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RESUMO

BRUCKNER, Fernanda Prieto, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2012.
Aspectos da interacdo entre a proteina TCTP e o potyvirus PepYMV na infeccdo de
tomateiro e Nicotiana benthamiana. Orientadora: Poliane Alfenas Zerbini.
Coorientadores: Marisa Vieira de Queiroz e Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Os virus sdo organismos com genomas pequenos, de organizacdo simples, que
codificam em media 3 a 10 proteinas. O sucesso da infeccdo depende da manipulacéo da
célula pelo virus, por meio de interacbes complexas que ocorrem entre fatores virais e
fatores do hospedeiro. As modificagcbes induzidas na célula incluem alteracoes
morfolégicas, alteracdo do ciclo celular e na expressdo génica, entre outras. A
compreensdo dos processos que favorecem a infeccdo viral passa necessariamente pelo
estudo de interaces virus-hospedeiro. No intuito de compreender melhor os processos
relacionados a infeccdo de tomateiros pelo potyvirus Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV) uma biblioteca subtrativa foi construida 72 horas ap6s a infeccdo. Diversos
genes cuja expressao foi alterada pela infeccdo foram identificados. Dentre 0s genes
induzidos, se encontra o gene que codifica a Translationally controlled tumor protein
(TCTP). A proteina TCTP é altamente conservada em todos os eucariotos. Suas funcGes
estdo relacionadas a controle do crescimento e ciclo celular, atividade anti-apoptoética, e
resposta a diferentes tipos de estresses abidticos e bidticos. O envolvimento desta proteina
na infeccdo pelo PepYMV ainda ndo foi estabelecido, porém estudos em uma linhagem de
tomateiro transgénica silenciadas para a TCTP, mostraram que as plantas silenciadas
apresentam um menor acumulo de PepYMYV, indicando que a TCTP favorece a infeccdo
por este virus. Neste trabalho, buscou-se avancar na compreensdo dos mecanismos que
envolvem a TCTP no processo de infeccdo pelo PepYMV. Plantas de Nicotiana
benthamiana silenciadas para TCTP por VIGS (Virus Induced Gene Silence) foram
utilizadas para estudar o efeito do silenciamento na infeccdo viral, sendo que as plantas
silenciadas acumularam menos virus no inicio da infeccdo. A expressdo individual das
proteinas de origem viral em N. benthamiana identificou a P3 e a CP como capazes de
induzir a expressdo de TCTP em niveis semelhantes aos observados durante a infeccéo
pelo PepYMV, sendo que a expressdo da proteina NIb reduziu a expressdo de TCTP. A
verificacdo da ocorréncia de interacdes diretas entre a TCTP e as proteinas virais, por
ensaio de duplo hibrido, mostrou que a TCTP ndo interage separadamente com as
proteinas de origem viral. A purificacdo de proteinas de plantas de N. benthamiana, sadias

e infectadas, por afinidade com a TCTP identificou diversas proteinas que possivelmente
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interagem com a TCTP. Assim como no ensaio de duplo hibrido, a interacdo com
proteinas virais ndo foi detectada. Estes resultados sugerem que o papel da TCTP deve
envolver a formacdo de complexos proteicos entre proteinas virais e da planta, ou

favorecer a infeccdo de forma indireta.



ABSTRACT

BRUCKNER, Fernanda Prieto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012.
Aspects of TCTP protein interaction with the potyvirus PepYMV during infection of
tomato and N. benthamiana. Advisor: Poliane Alfenas Zerbini. Co-Advisors: Marisa
Vieira de Queiroz e Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Viruses are organisms with small genomes of simple organization, which coding
about 3 to encode 10 viral proteins. The success of the infection depends on the
manipulation of the cell by the virus, by means of complex interactions occurring between
viral factors and host factors. The induced changes by virus infection include cell
morphology changes, cell cycle changes and alterations in gene expression, among others.
Understanding the processes that favor viral infection necessarily involves the study of
virus-host interactions. In order to better understand the processes related to infection by
tomato potyvirus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) a subtractive library was built 72
hours after infection. Several genes were identified as induced or repressed by viral
infection. Among the induced genes, is the gene encoding the Translationally controlled
tumor protein (TCTP). TCTP protein is highly conserved in all eukaryotes. Its functions
are related to growth control and cell cycle, anti-apoptotic activity, and response to
different biotic and abiotic stresses. The involvement of this protein in infection PepYMV
has not been established, but studies in a strain of transgenic tomato plants silenced for
TCTP showed that the silenced plants have a lower accumulation of PepY MV, indicating
that TCTP promotes viral infection. In this study, we sought to advance the understanding
of mechanisms involving TCTP in the process of infection by PepYMV. N. benthamiana
plants silenced by VIGS TCTP were used to study the effect of silencing in viral infection,
and the silenced plants accumulate fewer viruses in early stages of virus infection.
Individual expression of viral proteins in N. benthamiana identified P3 and CP as capable
of inducing TCTP expression at similar levels to those induced during PepYMV infection,
and expression of NIb reduced expression of TCTP. The verification of direct interactions
occurrence between viral proteins and TCTP by double-hybrid assay showed that TCTP
not interact separately with any of the proteins of viral origin. Purification of proteins of
health and infected N. benthamiana plants by affinity with TCTP identified several
proteins that putativaly interacts with TCTP. As in two hybrid assay, interactions involving
PepYMV proteins were not detected. These results sugests that TCTP actuation must

involve the formation of protein complexes involving viral and plant proteins or contribute



indirectly to PepYMV infection, without involving direct interactions between TCTP and

viral proteins.



1. INTRODUCAO

Os virus que infectam plantas possuem o genoma pequeno, codificando em média
3 a 10 proteinas. Apesar do pequeno numero de proteinas de origem viral expressas
durante a infeccdo, os virus sdo capazes de causar danos severos em diferentes organismos
celulares, sendo responsaveis por uma ampla gama de doengas em varias culturas de
plantas, causando queda na produtividade e enormes perdas econémicas.

O processo de infeccdo de plantas por virus envolve as etapas de replicacdo do
genoma viral, movimento célula a célula e movimento sistémico (Whitelam e Cockburn,
1996). Para uma infecgdo eficiente, as proteinas virais necessitam interagir com fatores da
célula hospedeira, manipulando vias metabdlicas e coordenando intera¢fes bioquimicas e
intermoleculares que favorecem a infeccdo. Assim, durante a co-evolucdo entre virus e
seus hospedeiros, interagdes complexas foram estabelecidas envolvendo diversos
mecanismos de ataque do patdgeno e de defesa do hospedeiro.

Infecgdes virais resultam na ativacdo e repressdo da transcricdo de uma ampla
gama de genes do hospedeiro. Dessa forma, estudos que descrevem alteracOes
transcricionais e no perfil protedmico de células infectadas tém contribuido para um
aumento significativo do conhecimento sobre os fatores potencialmente envolvidos no
processo de infeccdo viral (Senthil, Liu et al., 2005; Pompe-Novak, Gruden et al., 2006;
Gandia, Conesa et al., 2007; Yang, Guo et al., 2007; Babu, Gagarinova et al., 2008;
Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009; Baebler, Krecic-Stres et al., 2009; Naqgvi, Sarwat et al.,
2011; Hillung, Cuevas et al., 2012; Pacheco, Garcia-Marcos et al., 2012). Entretanto, o
papel exato de muitos destes fatores no processo de infeccdo viral permanece
indeterminado e estudos funcionais precisam ser realizados para a elucidacdo dos
mecanismos e intera¢des envolvidos na infeccdo viral.

A familia Potyviridae é uma das duas maiores e economicamente mais importantes
familias de virus que infectam plantas, sendo o género Potyvirus 0 mais numeroso da
familia, com mais de 140 espécies descritas que correspondem a cerca de 90% das
espécies pertencentes a familia (Gibbs e Ohshima, 2010; King, Adams et al., 2012). Em
conjunto, essas espécies infectam uma ampla gama de plantas monocotiledoneas e
dicotileddneas em diferentes regides climaticas, e causam grandes danos econémicos em
varias culturas (Urcuqui-Inchima, Maia et al., 2000). Seu genoma € constituido por uma

unica molécula de RNA de fita simples, sentido positivo, com aproximadamente 10.000
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nucleotideos, ligada a uma proteina de origem viral, a VPg, na extremidade 5’ ¢ a uma
cauda poli (A) na extremidade 3’. O RNA viral codifica uma poliproteina de cerca de 350
kDa, que sofre autoprotedlise gerando de oito a dez peptideos maduros (Fauquet, Mayo et
al., 2005). Uma segunda sequéncia aberta de leitura (Open reading frame - ORF),
denominada PIPO (Pretty interesting Potyviridae ORF) foi identificada recentemente
(Chung, B. Y. W., Miller, W. A. et al.,, 2008). Esta se localiza sobreposta a ORF
codificadora da poliproteina, na regido que origina a proteina P3 e é expressa fusionada a
extremidade N-terminal da P3, gerando um peptideo com peso molecular de
aproximadamente 25 kDa (Chung, B. Y. W., Miller, W. A. et al., 2008; Wen e Hajimorad,
2010).

O Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) pertence ao género Potyvirus e é
amplamente distribuido no Brasil. Foi encontrado inicialmente no estado de Sdo Paulo e
no Distrito Federal, infectando plantas de pimentdo (Capsicum annum), causando mosaico
amarelo e deformacdo foliar (Inoue-Nagata, Fonseca et al., 2002). Desde entdo, sua
ocorréncia foi verificada em diferentes estados, infectando plantacfes de tomate e
pimentdo (Avila, Inoue-Nagata et al., 2004; Truta, Souza et al., 2004; Dianese, Resende et
al., 2008).

Com o objetivo de determinar o perfil de expressdo génica em plantas de tomateiro
infectadas pelo potyvirus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV), foi construida uma
biblioteca subtrativa a partir de folhas de tomateiro inoculadas, 72 horas ap6s a inoculacao
viral. Foram identificados 881 genes como diferencialmente expressos e 53 tiveram a
expressdo diferencial confirmada por RT-PCR quantitativo ou por analises de
macroarranjos (Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009). Dentre os genes identificados, foi
demonstrado que ocorre um aumento no acimulo do MRNA que codifica a Translationally
controlled tumor protein (TCTP) (Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009), uma proteina
envolvida na regulacdo de diversos processos celulares. Entretanto o papel da TCTP na
infeccdo pelo PepYMYV permanece indeterminado.

A familia de proteinas TCTP é amplamente distribuida e conservada entre os
eucariotos (Bommer e Thiele, 2004). Ela foi isolada inicialmente de células tumorais de
humanos (Chitpatima, Makrides et al., 1988) e estd envolvida na regulacdo de diversos
processos celulares importantes como crescimento celular, progressédo do ciclo celular e

protecdo das células contra diferentes condicOes de estresse e apoptose. O gene codificador

11



da TCTP é regulado de maneira pés-transcricional, tendo sido relatada a ocorréncia de
transcritos do gene e auséncia da proteina (revisado por Bommer e Thiele, 2004).

