideos
recombinantes contendo repeticdes em tandem (entre duas origens de replicacdo)Alo DNA-
e do DNA-B do ToYSV ou dd&Cabbage leaf curl virugCaLCuV). Os primeiros sintomas
induzidos pelo ToYSV foram observados aos 20 dias pos-inoculacéo (dpi), e consistiam de
epinastia e amarelecimento das folhas. Comparado ao CaLCuV, o ToYSV apresenta um
periodo latente mais longo e uma menor severidade dos sintomas, porém apresenta uma alta
infectividade, uma vez que todas as plantas inoculadas foram infectadas (Tabela 1; Figura 5).

A infeccdo causada pelo ToYSV e pelo CalCuV foi confirmada por PCR em folhas nao
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inoculadas aos 14 e 28 dpi (Figura 6). Estes resultados confirmam que o sistemaAl.0YSV-
thaliana pode ser utilizado no estudo da interagcdo entre a proteina MP e fatores do

hospedeiro.

Tabela 1. Periodo latente e infectividade dos begomovifasnato
yellow spot virus(ToYSV) e Cabbage leaf curl virugCaLCuV) em
Arabidopsis thalianaCol-O0.

Virus Periodo latenté Infectividade (%)°
CalLCuV 12 6/6 (100)
ToYSV 20 6/6 (100)

& Numero de dias entre a inoculacdo e o aparecimento dos primeiros sintomas.

®Numero de plantas infectadas/niimero de plantas inoculadas. A verificafgitafpor
meio de observacao de sintomas e confirmada por PCR utilizedigrionucleotideos
universais e especificos para CaLCuV e ToYSV, respectivamente.

. 4 0o

Figura 5. Sintomas de epinastia e amarelecimentaferthalianainoculada via biobalistica
com os clones infecciosos do ToOYSUNA-A e DNA-B). A, Planta inoculada apenas com
particulas de tungsténio, sem o DNA virBl Planta inoculada com o CaLCuV (controle
positivo) C, D, Plantas inoculadas com o ToYSV. Todas as imagens obtidas aos 28 dpi.
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14 dpi 28 dpi

C- CaLCuV ToYSV

12 12 1 2 3 4 5 6

C-  CaLCuV ToYSV
1 2 1 2 3 4 5 6

CaLCuV (C+)
ToYSV (C+)

CaLCuV (C+)
ToYSV (C+)

~500nt (A) ~500nt

882nt

(B) 882nt (B)

Figura 6. Confirmacédo da infeccdo de plantas Ae thaliana Col-0 pelo ToYSV. A,
Amplificacdo via PCR de um fragmento do DNA-B do ToYSV e do CaLCuV a partir de
folhas ndo inoculadas, utilizande-oligonucleotideos universais para o gérigegomovirus
(PBL1v2040/PCRc1)B, Amplificacdo via PCR de um fragmento do gene MP do ToYSV e
do CaLCuV a partir de folhas n&o inoculadas, utilizaseloigonucleotideos especificos para
0 ToYSV. M, Marcador de comprimento ("1Kb plus DNA ladtjer CaLCuV e ToYSV,
Amplificacdo a partir de DNA plasmidial (controles positivos da PC®); 1 e 2,
Amplificacdo a partir de plantas inoculadas sem a peeselo DNA viral e agua
respectivamente (controles negativaSxLCuV le 2, Amplificacdo a partir de plantas de
thaliana inoculadas com o CalCuVioYSV 1-6, Amplificacdo a partir de plantas de
thalianainoculadas com o ToYSV.

4.5. Transformacédo deA. thaliana com os transgenes NTAPi-MP ou NTAPi-GFP
Plantas dé\. thalianaforam transformadas cof tumefaciensontendo as construgdes

NTAPiI-MP ou NTAPi-GFP. As sementes coletadas das plantas submetidas a transformacgao
foram semeadas em substrato, e ap6s a germinacdo foram selecionadas com a aplicacdo dc
herbicida glufosinato de aménio. As plantas que sobreviveram a aplicacdo do herbicida foram
testadas para a presenca do transgene via PCR com oligonucleotideos especificos para o gent
MP do ToYSV. Cerca de 30 plantas foram testadas quanto a presenca dos tsansgene
(NTAPiI-GFP ou NTAPi-MP), e em nenhuma foi detectada a presenca do transgene (dados
nao mostrados). Um namero maior de plantas deverdo ser analizadas com o intuito de detectar

plantas nas quais seja confirmada a expressao dos transgenes.