Diversos homdlogos de TCTP tém sido clonados e caracterizados para um ndmero
cada vez maior de organismos (Wang, Song et al., 2009; Yubero, Esteso et al., 2009; Li,
Qiu et al., 2010; Qin, Gao et al., 2010). Entretanto, apesar da descri¢do de varios aspectos
funcionais da proteina, 0 modo de acdo preciso nos diferentes processos celulares ainda
ndo esta totalmente esclarecido.

Em plantas, ja& foi demonstrado o envolvimento da TCTP no controle do
crescimento mitdtico, divisdo celular e embriogénese (Berkowitz, Jost et al., 2008;
Brioudes, Thierry et al., 2010). Foi demonstrado também que sua expressdo é aumentada
em resposta a diversos estresses abioticos como seca, salinidade, calor e frio (Liao, Li et
al., 2009; Qin, Gao et al., 2010). Em Arabdopsis thaliana, a superexpressdo de TCTP
aumenta a resisténcia da planta a seca, devido ao fechamento mais rapido dos estdbmatos
por um mecanismo envolvendo a ligacdo da TCTP a microtibulos, de maneira dependente
de célcio (Kim, Han et al., 2012). O envolvimento da TCTP com o controle do transporte
seletivo de moléculas pelo floema em abdbora foi sugerido por Aoki et al. (2005), devido a
ligacdo da TCTP com as proteinas CmPP16-1 e CmPP16-2 cujo transporte pelo floema foi
regulado pela TCTP.

Em plantas de N. benthamiana cuja expressdo de TCTP foi silenciada por VIGS
(Virus Induced Gene Silence) para o gene TCTP, o desenvolvimento de sintomas pela
infeccdo por PepYMV é reduzido em relacdo a plantas ndo silenciadas (Bruckner, 2010).
Em plantas transgénicas de tomate silenciadas para o gene TCTP foi verificado um menor
acumulo de PepYMV em relagdo a plantas ndo transformadas 21 dias ap6s a inoculagdo
viral (Cascardo, 2011). Estes resultados indicam que o aumento da expressdo da TCTP
durante os primeiros estadgios da infeccdo por PepYMV deve contribuir para o
estabelecimento da infecgéo viral.

Este trabalho teve como objetivo avancar na compreencao da funcéo do gene TCTP
na infecgdo pelo PepYMYV, buscando identificar os mecanismos envolvidos na indugéo de

TCTP pelo virus bem como proteinas que interagem com a TCTP favorecendo a infecgéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. AlteracOes no padrao de expressdo génica causadas por infecgdes virais

Virus sdo fitopatdgenos de grande importancia no cenério econdmico mundial,
causando sérias perdas em diversas culturas de importancia agronémica. Os sintomas e
danos gerados sdo extremamente variaveis, refletindo a adaptacédo do virus ao hospedeiro e
a eficiéncia da resposta de defesa da planta (Culver e Padmanabhan, 2007). Para o
estabelecimento de uma infecgdo eficiente, os virus precisam suprimir ou neutralizar as
respostas de defesa da planta além de manipular vias metabolicas e coordenar interagdes
bioquimicas e intermoleculares que favorecem a infec¢do. Assim, durante a co-evolucdo
entre virus e seus hospedeiros, interacdes complexas foram estabelecidas envolvendo
diversos mecanismos de ataque do patdgeno e de defesa do hospedeiro.

O conhecimento dos mecanismos pelos quais o0s virus causam doenca passa pelo
estudo das interagdes virus-planta, uma vez que estes organismos dependem
completamente da maquinaria celular para se estabelecer. Os virus que infectam plantas
possuem diferentes mecanismos para infectar o hospedeiro. As alteragdes no padrdo de
expressao génica causadas pelas infecgdes virais sdo resultado tanto da inducdo de genes
essenciais para o ciclo viral quanto de genes de resposta de defesa expressos no sentido de
conter a infeccéo.

O desenvolvimento de ferramentas para a analise global da expressdo génica tem
permitido a identificacdo de um grande numero de genes envolvidos na interacdo virus-
planta (Senthil, Liu et al., 2005; Pompe-Novak, Gruden et al., 2006; Gandia, Conesa et al.,
2007; Yang, Guo et al., 2007; Babu, Gagarinova et al., 2008; Alfenas-Zerbini, Maia et al.,
2009; Baebler, Krecic-Stres et al., 2009; Nagvi, Sarwat et al., 2011; Hillung, Cuevas et al.,
2012; Pacheco, Garcia-Marcos et al., 2012). Analises globais do perfil de expressdo génica
do hospedeiro em infeccBes por potyvirus tém fornecido informacGes a respeito dos
mecanismos de infec¢do e resposta de defesa do hospedeiro (Pompe-Novak, Gruden et al.,
2006; Babu, Gagarinova et al., 2008; Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009; Hillung, Cuevas
etal., 2012).

Estudos de hibridizacéo in situ mostraram que a infeccdo de cotilédones de ervilha
pelos virus Pea seed-borne mosaic virus, Pea early browning virus (PEBV), White Clover
mosaic virus, e Beet curly top virus (BCTV), induz o acimulo do mRNA de Hsp70, um

gene envolvido em resposta a estresses bioticos e abioticos (Escaler, Aranda et al., 2000;
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Aparicio, Thomas et al., 2005). Este gene foi identificado como diferencialmente expresso
em diversos estudos do padrdo de expressdao de plantas submetidas a infec¢fes virais
(Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009; Catoni, Miozzi et al., 2009). (Whitham, Quan et al.,
2003) identificaram mudancas coordenadas na expressdo génica de Arabidopsis thaliana
em resposta a infeccdo por diversos virus de diferentes familias, como o cucumovirus
Cucumber mosaic virus (CMV), os tobamovirus Oilseed rape mosaic virus (ORMV) e
Turnip vein clearing virus (TVCV), o potexvirus Potato virus X (PVX) e o potyvirus
Turnip mosaic virus (TuMV). As modificacdes incluem alteracdes gerais e especificas na
expressao de genes associados a respostas de defesa e de estresse. A analise da regido
promotora destes genes sugere que diversos virus induzem respostas comuns em plantas
hospedeiras suscetiveis por vias de sinalizagdo ainda ndo caracterizadas.

Na interacdo Arabidopsis-Tobacco mosaic virus (TMV) também foram
identificados genes envolvidos em respostas a estresses, como 0s que codificam a
tiorredoxina, glutationina-S transferase e B-glucanases, além de fatores de transcri¢éo
como a proteina de ligacdo a DNA tipo WRKY e fatores de transcricdo que respondem a
etileno (Golem e Culver, 2003). A ativacdo transcricional de varios fatores de transcrigcdo
tipo WRKY e MYB foi observada na interacdo incompativel TMV-tabaco. O acumulo do
mMRNA de WRKY3 (Chen e Chen, 2000) e de MYB1 (Yang e Klessig, 1996) é
rapidamente induzido apds a infec¢do pelo TMV de plantas de tabaco contendo o gene de
resisténcia N.

Em plantas de tomate infectadas pelo tospovirus Tomato spotted wilt virus
(TSWV), uma ampla gama de genes diferencialmente expressos foi observada em raizes e
parte aérea da planta. Genes relacionados a respostas de defesa como glutationa-S-
transferase, genes envolvidos no metabolismo de espécies reativas de oxigénio (ROS —
Reactive oxygen species), proteinas de choque térmico, fatores transcricionais do tipo
WRKY, genes envolvidos na biossintese de poliaminas e em resposta a estresses bidticos e
abioticos tiveram sua expressdo alterada. O numero de genes diferencialmente expressos
na parte aérea foi aproximadamente o dobro do encontrado nas raizes, embora o virus se
acumule igualmente nos dois tipos de tecido. Comparando-se o padrdo de expressdo na
raiz e parte aérea, apenas 15% dos genes foram co-regulados, e alguns sofreram alteracoes
antagobnicas. Estes resultados demostram que a alteracdo no padrdo de expressdo genica

induzida por virus varia de acordo com os tecidos analisados (Catoni, Miozzi et al., 2009).
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O padréo da expressdo génica em resposta a infec¢do viral por Potato virus Y
(PVY) em batatas suscetiveis a este virus foi estudado ao longo do tempo durante a
infeccdo. A maior alteragdo no padrdo da expressdo de genes funcionalmente distintos foi
detectada em folhas infectadas sistemicamente 14 dias ap0s a inoculacdo. Foram
identificados diversos genes relacionados a estresses como genes gque codificam proteinas
de resposta a choque térmico, catalases e proteinas envolvidas na via fotossintética
(Pompe-Novak, Gruden et al., 2006). Em folhas de tomateiro infectadas pelo potyvirus
Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) 881 genes foram identificados como
diferencialmente expressos 72 horas ap0s a inoculagdo e 53 tiveram a expressdo
diferencial confirmada por RT-PCR quantitativo ou por analises de macroarranjos. Os
genes identificados possuem identidade com genes que codificam proteases, diversos
fatores de transcricdo, enzimas e outras proteinas envolvidas na via de ubiquitinacao,
proteinas de resposta a choque térmico, catalases, proteinas envolvidas em vias de
transducéo de sinais como cinases, calreticulinas e transdutores de sinais transmembrana.
Foram identificados também genes relacionados com a biogénese de endomembranas,
além de fatores regulatérios da atividade protéica como ativadores de proteases, cinases e
inibidores enzimaticos (Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009).

Yang et al. (2007) identificaram 556 genes diferencialmente expressos durante a
infeccdo de Arabdopsis por TuMV, e os niveis de alteracdo foram positivamente
correlacionados ao acumulo viral. Genes envolvidos em assimilacdo e utilizacdo de
enxofre, fotossintese e modificacdo de parede celular foram reprimidos, enquanto genes
envolvidos em defesa, reacdo de hipersensibilidade, viruléncia, sintese e degradacdo de
proteinas e genes que codificam proteinas ribossomais, foram induzidos. Estes mesmos
autores mostraram que a expressao dos genes que codificam as proteinas ribossomais
RPL19, RPL13, RPL7 e RPS2, identificados como induzidos pela infeccdo viral, sdo
requeridos para a infecgdo de A. thaliana por TuMV e TMV (Yang, Zhang et al., 2009).

Estes trabalhos demonstram uma ampla gama de genes diferencialmente expressos
em resposta a infec¢do por diferentes virus. Alguns mecanismos gerais como a repressao
de genes relacionados a metabolismo primério ou a inducdo de proteinas de choque
térmico parecem ocorrer. No entanto, os padrdes de expressdo podem variar muito, sendo
dependentes do sistema virus-hospedeiro em estudo. Uma forte repressdo de varios genes
ja foi relatada para diferentes virus (Escaler, Aranda et al., 2000; Havelda, Varallyay et al.,

2008; Catoni, Miozzi et al., 2009), porém em potyvirus o nimero de genes induzidos foi
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maior do que o de reprimidos nos trabalhos de Yang et al., (2007) e Alfenas-Zerbini et.
al.,(2009).

2.2. Interacao Potyvirus-hospedeiro

No ciclo de infeccdo por Potyvirus, varias interacdes entre proteinas virais e do
hospedeiro, essenciais para a infec¢do, ja foram identificadas (Cheng, Liu et al., 2008;
Shen, Yan et al., 2010; Lin, Luo et al., 2011). Uma das redes de interacbes mais bem
estudadas € a que envolve a interacdo entre a proteina VPg e o fator de iniciacdo da
traducdo elFAE ou sua isoforma elF(iso)4E. Essa interacdo é necessaria para infeccdo em
diferentes patossistemas potyvirus - hospedeiro (Wittmann, Chatel et al., 1997; Léonard,
Plante et al., 2000). Genes de resisténcia recessiva naturalmente identificados em
tomateiro, pimentdo, alface e ervilha foram identificados como codificadores de elF4E ou
elF(iso)4E. Estes alelos codificam proteinas com pequenas mutag¢fes proximas ao sitio de
ligagéo de elF(iso)4E com a VPg (revisado por Robaglia e Caranta, 2006; Maule, Caranta
et al., 2007). Cultivares de alface resistentes ao potyvirus Lettuce mosaic virus (LMV)
possuem uma isoforma de elF(iso)4E que ndo interage com a VPg do LMV, demonstrando
que esta interacdo é essencial para a infectividade viral (Nicaise, German-Retana et al.,
2003). Mutagdes em genes que codificam a elF(iso)4E em Arabidopsis sdo capazes de
conferir resisténcia a diversos potyvirus, como TEV e TuMV (Lellis, Kasschau et al.,
2002).

Inicialmente, trés modelos distintos foram propostos para explicar o papel
fundamental da interacdo VPg-elF4E (Lellis et al., 2002). O primeiro modelo propde que
elF(iso)4E atue recrutando fatores de iniciacdo da traducdo atraves da interacdo com a
VPg, uma vez que elF(iso)4E interage com o CAP de mRNAs. O segundo propde que a
interacdo possui funcdo de estabilizacdo do RNA viral, protegendo-o da degradacdo por
exonucleases, funcdo demonstrada para elF4(iso)E em leveduras. O terceiro modelo
propGe um papel na localizagdo e transporte do RNA viral, a partir da interacdo com
elF(is0)4G. elF(is0)4G é capaz de interagir com microtubulos e sua interagdo com
el(iso)FAE é aumentada pela ligacdo da VPg.

Trabalhos recentes tem indicado um papel da VPg-elF4E no favorecimento da
traducdo do RNA viral em relagdo aos mRNAs do hospedeiro. German-Retana et al.
(2008) mostraram, atravez mutacdes em elF4AE que a capacidade de infeccdo em alface

pelo LMV ndo esta relacionada a capacidade de ligacdo deste fator ao CAP ou a elF4G,
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sugerindo que a funcgéo da elF4E no ciclo dos potyvirus difere de sua funcéo bioldgica em
plantas sadias. Eskelin et al. (2011) demonstraram a capacidade da VVPg do PVA de reduzir
a traducdo de mRNAs capeados e ndo capeados sem a regido 5’NTR do virus em N.
benthamiana. Os autores sugerem que a reducdo da traducdo do mRNA da planta e
aumento da traducdo do RNA viral dependem da presenca de elF4E, corroborando com a
hipGtese de que esta interagdo atua favorecendo a traducdo do RNA viral em detrimento
dos mRNAs da planta.

Outro fator do hospedeiro que participa deste complexo de interacdes é o fator de
iniciacdo da traducdo elF4G. Esta proteina ndo interage diretamente com a VPg, porém a
interacdo VPg-elF4E aumenta a afinidade da interagdo elF4E-elF4G, levando a redugédo da
transcricdo de mMRNAs capeados (Michon, Estevez et al., 2006).

A proteina VPg de potyvirus interage com diversos outros fatores do hospedeiro. A
interacdo entre a proteina PABP (Poli(A) Binding Protein) e a VPg do TuMV foi
demonstrada in vitro e em Brassica perviridis (Léonard et al., 2004). Em Arabdopsis, a
proteina PABP2 interage com a proteina NIb do TuMV, sendo encontrada no interior das
vesiculas de replicacdo (Dufresne et al., 2008). PABP atua na circularizagdo de mRNAs
eucariotos, aumentando sua taxa de traducdo. A presenca de PABP no complexo de
replicacdo interagindo com outras proteinas deste complexo de sugere uma funcdo de
PABP relacionada a traducéo ou replicacdo do genoma viral (Dufresne, 2008).

Recentemente foi identificado o envolvimento da por¢édo C terminal da proteina Cl
de LMV na quebra de resisténcia em cultivares de alface contendo os alelos mo1' e mo1 ?,
que codificam elF4E. Estudos de genética reversa demonstraram que a presenca de uma
serina no lugar de uma treonina na posicdo 621 do LMV, que corresponde a proteina Cl,
confere a capacidade de quebrar a resisténcia devido a ambas formas alélicas resistentes do
gene mo (Abdul-Razzak, Guiraud et al., 2009). A ocorréncia de interacdo entre a porcao C
terminal da Cl com a VVPg e com elF4E foi demonstrada in vitro. A interagdo ocorreu em
todas as combinagdes Cl-elFAE, envolvendo tanto as isoformas de elF4E dos cultivares
resistentes e as isoformas da Cl dos virus capaz e incapaz de quebrar a resisténcia. A
interacdo CI — elF4E foi demonstrada in vivo por BiFC (Tavert-Roudet et al., 2012)

Duas possiveis proteinas com provavel atividade de helicase capazes de interagir
com a VPg foram identificadas recentemente. A proteina PpDDXL interage com a VVPg do
PPV em péssego (Prunus persicae) e seu homodlogo, AtRH8 de Arabdopsis interage com a

VPg do PPV e do TuMV. Esta interacdo foi demonstrada in vitro e in vivo, e é necesséria
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para a infeccdo viral uma vez que a infeccdo ndo ocorre em mutantes knockout de
Arabdopsis para AtRH8. Os autores também demonstraram a co-localizacdo de AtRHS8
com as vesiculas replicativas do TuMV, sugerindo um envolvimento desta proteina na
replicacdo ou traducédo do genoma viral (Huang et al., 2010).

Interacbes envolvendo outras proteinas virais e fatores do hospedeiro ja foram
demonstradas. A proteina Hsc70, uma chaperona pertencente a familia Hsp70, foi
purificada de plantas de Arabdopsis transgénicas expressando a NIb do TuMV. Esta
interacdo foi confirmada in vitro e in vivo. Durante a infeccdo, Hsc70-3 co-localiza-se com
a NIb e é relocalizada para vesiculas replicativas derivadas do reticulo endoplasmatico,
onde possivelmente se associa ao complexo replicativo e exerce sua funcdo (Dufresne et
al., 2008).

Um ensaio de duplo hibrido utilizando a proteina CP do PVY como isca identificou
a interacdo desta proteina viral com duas proteinas DnaJ-like, NtCPIP1 e NtCPIP2. Estas
interacoes foram confirmadas in planta por BiFC. Plantas superexpressando a CPIP
selvagem e formas mutantes que nédo interagem com a CP foram utilizadas para analisar a
funcdo desta interacdo. A ndo ocorréncia da interacdo CP-CPIP resultou na auséncia de
acumulo viral, mostrando que a CPIP é um fator de susceptibilidade a PVY (Hofius et al.
2007).

Em mamao (Carica papaya), foi demostrado que a HC-Pro do potyvirus Papaya
ringspot virus interage com calreticulina, uma proteina com alta capacidade de se ligar a
ions calcio. A expressdo da calreticulina € induzida nos primeiros estagios de infeccdo, e a
interacdo com a HC-Pro possivelmente interfere na sinalizacdo mediada por célcio, que
pode estar associada a respostas de defesa ou ao estabelecimento da infeccéo viral (Shen,
Yan et al., 2010).

As proteinas P3 e P3N-PIPO dos virus Shallot yellow stripe virus isolado de cebola
(SYSV-0), Onion yellow dwarf virus (OYDV), Soybean mosaic virus isolado Pinellia
(SMV-P), e TuMV foram capazes de interagir com as subunidade maior e menor da
proteina ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenas (RubisCo) de cebola. A porcdo N-
terminal da P3 é responsavel pela interacdo, que possivelmente interfere na atividade desta
enzima e contribui para os sintomas causados pela infeccdo (Lin, Luo et al., 2011).

Recentemente, foi demonstrado que a P3N-PIPO do TuMYV interage com a proteina
ligante de célcio PCaP1l de Arabidopsis, atraves do dominio PIPO. A PCaP1l é uma

proteina hidrofilica que se associa a membrana plasmatica por meio de uma miristoilag&o.
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Os resultados indicam um envolvimento da PCaP1 no movimento viral, uma vez que o
virus replica-se normalmente em protoplastos de plantas knockouts para esta proteina,
porém a infeccdo na planta fica restrita as células inoculadas (Vijayapalani, Maeshima et
al., 2012).

2.3. O género Potyvirus e o Pepper yellow mosaic virus.

A familia Potyviridae é uma das duas maiores e economicamente mais importantes
familias de virus que infectam plantas (Berger, Adams et al., 2005). E composta por sete
géneros: Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, Potyvirus, Rymovirus, Tritimovirus e
Brambyvirus, que se diferenciam pelo tipo de vetor e organizacdo gendmica (King, Adams
et al., 2012). Os potyvirus sdo amplamente distribuidos em todo o mundo, infectando mais
de 2.000 espécies de plantas em mais de 550 géneros e 81 familias. Todos os potyvirus
formam inclusdes cilindricas no citoplasma de células infectadas, conhecidas como “cata-
ventos”, sendo esta uma caracteristica relevante para a identificagdo de espécies
pertencentes a familia. Membros dessa familia sdo facilmente transmitidos
experimentalmente de plantas infectadas para plantas sadias pela inoculacdo via extrato
tamponado (Shukla, Ward et al., 1994; Zerbini e Zambolim, 1999).

O género Potyvirus é o mais numeroso da familia, com mais de 140 espécies
descritas (King, Adams et al., 2012) que correspondem a cerca de 90% das espécies
pertencentes a familia (Gibbs e Ohshima, 2010). Em conjunto, essas espécies infectam
uma ampla gama de plantas monocotileddneas e dicotiledéneas em diferentes regides
climaticas, causando grandes danos econémicos em varias culturas (Urcuqui-Inchima,
Maia et al., 2000).