4.6. Expressao transiente em folhas ddicotiana benthamiana
Concomitantemente a tentativa de obtencdo de plantas transgénicas de tomateiro e de
Arabidopsis foram realizados ensaios de expressao transiente em folhasdathamiana

O ToYSV causa sintomas severos Hirbenthamianae portanto este também é um sistema
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compativel com o estudo da interacao entre a proteina MP e fatores do hospedeiro. Folhas de
N. benthamian@ompletamente expandidas foram infiltradas com suspenséo de célalas de
tumefaciensontendo as constru¢cdes NTAPI-GFP ou NTAPi-MP. A 0, 24, 48, 72 e 96 horas
pos-infiltracdo (hpi) as folhas foram coletadas para a avaliacdo do melhor tempo de coleta. A
expressdo da proteina recombinante NTAPi-MP foi observada a 48 e 72 hpi, sem diferenca
aparente na quantidade de proteina expressa (Figura 7). O mesmo padrao foi observado para
NTAPI-GFP utilizando-se o anti-soro anti-CBP (dados ndo mostrados). Determinado o tempo
ideal de coleta, foram realizadas novas infiltracdes. Apds a extracdo de proteinas totais,
purificacdo do possivel heterocomplexo e SDS-PAGE, ndo foram observadas bandas além
daquelas referentes a etiqueta NTAPi fusionada a GFP ou MP (Figura 8). Conclui-se que nao
foi detectada interacdo entre a MP do ToYSV e proteinas do hospedeiro no ensaio de
expressao transiente em folhasNlebenthamianaAnélises adicionais devem ser realizadas
buscando a otimizagdo do protocolo e também utilizando outros sistemas modelo (p.ex.,
plantas transgénicas de tomateird\.ethaliang, para detectar e caracterizar proteinas do

hospedeiro que interagem com a MP de begomovirus.

NTAPi-MP
<«
60kDa .

Figura 7. Analise porWestern blqgtutilizandose anti-soro contra 6xHis-MP, para avaliacao
do periodo de maior expresséo do transgene NTAPi-MP apos agroinfiltracdo em fdlhas de
benthamianaO, 24, 48, 72 e 96Tempo (em horas) decorrido da agroinoculacdo até a coleta
das folhas.C+, proteina 6xHis-MP purificada a partir d& coli BL21::DE3 (controle
positivo).M, marcador de massa molecular (Bio-Rad).
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NTAPi-GFP NTAPi-MP M
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Figura 8. Analise em SDS-PAGE apés a purificacdo dos complexos protéicos contendo
NTAPIi-GFP e NTAPIi-MP a partir de extratos de folhasNlebenthamianaexpressando
transientemente as proteinas NTAPi-MP ou NTAPi-GFP. Os extratos foram obtidos conforme
descrito no item 3.8. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE e coradas com nitrato de
prata 0,1%. As setas nas canaletas NTAPIi-GFP e NTAPI-MP indicam as bandas
correspondentes as proteinas NTAPi-GFP e NTAPi-MP, respectivamente. M, marcador de
massa molecular (Bio-Rad).



5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir da expresséao transiente de NTAPi-MP em folthas de
benthamianandicaram que néo foi detectada interacdo com proteinas do hospedeiro. Existem
quatro possibilidades para explicar este resultado. Na primeira delas o sistema ullizado (
benthamianae a MP do ToYSV) pode né&o ter sido o ideal. A maioria dos trabalhos de
interacdo begomovirus-hospedeiro utiliza como modelo a plaritealianae o begomovirus
CalLCuV (Arguello-Astorgeet al, 2007; Ascencio-lbanegt al, 2008; Trejo-Saavedret al,

2009; Lewis e Lazarowitz, 2010). Entretanto, existem trabalhos utilizando sistemas-modelo
com plantas cultivadas, como o arroz (Roéktlal, 2006).