O genoma viral é constituido de uma Unica molécula de RNA de fita simples, uma
cauda poli-A na extremidade 3 (Allison, Johnston et al., 1986) e uma proteina VPg
(genome-linked viral protein) na extremidade 5° (Riechmann, Lain et al., 1989). A
particula viral é composta pelo RNA viral envolto por cerca de 2.000 copias da proteina
capsidial (CP), formando uma estrutura alongada e flexuosa de 680-900 nm de
comprimento e 11-13 nm de diametro (Bock e Conti, 1974; Fauquet, Mayo et al., 2005;
Dipiero, Rezende et al., 2006). A transmissdo natural de plantas infectadas para plantas
sadias é mediada por afideos, de maneira ndo persistente.

O RNA gendmico apresenta duas fases abertas de leitura (open reading frames,

ORF) sobrepostas localizadas entre duas regides ndo codificadoras denominadas 5’NTR

19



(Non-translated region) e 3’NTR. A tradug¢do da ORF maior origina uma poliproteina com
massa molecular de aproximadamente 350 kDa (Allison, Johnston et al., 1986). Esta sofre
autoprotedlise dando origem a 8-10 produtos finais (Carrington e Freed, 1990). A principal
consequéncia desse mecanismo de expressdo génica € que todas as proteinas virais
originadas a partir da clivagem da poliproteina sdo produzidas em quantidades
equimolares, independente da necessidade do virus para cada proteina em particular. As
proteinas produzidas em excesso se acumulam na célula infectada na forma de inclusdes
(Riedel, Lesemann et al., 1998). Essa estratégia de replicacdo e expressdao génica é
bastante danosa para a célula, implicando em um grande dreno de metabdlitos, o que se
reflete em sintomas severos na planta infectada (Zerbini e Zambolim, 1999).

Uma segunda ORF denominada Pipo (Pretty Interesting Potyviridae ORF)
localiza-se dentro da regido codificadora da proteina P3, porém em uma fase de leitura +2
em relacdo a da poliproteina. A traducao desta ORF provavelmente envolve uma alteracédo
no posicionamento do ribossomo durante a traducéo, e resulta em um polipeptideo com
massa molecular de aproximadamente 25 KDa, condizente com o esperado para uma fuséo
entre a porcdo N-terminal da proteina P3 e a proteina PIPO (Chung, B. Y., Miller, W. A. et
al., 2008).

As proteinas dos potyvirus sdo essencialmente multifuncionais, e algumas delas
atuam em quase todas as etapas do ciclo de infeccdo viral, que envolve a expressao do
genoma, replicacdo, movimento célula a célula, movimento sisttmico e transmissdo pelo
inseto vetor.

Apos a entrada do virus na célula, ocorre sua desencapsidacdao. O RNA viral atua
como um RNA mensageiro e sua traducdo é necessaria para as outras etapas do ciclo viral,
pois codifica todas as proteinas virais. O RNA viral ndo € capeado, portanto sua traducao
ocorre de forma independente desta estrutura (Carrington, Freed et al., 1990). Dois
elementos regulatérios fundamentais para a traducdo independente de CAP (cap-
independent regulatory elements, CIREs) foram identificados na regido 5°’NTR do
Tobacco etch virus (TEV), e ambos atuam em conjunto para a traducdo do RNA viral
(Niepel e Gallie, 1999). No caso do TEV, as regides 5’ ¢ 3’ do genoma viral, incluindo a
cauda poli-A agem de forma sinérgica na regulacdo da traducdo, ou seja, a traducdo é
estimulada pela presenca da cauda poli-A (Gallie, Tanguay et al., 1995). Existem
controvérsias quanto a maneira pela qual ocorre o processo de tradugdo dos potyvirus. Para

0 Turnip mosaic virus (TuMV) evidéncias indicam que a traducdo ocorre por meio de
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iniciacdo interna (Basso, Dallaire et al., 1994). Entretanto, trabalhos realizados com o
Plum pox virus (PPV) indicaram que, para esse virus, a traducao se inicia pelo mecanismo
de leaky scanning (Simén-Buela, Guo et al., 1997). E possivel que potyvirus distintos
utilizem estratégias diferentes para a traducdo do genoma, ou que ambas as estratégias
sejam utilizadas em conjunto. Uma vez sintetizada, a poliproteina sofre auto-protedlise
pela acdo das regides que vao gerar a P1, HC-Pro e Nla, sendo esta Gltima a responsavel
pela maior parte das clivagens (Carrington e Dougherty, 1988).

A replicacdo viral envolve a maioria das proteinas dos potyvirus, de maneira direta
ou indireta. Inicialmente, uma fita de RNA negativo € amplificada a partir da extremidade
3’ do RNA viral. Esta fita negativa serve de molde para a replicacdo de varias fitas de
RNA sentido positivo que constituem novos RNAs virais. As extremidades 5’NTR e
3’NTR sdo essenciais para a replicagdo, uma vez gque possuem as sequéncias promotoras
para a sintese de RNA viral. Estruturas secundarias presentes na regidao 3’NTR e na
sequéncia codificadora da proteina capsidial do TEV sdo essenciais para o reconhecimento
pela proteina NIb e consequentemente para a replicacdo viral (Haldeman-Cahill, Daros et
al., 1998; Teycheney, Aziz et al., 2000).

As proteinas Cl, Nla e NIb formam o nuacleo replicativo. A proteina Cl possui
atividade de helicase, ATPase e ligacdo a RNA (Lain, Martin et al., 1991). A proteina Nlb
é uma RNA polimerase dependente de RNA tipica de virus (Hong e Hunt, 1996). A
proteina Nla estimula a atividade da NIb por meio de interacdo direta entre as duas
proteinas (Fellers, Wan et al., 1998). A extremidade C-terminal da Nla contém a proteina
VPg que é clivada da porgdo protease apenas ap6s a montagem do complexo, no inicio da
replicacdo. A VPg possui uma tirosina especifica que fornece a hidroxila livre para a
adicdo de nucleotideos, onde o RNA viral permanece covalentemente ligado. Dessa forma,
a VPg atua como iniciadora da replicacdo (Murphy, Klein et al., 1996).

O complexo de replicacdo é ancorado & membrana do reticulo endoplasmatico (RE)
pela 6K2, onde se formam vesiculas dentro das quais a replicacdo ocorre (Schaad, Jensen
et al., 1997). A proteina 6K2 possui um dominio hidrofébico que interage com a
membrana do reticulo e induz a formacdo das vesiculas (Restrepo-Hartwig e Carrington,
1994; Schaad, Jensen et al., 1997) de maneira dependente de COPI e COPII (coat protein
complex | e II, respectivamente), que sdo heterocomplexos protéicos envolvidos na
modulacdo do transporte entre o reticulo endoplasmatico e o aparato de Golgi (Wei e

Wang, 2008). Vesiculas induzidas pela 6K, contendo o complexo de replicacdo viral
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trafegam ao longo do citoplasma de células infectadas associadas aos microfilamentos de
actina que compdem o citoesqueleto. Cada vesicula carrega apenas uma cépia do genoma
viral, constituindo provavelmente um tnico complexo de replicacdo (Cotton, Grangeon et
al., 2009).

As proteinas P1, P3 e HC-Pro participam do processo de replicagdo como
ativadores ou reguladores. A P1 atua como fator de amplificacdo do genoma (Verchot e
Carrington, 1995) e pode estar envolvida na infectividade e acimulo viral (Rajamaki,
Kelloniemi et al., 2005). Um mutante do TEV no qual a sequéncia codificadora para a
proteina P1 foi deletada foi capaz de se movimentar na planta, porém apresentou um nivel
de replicagdo muito inferior ao do virus selvagem (Verchot e Carrington, 1995). Mutantes
de insercdo na regido codificadora da proteina P3 sdo incapazes de se replicar em
protoplastos (Klein, Klein et al., 1994). A proteina P3 do Papaya ringspot virus interage
com a membrana do reticulo endoplasmatico em Arabdopsis por meio de um dominio
hidrofébico de 19 aminoécidos, presente em sua porcao C-terminal (Eiamtanasate, Juricek
et al., 2007). Em N. benthamiana, foi observada a associagdo da proteina P3 do TEV a
membranas do reticulo e do aparato de Golgi, onde a P3 foi responsavel pela inducdo da
formacdo de estruturas pontuadas (Cui, Wei et al., 2010). A localizacdo de P3 na
membrana do reticulo, a semelhanca da proteina 6K, também foi dependente da atividade
de COPI e Il. O dominio hidrof6bico presente na por¢do C-terminal foi novamente
identificado como responsavel pela localizacdo subcelular da P3, possivelmente exercendo
este papel em todos os potyvirus (Cui, Wei et al., 2010). Tanto a proteina P3 (Rodriguez-
Cerezo, Ammar et al., 1993) como P1 (Arbatova, Lehto et al., 1998) foram encontradas
associadas a proteina Cl em células infectadas, e as interacdes entre as proteinas P3/NIb e
P1/CI foram demonstradas utilizando o sistema duplo-hibrido de levedura (Merits, Guo et
al., 1999). Esses resultados sugerem que as proteinas P1 e P3 estdo envolvidas na
replicacédo do RNA viral.

O papel da proteina HC-Pro durante a replicacdo € complexo. O processamento da
proteina HC-Pro ocorre somente em cis e é essencial para a replicacdo. Mutantes que
suprimem a atividade proteolitica de HC-Pro ndo sdo viaveis (Kasschau e Carrington,
1995). Mutantes para a regido central da proteina apresentam capacidade proteolitica,
porém exibem um fendtipo de reducdo da replicacao viral, demonstrando que ndo somente
a atividade proteolitica é importante para a amplificacdo da replicacdo do genoma
(Kasschau, Cronin et al., 1997). A afinidade da HC-Pro do Potato virus Y (PVY) e Potato
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virus A (PVA) ao RNA viral foi demonstrada in vitro (Maia e Bernardi, 1996). A HC-Pro
se liga de maneira ndo especifica a acidos nucleicos, preferencialmente RNA, e apresenta
um motivo ribonucleoprotéico (RNP) encontrado em uma grande familia de proteinas
envolvidas no processamento e transporte de RNA, expressdo génica e desenvolvimento
celular (Urcuqui-Inchima, Maia et al., 2000).

A regido do RNA viral que codifica a proteina capsidial (CP) também esta
envolvida na replicacdo viral. Mahajan et al. (1996) produziram uma série de mutantes
nos quais foram inseridos cddons de terminacdo prematura ao longo da CP do TEV.
Mutantes com delecdes nas regides 5’ e 3’da CP também foram analisados. Os autores
observaram que a traducdo da regido do RNA viral entre os codons 138 e 189 da CP é
essencial para a replicagdo viral e que a presenca no RNA de cis elementos localizados
entre a regido codificadora dos codons 211 e 246, mas ndo a traducdo desta regido,
também € necessaria. A presenca da proteina CP, no entanto, ndo é necessaria para a
replicacdo (Mahajan, Dolja et al., 1996).

Os potyvirus, de maneira diferente aos outros virus de plantas ja estudados, ndo
possuem proteina com fungdo exclusiva no movimento célula-a-célula. Diversas proteinas
ja foram descritas como envolvidas no movimento célula-a-célula, incluindo CP, HC-Pro,
Cl, VPg e P3N-PIPO.

O movimento de virus de plantas no hospedeiro pode ser dividido em duas etapas:
movimento célula-a-célula (curta distancia) e movimento sistémico (longa distancia)
(Lucas, 2006). Inicialmente, a partir da célula infectada, o virus deverd se movimentar
célula-a-célula por meio das conexdes citoplasmaticas denominadas plasmodesmas, que
permitem a continuidade do citoplasma e do sistema de endomembranas entre as células.
Como o limite de exclusdo passivo dos plasmodesmas em células do mesofilo é de
aproximadamente 1 kDa, os virus de plantas produzem proteinas capazes de aumentar esse
limite de exclusdo, ligando-se ao RNA viral e permitindo a passagem deste pelos
plasmodesmas na forma de um complexo RNA viral-proteina de movimento ou na forma
de virions (Lucas, 2006).

As proteinas CP e HC-Pro possuem a capacidade de aumentar o limite de exclusédo
dos plasmodesmas e passar através deles, além de facilitar o movimento do RNA viral,
constituindo proteinas de movimento tipicas (Rojas, Zerbini et al., 1997). Evidéncias
genéticas demonstram que a fungdo da CP do TEV no movimento célula-a-célula é

independente da formac&o de virions (Dolja, Haldeman et al., 1994).
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A proteina Cl ndo é capaz de alterar o limite de exclusdo dos plasmodesmas (Rojas,
Zerbini et al., 1997), porém co-localiza-se com a CP em regiGes proximas ou sobre a
abertura dos plasmodesmas em folhas de tabaco recém-infectadas com o TVMV e em
cotilédones de ervilha infectados com o Pea seed borne mosaic virus (PSbMV)
(Rodriguez-Cerezo, Findlay et al., 1997).

A proteina VVPg também parece estar envolvida no movimento célula-a-célula. A
VPg foi identificada como determinante de viruléncia do TVMV em plantas de Nicotiana
tabacum cv. TN86 (que contém o gene de resisténcia va) (Nicolas, Dunnington et al.,
1997). Verificou-se que a inser¢do da VPg do isolado TVMV-WT, incapaz de infectar
plantas contendo o gene de resisténcia, no genoma do isolado TVMV-S, confinava a
infecgdo as celulas iniciais, indicando deficiéncia no movimento célula-a-célula.

Recentemente, foi demonstrado que a expressdo da ORF PIPO é essencial ao
movimento célula-a-célula do Soybean mosaic virus (SMV). Mutantes SMV-GUS
apresentando codons de terminacdo prematuros na regido codificadora da ORF Pipo e que
expressam a poliproteina intacta, ndo tiveram a replicacdo do RNA gendmico afetada,
porém a infeccdo foi confinada as células iniciais. Interessantemente, 0 movimento nao foi
restaurado pela inoculacdo simultanea ou sequencial do virus mutante e do tipo-selvagem
(Wen e Hajimorad, 2010).

Pelo menos trés proteinas virais parecem estar envolvidas no movimento a longa
distdncia dos potyvirus: CP, HC-Pro e VPg. Mutantes do TEV-GUS apresentando
delecbes nas porcdes amino- e carboxi-terminais da CP apresentam restrices no
movimento a longa distancia (Dolja, Haldeman et al., 1994; Dolja, Haldeman Cabhill et al.,
1995). No caso do PSbMV, verificou-se que a substituicdo de uma serina na posic¢ao 47 da
CP por uma prolina foi suficiente para permitir o movimento a longa distancia em
Chenopodium quinoa de um isolado normalmente restrito as folhas inoculadas (Andersen e
Johansen, 1998).

O envolvimento da HC-Pro no movimento a longa distancia foi demonstrado por
diversos autores. Mutantes do TEV-GUS na regido central da proteina sdo deficientes no
movimento a longa-distancia e este é restabelecido pela expressao da HC-Pro do TEV em
plantas transgénicas (Cronin, Verchot et al., 1995). Mutac¢des na por¢do amino-terminal da
HC-Pro do TVMV resultaram em auséncia de movimento sistémico do virus (Klein, Klein
etal., 1994).
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Estudos envolvendo recombinantes entre duas estirpes do TEV demonstraram o
envolvimento da VPg no movimento a longa distancia. Analisando-se as estirpes TEV-
HAT, restrita as células inoculadas na cultivar de tabaco V20, mas capaz de infectar
sistemicamente a cultivar Havana, e TEV-Oxnard, que causa infeccdo sisttmica em ambas
as cultivares, verificou-se que o hibrido TEV-HAT contendo a VPg do TEV-Oxnard era
capaz de se mover a longa distancia na cultivar V20 (Schaad, Lellis et al., 1997).

A transmissdo pelo inseto vetor € essencial para a dispersao do virus no campo. As
proteinas CP e HC-Pro estdo envolvidas neste processo. A HC-Pro é capaz de se ligar
tanto a CP como a uma proteina presente no estilete do afideo, atuando como ponte entre o
vetor e o virion (Wang, Powell et al., 1998). Outra importante funcdo da HC-Pro ¢é a de
supressora de silenciamento (Anandalakshmi, Pruss et al., 1998). O silenciamento génico é
induzido como resposta de defesa de plantas a virus. O dsRNA gerado durante replicacdo
viral é reconhecido e clivado por proteinas da planta pertencentes a familia DCL (Dicer-
Like), gerando siRNAs (small interference RNAs) que sdo incorporados a um complexo
RISC (RNA-induced silencing complex) (Baulcombe, 2004). O complexo RISC degrada o
MRNA homologo aos siRNAs, levando a degradacdo do virus. Em contrapartida os virus
possuem supressoras de silenciamento, capazes de interferir em algum ponto desta rota
impedindo o silenciamento viral e possibilitando uma infecgéo eficiente (Diaz-Pendon e
Ding, 2008). A HC-Pro inibe o acumulo de siRNAs de 21 nt, porém possui pouco ou
nenhum efeito sobre o acimulo dos siRNAs de 24 nt (Mallory, Reinhart et al., 2002;
Dunoyer, Lecellier et al., 2004). Foi proposto que a HC-Pro ndo atue sobre a biogénese
dos siRNAs (Li e Ding, 2006). A HC-Pro também é capaz de reduzir a metilacdo dos
siRNAs virais de 21-22, responsavel por aumentar a estabilidade destes siRNA na célula.
A metilacdo dos siRNAs e miRNAs de 24nt ndo € afetada pela HC-Pro (Ebhardt, Thi et
al., 2005).

O Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) pertence ao género Potyvirus e é
amplamente distribuido no Brasil. Foi encontrado inicialmente no estado de S&o Paulo e
no Distrito Federal, infectando plantas de pimentdo (Capsicum annum), causando mosaico
amarelo e deformacdo foliar (Inoue-Nagata, Fonseca et al., 2002). Desde entdo, sua
ocorréncia foi verificada em diferentes estados, infectando plantacbes de tomate e
pimentdo (Avila, Inoue-Nagata et al., 2004; Truta, Souza et al., 2004; Dianese, Resende et
al., 2008). Os sintomas observados em tomate incluem mosaico amarelo e deformagao

foliar. Em um levantamento realizado em campos de tomate em regido produtora em
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Taquara no Distrito Federal, 85,2% das 54 amostras coletadas estavam infectadas por
PepYMV, demostrando a alta incidéncia deste virus nos campos de tomate da regido
(Dianese, Resende et al., 2008).

Recentemente, 0 genoma completo do PepYMV, isolado no Distrito Federal de
plantas de pimentdo infectadas, foi sequenciado. A analise do genoma mostrou a
organizacao tipica de potyvirus, codificando uma poliproteina contendo a sequéncia de 10
peptideos maduros e a ORF PIPO. A andlise filogenética agrupou o PepYMV dentro do
grupo do PVY, estando mais relacionado ao Pepper mottle virus (PepMoV), como
comumente ocorre com potyvirus da américa do Sul (Lucinda, Da Rocha et al., 2012).

Com o objetivo de determinar o perfil de expressdo génica em plantas de tomateiro
infectadas pelo PepYMV, foi construida uma biblioteca subtrativa a partir de folhas de
tomateiro inoculadas, 72 horas apds a inoculacdo viral. Foram identificados 881 genes
como diferencialmente expressos e 53 tiveram a expressao diferencial confirmada por RT-
PCR quantitativo ou por andlises de macroarranjos (Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009).
Dentre os genes identificados, foi demonstrado que ocorre um aumento no acumulo do
MRNA que codifica a Translationally controlled tumor protein (TCTP) (Alfenas-Zerbini,
Maia et al., 2009), uma proteina envolvida na regulacdo de diversos processos celulares.

Entretanto o papel da TCTP na infec¢do pelo PepYMYV permanece indeterminado.

2.4. Translationally controlled tumor protein (TCTP)

A familia de proteinas TCTP é amplamente distribuida e conservada entre os
eucariotos (Bommer e Thiele, 2004). Ela foi isolada inicialmente de células tumorais de
humanos (Chitpatima, Makrides et al., 1988) e estd envolvida na regulacdo de diversos
processos celulares importantes como crescimento celular, progressdo do ciclo celular e
protecdo das células contra diferentes condicGes de estresse e apoptose (Bommer e Thiele,
2004). O gene codificador da TCTP é regulado em nivel pds-transcricional, tendo sido
relatada a ocorréncia de transcritos do gene e auséncia da proteina (revisado por Bommer e
Thiele, 2004).