Na segunda possibilidade, o método TAP pode nao ser o mais adequado para detectar
interacbes com a MP de begomovirus. O método mais utilizado para deteccédo de interacdo
entre proteinas € o sistema duplo-hibrido de levedura, por ser um método simples, rapido e de
baixo custo (Navaratnam, 2009). No entanto, este método apresenta limitacdes, sendo a
principal delas o grande numero de falsos-positivos. Outra limitacdo importante é que
proteinas com dominio trans-membrana podem néo atingir o nucleo, e com isso nao ocorrera
a ativacao transcricional do gene reporter. Neste caso obtem-se um falso-negativo. A proteina
MP apresenta um dominio central associado a ligagdo com a membrana plasmaticatAberle
al.,, 2002; Zhanget al, 2002; Frischmutlet al, 2004). Mesmo se a MP for fusionada a um
sinal nuclear, esta vai se localizar, ao menos parcialmente, na membrana plasmatica
(Frischmuth et al, 2004). Estas caracteristicas dificultam, ou mesmo impossibilitam, a
utilizacdo do sistema duplo-hibrido da forma tradicional. Kreinal. (2010) utilizaram a
regido N-terminal da proteina MP, retirando assim o domino central, para detectar interacdo
utilizando o sistema duplo-hibrido. Desta maneira foi possivel detectar interacdo entre a MP
do AbMV e a proteina HSC70 d& thaliana Lewis e Lazarowitz (2010) utilizaram um
sistema alternativo ao duplo-hibrido (sistema de recrutamento SOS), e demonstraram que a
MP do begomovirus CaLCuV interage com a proteina sinaptotagmina A (SYTA) de

thaliana

O método TAP ja foi empregado eficientemente no estudo da interacdo entre proteinas
de potyvirus e proteinas do hospedeiro, utilizando-se plantas transgénidashadéiana
(Dufresneet al, 2008; Thiviergeet al, 2008). O método também foi empregado com sucesso
para detectar interacdo entre proteinas de plantas utilizando-se plantas transgénicas de arroz, e
também a expresséao transiente em folhabl.deenthamiangRohila et al, 2004; Rohilaet
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al., 2006). Apesar desses exemplos, € reconhecido que o método TAP é melhor estabelecido
para estudos em células de mamiferos e de leveduras Ku2010).

A terceira possibilidade € que a MP do ToYSV néo interage com nenhuma proteina
do hospedeiro experimentl. benthamianaEsta possibilidade é pouco provavel visto que
ToYSV causa infec¢ao severa neste hospedeiro e € sabido que para o estabelecimento de ume
infeccdo viral € necessaria uma série de interacdes entre proteinas virais e proteinas do
hospedeiro. Evidentemente a proteina responsavel pelo movimento célula-a-célula ndo deve
fugir aesta regra.

A gquarta possibilidade, a mais consistente, reside no fato de que o procedimento foi
realizado uma uUnica vez, com uma série de adaptacdes para o modelo utilizado e para os
recursos disponiveis, o que pode ter afetado negativamente sua eficiéncia. Devem ser
realizadas novas tentativas de obtencado de plantas de tomate#kotbal@natransformadas
com a construcdo NTAPI-MP, bem como tentativas adicionais de purificacdo de
heterocomplexos protéicos a partir de folhatNdeenthamianaxpressando essa construcao
de forma transiente.

Recentemente foi desenvolvida uma nova etiqueta, denominada GS, que uma vez
fusionada a proteina de interesse € expressa em maior quantidade e propicia a receperacao d
uma alta quantidade do heterocomplexo em células de plantas, em comparacdo a etiqueta
TAP (Van Leeneet al, 2008). E possivel que outros sistemas de deteccdo de interagdes entre
proteinas fornecam informacdes adicionais sobre a MP dos begomovirus. Por isso é
necessaria a utilizacdo de outros sistemas-modelo, assim como outros métodos de detec¢ao de
interacdo entre proteinas. O surgimento de ferramentas poderosas, como a espectrometria de
massa, tem favorecido o desenvolvimento de métodos para purificacdo de complexos de

proteinasn situ (Van Leeneet al, 2008; Xuet al, 2010).
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