Diversos homoélogos de TCTP tém sido clonados e caracterizados para um ndmero
cada vez maior de organismos (Wang, Zhao et al., 2009; Yubero, Esteso et al., 2009; Li,
Qiu et al., 2010; Nakkaew, Chotigeat et al., 2010; Qin, Gao et al., 2010). Entretanto,
apesar da descrigdo de varios aspectos funcionais, 0 modo de acgéo preciso nos diferentes

processos celulares ainda néo esta totalmente esclarecido.
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Em Arabidopsis thaliana, TCTP é um importante regulador de crescimento e seu
knockout resultou em profundas alterac6es fenotipicas. Linhagens carregando insercdes de
T-DNA no alelo TCTP apresentaram forte reducdo no crescimento do tubo polinico
enquanto linhagens onde a expressdao de TCTP foi silenciada por RNA de interferéncia
apresentaram tamanho reduzido em consequéncia da reducdo do tamanho celular
(Berkowitz, Jost et al., 2008). Em outra linhagem de plantas de A. thaliana knockout para a
expressdo de TCTP, foi observado uma reducdo no nimero de células nos tecidos, porém a
capacidade de crescimento das células ndo foi afetada (Brioudes, Thierry et al., 2010). Em
plantas transgénicas de dendezeiro (Elaeis guineenses) superexpressando TCTP o
crescimento dos calos transformados foi maior devido ao aumento do numero de células, e
ndo do tamanho celular (Nakkaew, Chotigeat et al., 2010). Em Drosophila melanogaster,
tanto a divisdo celular quanto o crescimento das células sdo afetados pela reducdo da
expressao de TCTP (Hsu, Chern et al.,, 2007). Experimentos de complementacdo
interespecifica demostraram que a TCTP de Drosophila é capaz de restaurar o fenétipo de
A. thaliana knockout para o gene TCTP, tornando-as capazes de se dividir normalmente. A
expressao da TCTP de A. thaliana em D. melanogaster é capaz de restaurar a divisdo
celular normal, porém néo o crescimento celular. Estes resultados demonstram que embora
existam diferencas entre as TCTP de plantas e animais, ela atua como um regulador
conservado do crescimento mitdtico que, em plantas, desacopla o crescimento e a divisdo
celular (Brioudes, Thierry et al., 2010).

Em arroz (Oriza sativa) foi observada a superexpressdo da TCTP ap0s a exposi¢ao
das raizes a aluminio (Ermolayev, Weschke et al., 2003) e ap0s tratamento com uma
glicoproteina elicitora isolada do fungo Magnaporthe grisea, demonstrando provavel
atuacdo na resposta a estresses (Liao, Hu et al., 2009). Em pinhdo manso (Jatropha
curcas) foi demostrado que os niveis de TCTP sdo maiores no caule da planta e que a
expressdo de TCTP esta relacionada a formagdo do embrido. Os niveis de TCTP em
pinhdo manso também s&o alterados devido a estresses ambientais, aumentando em raizes
expostas a calor e salinidade, em caules submetidos a alta salinidade e em folhas tratadas
com ethephon, um regulador de crescimento que atua de forma sistémica, utilizado para
inducdo do amadurecimento de frutos (Qin, Gao et al., 2010). Plantas de A. thaliana
superexpressando TCTP apresentaram maior resisténcia a estresse hidrico, devido ao
fechamento mais rapido dos estdmatos em resposta a &cido abscisico (ABA) em um

mecanismo envolvendo a ligagdo da TCTP a microtubulos de maneira dependente de
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calcio. Os autores sugerem que a TCTP esteja envolvida em respostas mediadas por ABA
(Kim, Han et al., 2012).

Cao et al. (2010) mostraram o envolvimento da TCTP na resposta a diferentes
estresses. Plantas transgénicas de couve (Brassica oleraceae) silenciadas para TCTP
apresentaram um crescimento mais lento e maior susceptibilidade a frio, calor e altas
concentracgdes de sal, condigdes que induzem a expressdo de TCTP em plantas selvagens.

O papel de TCTP em condigdes de estresses bidticos também tem sido avaliado em
diferentes organismos. Foi demonstrado que em camardo (Penaeus monodon) o produto do
gene TCTP possui propriedades anti-apoptoticas e estd presente em niveis elevados
durante o inicio da infeccdo pelo virus White spot syndrome virus (WSSV) (Tonganunt,
Nupan et al., 2008). Os niveis de TCTP aumentam consideravelmente entre 24 e 48 horas
apos a infeccdo pelo WSSV. Foi demostrado que camardes injetados com TCTP
recombinante tiveram uma sobrevivéncia de 80-100% e apresentaram baixa taxa de
infeccdo pelo WSSV. Este resultado implica que a inje¢do de TCTP recombinante diminui
a taxa de infeccéo viral por um mecanismo ainda desconhecido (Tonganunt, Nupan et al.,
2008). Em bovinos, um menor nivel de expressdo de TCTP foi associado a maior
resisténcia a infeccdes causadas pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus que
ocorre em Bos indicus em relagédo a Bos taurus (Nascimento, Machado et al., 2010).

Estudos de controle do transporte de macromoléculas pelo floema de abdbora
mostraram que duas proteinas do floema (CmPP16-1 e CmPP16-2) interagem
especificamente com TCTP, regulando o transporte destas proteinas. Os autores propdem
um modelo no qual o destino de macromoléculas é determinado pela saida seletiva da
macromolécula do floema e que o controle desta saida pode ser mediado por TCTP (Aoki,
Suzui et al., 2005). A saida seletiva de macromoléculas dos elementos de tubo crivado ja
foi relatada para RNA (Foster, Lough et al., 2002; Zhu, Qi et al., 2002) e para proteinas de
movimento viral (Itaya, Ma et al., 2002). Desta forma, é razoavel propor que TCTP possa
estar envolvida no processo de controle de saida seletivo do floema destas
macromoléculas, regulando o transporte viral.

Além disso, foi demonstrado em mamiferos que TCTP interage com os fatores de
elongacéo da traducdo eEF1A e eEF1B diminuindo a taxa de sintese proteica (Cans, Passer
et al., 2003). Considerando que infecgdo por potyvirus também diminui a taxa de sintese
de proteinas do hospedeiro, € possivel que essa diminuicdo seja mediada por TCTP.
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Em plantas de N. benthamiana silenciadas por VIGS (Virus Induced Gene Silence
— silenciamento génico induzido por virus) para o gene TCTP, o desenvolvimento de
sintomas pela infeccdo por PepYMV ¢ reduzido em relagdo a plantas ndo silenciadas
(Bruckner, 2010). Em plantas transgénicas de tomate silenciadas para o gene TCTP foi
verificado um menor acimulo de PepYMYV em relacdo a plantas nao transformadas aos 21
dias apo6s a inoculagdo viral (Cascardo, 2011). Estes resultados indicam que o aumento da
expressdo da TCTP durante os primeiros estdgios da infeccdo por PepYMV deve
contribuir para o estabelecimento da infeccdo viral, entretanto 0 mecanismo permanece

indeterminado.

2.5. Silenciamento génico induzido por virus (VIGS — Virus Induced Gene Silence)

O silenciamento génico pés-transcricional € um processo que ocorre em todos 0s
eucariotos, como forma de regulacdo da expressdo génica e como resposta de defesa a
virus e transposons (Baulcombe, 2004). E induzido pela formacdo de um RNA de fita
dupla (dsRNA), que é reconhecido e clivado por enzimas com atividade de RNAse IlI
chamadas Dicer em animais e DCL (Dicer-like) em plantas, gerando pequenos RNAs de
21 a 25nt (Park, Cosgrove et al., 2002; Tang, Reinhart et al., 2003). Os pequenos RNAs
sdo incorporados em um complexo de silenciamento denominado RISC (RNA-induced
silencing complex), que degrada o RNA homologo ao RNA incorporado (Tang, 2005).
Intermediarios de replicacdo formando estruturas de dsRNA séo gerados durante o ciclo de
diversos virus, levando a degradacdo de RNAs virais por meio do silenciamento génico
induzido por virus (VIGS). Sendo assim, os virus codificam proteinas capazes de suprimir
o silenciamento, possibilitando o estabelecimento da infeccdo em hospedeiros compativeis
(Diaz-Pendon e Ding, 2008).

Em plantas, VIGS tem sido utilizado como ferramenta para estudos funcionais de
genes envolvidos em diversos processos (Waterhouse e Helliwell, 2003; Burch-Smith,
Schiff et al., 2006; Becker e Lange, 2010). Devido a facilidade do uso de VIGS diversos
virus foram atenuados e modificados para o desenvolvimento de vetores virais para o
silenciamento de espécies monocotiledéneas e dicotileddneas (Kumagai, Donson et al.,
1995; Kjemtrup, Sampson et al., 1998; Ruiz, Voinnet et al., 1998; Ratcliff, Hernandez
Martin et al., 2001; Liu, Schiff, Marathe et al., 2002; Bruun-Rasmussen, Moller et al.,
2007; Igarashi, Yamagata et al., 2009; Kurth, Peremyslov et al., 2012). Fragmentos de

cerca de 400nt, correspondentes a sequéncia codificadora parcial do gene que se deseja
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silenciar, sdo clonados no vetor viral para a inducdo de silenciamento. Apos a inoculagao
do vetor, este se replica e infecta a planta. A infeccdo da planta pelo vetor viral dispara o
silenciamento, levando ao reconhecimento e clivagem do vetor viral pelas DCL e
consequente producdo de siRNAs (small interference RNAS) correspondentes ao vetor e ao
gene clonado nele. Os siRNAs gerados direcionam o silenciamento dos MRNAS
homologos a eles e a consequéncia é o silenciamento tanto do vetor quanto do gene
enddgeno da planta. Esta técnica é capaz de reduzir drasticamente os niveis de genes
enddgenos na planta, no entanto a auséncia completa da expressdo ndo ocorre (Angell e
Baulcombe, 1999).

O Tobacco rattle virus (TRV) (Ratcliff, Hernandez Martin et al., 2001; Liu, Schiff,
Marathe et al., 2002) é o vetor de silenciamento mais utilizado devido a baixa severidade
dos sintomas induzidos pelo vetor viral, a capacidade de infectar grandes areas adjacentes
a célula inicialmente infectada e de silenciar a expressao de genes em diferentes pontos de
crescimento (Ratcliff, Hernandez Martin et al., 2001). Seu genoma é composto por dois
RNAs de fita simples sentido positivo, RNA1 e RNA2. O vetor descrito por Liu et al.
(2002) consiste em um clone infeccioso do TRV precedido de um promotor 35S duplicado
e contendo um terminador NOS. O sitio multiplo de clonagem esta inserido no RNA2 do
TRV, do qual foram retiradas as proteinas 2b e 2c, necessarias para a transmissdo por
nematdides e dispensaveis para a infeccdo. Cada clone infeccioso esta inserido em um T-
DNA de A. tumefaciens. O TRV ¢€ eficaz no silenciamento de genes de uma ampla gama
de hospedeiros, como Arabidopsis thaliana (Burch-Smith, Schiff et al., 2006), tomate
(Solanum lycopersicum L. = Lycopersicon esculentum Mill.) (Liu, Schiff e Dinesh-Kumar,
2002), N. benthamiana (Ratcliff, Hernandez Martin et al., 2001) e pimentdo (Capsicum
annum) (Chung, Seong et al., 2004). Em experimentos anteriores foi observado que a
infeccdo pelo vetor TRV vazio causa sintomas mais severos do que a infec¢cdo pelo vetor
TRV com um fragmento clonado (Bruckner 2010). Wu et al. (2011) relataram que a
clonagem de fragmentos no vetor reduz os sintomas gerados, sendo 400 nt o tamanho
6timo para o fragmento clonado.

Vetores virais desenvolvidos recentemente como o Apple latente spherical virus
(ALSV) (lgarashi, Yamagata et al., 2009), capaz de infectar plantas de soja (Glycine max),
0 Barley stripe mosaic virus (BSMV) (Bruun-Rasmussen, Moller et al., 2007), capaz de
infectar varias monocotiledéneas de importancia, como aveia (Avena sativa), trigo

(Triticum aestivum), cevada (Hordeum vulgare) e arroz e o Grapevine leafroll-associated
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70 virus-2 (GLRaV-2) (Kurth, Peremyslov et al., 2012), capaz de infectar videiras (Vitis
vinifera) estdo permitindo a ampliacdo do uso desta técnica em diversas espécies vegetais.

Entre as vantagens do uso de VIGS em relacdo a transformacdo génica, se
destacam a maior rapidez e a possibilidade de analise de genes em larga escala, além de
poder ser aplicada seletivamente em diferentes estagios de desenvolvimento da planta. De
fato, a inducédo de VIGS tem sido amplamente utilizada em estudos de anélise funcional de
genes (Ahn, Kim et al., 2004; Kim, Lim et al., 2007; Yang, Zhang et al., 2009; Komatsu,
Hashimoto et al., 2010).

O silenciamento de grande parte dos genes estudados ndo gera alteracfes
morfologicas evidentes nas plantas. Diferentes genes reporteres sdo utilizados para a
comprovacao do silenciamento, entre eles, o gene que codifica a fitoeno desaturase (PDS —
Phytoene Desaturase) € o mais utilizado. A fitoeno desaturase é uma enzima da via
biossintética de carotendides que protegem a clorofila de oxidagdo pela exposicdo a luz
(Kumagai, Donson et al., 1995), de forma que o silenciamento do gene PDS gera regides
esbranquicadas que podem atingir a folha inteira, sendo facilmente visualizadas (Becker e
Lange, 2010). Outro gene comumente utilizado é o Chll, que codifica subunidade I da
magnésio quelatase. O fenotipo gerado pelo seu silenciamento € o amarelecimento devido
a perda da clorofila (Tuttle, Idris et al., 2008).

O papel de proteases dependente de calcio na organogénese de N. benthamiana foi
comprovado por meio de VIGS utilizando-se um vetor viral baseado no TRV (Ahn, Kim et
al., 2004). O papel dos genes SGT1 e RARL, requeridos para hipersensibilidade na necrose
sistémica gerada pelo Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV) em N. benthamiana
também foi demonstrado pela utilizacdo de VIGS (Komatsu, Hashimoto et al., 2010).
Yang et al., (2009) demonstraram por meio de VIGS o papel das proteinas ribossomais
RPS2, RPS6, RPL7, RPL13 e RPL19 na infeccdo de N. benthamiana pelos virus Turnip
mosaic virus (TuMV), TMV e Tomato bushy stunt virus (TBSV).

A funcdo de genes envolvidos em diferentes respostas de defesa também foi
comprovada por VIGS. Silenciando um ort6logo de EDS1 por meio do vetor TRV em N.
benthamiana, mostrou-se que EDS1 é requerido para a resisténcia mediada pelo gene N,
gue confere resisténcia ao TMV, mas ndo € requerida para a resisténcia mediada por outros
dois genes, Pto e Rx, que conferem resisténcia a Pseudomonas syringae e PVX,
respectivamente (Peart, Cook et al., 2002). O envolvimento de componentes da via de

sinalizacdo MAP cinase e de fatores de transcri¢cdo na resisténcia a TMV mediada pelo
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gene N foi determinado utilizando-se VIGS induzido pelo vetor TRV. O silenciamento de
MEK1/NQK1 e de NTF6/NRK1, dois genes envolvidos na sinalizagdo dependente de
MAP cinase, e dos fatores de transcricio WRKY1-WRKY3 e MYBL1, atenua a resisténcia
ao TMV mediada pelo gene N (Liu, Schiff et al., 2004). Recentemente foi demonstrado o
papel de uma proteina do hospedeiro, a fibrilarina, na interacdo Umbravirus-Nicotiana
benthamiana por meio de VIGS induzido pelo vetor viral TRV. Em plantas silenciadas
para a fibrilarina, 0 movimento sistémico do virus foi inibido e a replicagdo viral no sitio
inicial de infeccdo nao foi afetada, mostrando que para esse grupo de virus a fibrilarina é
essencial para o movimento de longa distancia (Kim, Macfarlane et al., 2007). Dezoito
genes envolvidos na infeccdo de N. benthamina pelo geminivirus Tomato yellow leaf curl
Sardinia virus (TYLCSV) foram identificados por VIGS, sendo 7 potencialmente
envolvidos em respostas de defesa da planta e 11 necessarios para o estabelecimento da

infeccdo viral (Lozano-Duran, Rosas-Diaz et al., 2011).

2.6. Ferramentas para estudo de interacdo proteina-proteina

A elucidacdo do papel de fatores do hospedeiro na infeccdo viral e do mecanismo
exato pelo qual estes participam do ciclo de infeccdo passa pela identificacdo de interacdes
especificas entre fatores virais e do hospedeiro e pela comprovacdo da funcionalidade
destas interacoes.

As interacOes proteina-proteina sdo essenciais para diversos processos bioldgicos
gue ocorrem nas células. Estas interaces podem ser estaveis ou transientes, ocorrer entre
duas proteinas de forma direta ou indireta, envolvendo a formacéo de complexos proteicos.
Vaérias enzimas envolvidas em processos basicos do metabolismo atuam em complexos.
Diversas técnicas tém sido utilizadas para a identificacdo de interacdes proteina-proteina
envolvidas em diferentes processos biologicos. As técnicas de “high-throughput”
permitem a busca massiva por interacfes especificas com uma dada proteina. Entre estas
técnicas, destacam-se 0 ensaio de duplo hibrido e os ensaios de purificacdo por afinidade,
associada a espectrometria de massas.

O ensaio de duplo hibrido foi desenvolvido por (Fields e Song, 1989) e desde entdo
tem sido amplamente utilizado. O método baseia-se na fusdo de uma das proteinas em
estudo com o dominio de ativagdo e da outra proteina com o dominio de ligagdo ao DNA,
de um mesmo fator de transcri¢do. A interacédo fisica entre as duas proteinas em estudo

leva & interacdo entre os dominios do fator de transcri¢do, que se torna funcional ativando
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um gene repérter. Em geral, os dominios de ativacdo e de ligacdo ao DNA do fator de
transcricdo Gal4 de leveduras sdo utilizados (Sobhanifar, 2003), porém outros fatores
transcricionais como o LexA também podem ser utilizados (Van Criekinge e Beyaert,
1999). Em geral, mais de um gene repoOrter esta presente no mesmo plasmideo, permitindo
a confirmacdo da interacdo pela expressdao de ambos. Uma série de genes repoérteres da
interacdo codificam enzimas da biossintese de aminoacidos que estdo ausentes na estirpe
de levedura utilizada e cuja expressdo reverte um fendtipo de auxotrofia. Genes envolvidos
na biossintese de histidina, uracila e adenina sdo comumente utilizados. O gene que
codifica a B-galactosidase também é utilizado como gene repérter da interacdo, e sua
expressao permite a quantificacdo da forca de interacdo por meio de ensaios de atividade
da enzima (Van Criekinge e Beyaert, 1999).

A técnica de duplo-hibrido permite a verificacdo de interacdo de uma proteina
especifica com uma biblioteca de cDNA por meio de screening. Ela é capaz de identificar
interaces entre duas proteinas, porém ndo permite a identificacdo de interacbes que
envolvem mais de uma proteina ou de interacbes indiretas por meio da formacdo de
complexos protéicos (Lalonde, Ehrhardt et al., 2008).

Um grande namero de interacBes proteina-proteina em diversos organismos ja
foram identificadas por ensaios de duplo-hibrido (Suter, Auerbach et al., 2006). Entre as
vantagens desta técnica estdo a facilidade e rapidez dos ensaios, bem como o0 néo
requerimento da expressdo prévia de grandes quantidades de proteina in vitro e a deteccdo
de interacdes fracas entre as proteinas. As interac@es sdo analisadas in vivo em um modelo
eucarioto (Sobhanifar, 2003). Uma vantagem interessante do duplo-hibrido é a
possibilidade de se medir a forga das interagdes pela atividade da enzima B-galactosidase
ou pela adicdo de quantidades crescentes de 3-aminotriazol (3AT), um inibidor
competitivo da enzima HIS3 (Vidal, Braun et al., 1996). Os ensaios de duplo-hibrido
também permitem uma andlise funcional de interacfes ja identificadas pela insercdo de
mutacBes nas proteinas, identificando assim dominios e residuos essenciais para a
interacdo (Waters, Scriver et al., 2001; Sanchez-Duran, Dallas et al.).

A técnica é facilmente aplicada e permite a analise rapida de uma série de
interagbes in vivo. No entanto existem algumas limitagcOes. Falso-negativos sdo
comumente encontrados quando proteinas de membrana sdo analisadas. A insercdo da
proteina em membranas pode impedir que o fator de transcri¢cdo chegue ao nucleo, onde o

gene reporter é ativado (Lalonde, Ehrhardt et al., 2008). Em algumas proteinas, alteraces
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pos-traducionais que ocorrem na célula de origem ndo ocorrem em leveduras, e sdo
essenciais para a interacdo (Fields e Sternglanz, 1994). Falso-positivos também podem
ocorrer quando uma das proteinas em estudo é capaz de ativar sozinha a transcri¢do do
gene repodrter, ou quando mutacGes ocorridas na levedura levam a sobreposicdo da
auxotrofia. Em outros casos, a superexpressdo das proteinas pode levar a ocorréncia de
interagBes que ndo ocorrem no organismo, onde estas proteinas se encontram em baixas
concentragfes. A localizagdo sub-celular das proteinas também pode fazer com que
interacdes positivas encontradas em um ensaio de duplo-hibrido ndo ocorram devido a nao
ocorréncia destas proteinas no mesmo compartimento na célula (Revisado por Sobhanifar,
2003).

As técnicas de purificacdo por afinidade podem ser realizadas tanto in vitro quanto
in vivo. S8o capazes de identificar diversas proteinas que interagem formando complexos
protéicos, por meio da espectrometria de massas. Uma das limita¢cfes destas técnicas € que
durante a obtencdo dos extratos protéicos, proteinas que estavam compartimentalizadas em
diferentes organelas celulares se misturam, podendo formar interagdes que ndo ocorrem no
organismo em estudo (Lalonde, Ehrhardt et al., 2008).

A técnica de purificacdo por afinidade em tandem (TAP — Tandem affinity
purification) tem sido utilizada para isolar complexos protéicos de células de leveduras
(Gavin, Bosche et al., 2002), insetos (Forler, Kocher et al., 2003), humanos (Gingras,
Aebersold et al., 2005) e plantas (Rohila, Chen et al., 2004; Rubio, Martinez-Gomez et al.,
2005; Rohila, Chen et al., 2006). Nesta técnica, a proteina alvo é expressa fusionada a uma
etiqueta composta por um dominio da proteina A de Staphylococcus aureus, um sitio de
clivagem da protease do TEV e um dominio de ligacéo a calmodulina (CBP - caumodulin-
binding protein) (Rigaut, Shevchenko et al., 1999). Os complexos protéicos sao
purificados em duas etapas seguidas de cromatografia de afinidade, visando aumentar a
especificidade das ligacdes. Inicialmente, a proteina A se liga a Sepharose 1gG e o0s
complexos sdo liberados da coluna pela clivagem pela protease do TEV. Uma nova etapa
de purificacdo ocorre pela ligacdo de CBP a calmodulina, com posterior eluicdo das
proteinas utilizando-se EGTA.

Rohila et al, (2006) expressaram 41 cinases etiquetadas em arroz, e purificaram
complexos protéicos interagindo com 23 delas. Em um estudo visando identificar

interacdes entre a Nlb do TuMV e proteinas de A. thaliana, a expressdo da NIb fusionada a
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TAP mostrou que esta interage com as proteinas Hsp70 e PABP2, sendo estas interacdes

essenciais para a infecgéo viral (Dufresne, Thivierge et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolado Viral e inoculacdo mecanica

O isolado 3 do PepYMV foi descrito por Truta et al. (2004) e vem sendo mantido
em plantas de Nicotiana debneyi por meio de inoculagfes sucessivas via extrato vegetal
tamponado em fosfato de potéssio 0,2M pH 7,2 com 0,1% de bissulfito de sodio. As

plantas infectadas sdo mantidas em casa de vegetagéo.

3.2. Material vegetal

Plantas de N. benthamiana, foram germinadas e, apds aproximadamente 15 dias,
transferidas para camara de crescimento com temperatura (22 °C) e fotoperiodo (14 h)
controlados. As plantas foram mantidas nestas condi¢des por pelo menos cinco dias antes
da agroinfiltracéo.

3.3. Silenciamento do gene TCTP

Para a indugéo de silenciamento de TCTP, um fragmento de aproximadamente 400
nt do gene foi amplificado por PCR a partir de cDNA de tomate e clonado no RNA2 do
vetor viral TRV descrito por Liu et. al. (2002), gerando a construcdo TRV2-TCTP
(Bruckner, 2010). Duas construcdes foram usadas como controle. A primeira, utilizada
como controle fenotipico do silenciamento, consiste em um fragmento de 400 nt do gene
PDS clonado no RNA2 do TRV, gerando a construgdo TRV2-PDS (Bruckner, 2010).
Como controle do experimento, uma sequéncia de 400 nt do gene GFP foi clonada no
RNA2 do TRV, utilizando os primers GFP F EcoRI (5 GAA TTC ATG GTG AGC AAG
GGC G 3’) e GFP R EcoRI (5" CCT TGA ATT CGA TGC CCT TCA GCT C 37), gerando
a construcdo TRV2-GFP. O GFP constitui um gene exdgeno e esta constru¢do tem como
objetivo a observacdo de eventuais sintomas gerados pelo vetor viral interrompido por um
fragmento de DNA que néo induz silenciamento.

Os plasmideos recombinantes foram inicialmente transformados em E. coli DH5a
pelo método do choque térmico (Sambrook e Russel, 2001). Em seguida, foram
transformados em A. tumefaciens estirpe C58C1 pelo método do choque térmico descrito

por (Brasileiro e Carneiro, 1998).
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Para inducdo do silenciamento génico, culturas de agrobactéria, estirpe C58Cl1,
transformadas cada uma das construces foram cultivadas em meio LB com antibi6ticos
apropriados até atingir a ODggo de 0,6. Em seguida, foram centrifugadas a 10.000 rpm e
resuspendidas em tampao de agroinfiltracdo (MES 10mM, MgCI2 10mM e acetoseringona
200uM), ajustando-se a ODggo para 1,2. Cada suspenséo de agrobactéria transformada com
as diferentes construgdes clonadas no RNA2 do TRV foi misturada com igual volume de
uma suspensdo de agrobactérias transformadas com 0 RNAL do TRV (TRV-RNAL). As
misturas foram agroinfiltradas na face abaxial de folhas de N. benthamiana, cultivadas
conforme descrito no item 1.2, utilizando-se seringas estereis sem agulha. Dez plantas
foram agroinfiltradas com a mistura entre TRV-RNA1 e TRV2-TCTP, seis com a mistura
entre TRV-RNAL e TRV2-PDS e seis com a mistura entre TRV-RNA1 e TRV2-GFP. Seis
plantas ndo foram agroinfiltradas e seis foram agroinfiltradas somente com agrobactérias
ndo transformadas.

Ap0s o aparecimento e estabelecimento do fenétipo de foto-oxidagdo que evidencia
o silenciamento do gene PDS (aproximadamente duas semanas apds a agroinfiltracdo), as
plantas foram inoculadas mecanicamente com o PepYMV, conforme descrito no item 1.1.
Em cada tratamento foram mantidas trés plantas ndo inoculadas, utilizadas como controles.
Imediatamente antes da inoculacgdo viral, discos foliares de 1,5 cm foram coletados em
folhas jovens de todas as plantas e utilizados para analise do silenciamento antes da
inoculacdo viral. Setenta e duas horas ap0ds a inoculacdo viral (72 hpvi), foram coletados
discos foliares adjacentes aos coletados anteriormente. Para avaliar o efeito do
silenciamento na infeccdo sistémica, folhas jovens de todas as plantas foram coletadas 14
dias apos a inoculacdo viral (14 hpvi). Todo material coletado foi imediatamente

congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

3.4. Expressao transiente de proteinas virais em N. benthamiana

Para expressdo transiente das proteinas virais em plantas, a sequéncia codificadora
de cada uma das proteinas virais foi clonada em pK7WG2 (Karimi, et al 2002), gerando as
construgdes pK7WG2-P1, pK7WG2-HC-Pro, pK7WG2-P3, pK7WG2-6K1, pK7WG2-Cl,
PK7WG2-6K2, pK7WG2-Nla, pK7WG2-NIb, pK7WG2-CP, pK7WG2-Pipo (Cascardo
2011).

Células de Agrobacterium tumefaciens estirpe GV3101, foram transformadas com

cada uma das construgdes conforme descrito no item 1.3. As culturas de A. tumefaciens

37



transformadas foram cultivadas em meio LB com antibioticos apropriados até atingirem a
ODgqo de 0,6. Posteriormente, células foram centrifugadas a 10.000 rpm e resuspendidas
no tampé&o de agroinfiltragdo descrito no item 1.3, ajustando-se ODgg para 0,1. As culturas
foram agroinfiltradas na face abaxial das folhas de N. benthamiana, conforme descrito no
item 1.2. Cada proteina foi expressa em trés plantas diferentes. Em cada planta, foram
escolhidas duas folhas similares em tamanho e posi¢do. Uma delas foi agroinfiltrada para a
expressdo de uma Unica proteina e a outra coletada antes da agroinfiltracdo, sendo utilizada
para neutralizar eventuais diferencas na expressao inicial de TCTP entre as plantas. Como
controles, trés plantas foram agroinfiltradas com A. tumefaciens GV3101 transformada
apenas com pK7WG2, trés ndo foram agroinfiltradas e trés foram inoculadas
mecanicamente com PepYMV. As folhas agroinfiltradas ou inoculadas com o PepYMV
foram coletadas 72 horas apds a agroinfiltracdo. Todo material coletado foi congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

A expressdao de proteinas virais e a infeccdo pelo PepYMV em folhas de N.
benthamiana foram confirmadas por RT-PCR convencional, utilizando-se o0s
oligonucleotideos especificos para cada uma das proteinas virais descrito por Cascardo
(2011) e a enzima GoTaq (Promega), de acordo com as instrucbes do fabricante. O
tamanho dos fragmentos amplificados foi analisado por eletroforese em gel de agarose
0,8%.

3.5. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido utilizando-se o kit RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN),
conforme as instrugcdes do fabricante. O RNA foi quantificado em espectrofotdmetro
Nanodrop (Thermo Scientific) e sua qualidade foi verificada pela razdo entre as
absorvancias a 260 e 280 nm. A integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel
de agarose 1,0%. Um micrograma de RNA total foi tratado com duas unidades da enzima
DNAse | (Promega). O RNA tratado foi utilizado para a sintese de cDNA utilizando-se
Oligo(dT), e a transcriptase reversa Super Script Il (Invitrogen), de acordo com as

instrugdes do fabricante.
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3.6. RT-PCR quantitativo

A expressdo de TCTP nos experimentos de VIGS e de expressdo das proteinas
virais foi quantificada por gqRT-PCR, utilizando-se o método comparativo de Ct (AACT),
descrito por Livak and Schmittgen (2001). Os oligonucleotideos qTCTPNb F (5> TAC
AAG GAT GGT GCA ACT GAT CC 3’) e qTCTPNDb R (5 CTA GCA CTT GAC CTC
CTT CAA GC 3°), especificos para a TCTP de N. benthamiana foram desenhados a partir
de sequéncia especifica (TC23446) depositada no Gene Index Project (The Gene Index
Databases, Dana Farber Cancer Institute, Boston, MA 02115 (URL:
http://www.danafarber.org/) [acessada em 01/2011]). Para normalizar a reacdo, 0S
oligonucleotideos especificos para o gene que codifica a histona 2b (H2b) de N.
benthamina H2b2 F (5’GAGAAGCTGGCTCAGGAATC 3°) e H2b2 R (5
CACAAGCCTCACAGCAGTCT 3’) foram desenhados a partir da sequéncia completa de
cDNA depositada no GenBank (EF189156.1). Para quantificar o acumulo relativo do
TRV, os oligonucleotideos qTRV2a F (5° TGCAGTGGCGGGTGTTACAA 3°) ¢
qTRV2aR (5> GTCGAGCCAGTGTTCGCCTT 3’) foram desenhados para amplificar um
fragmento do RNA2 do TRV, a partir da sequéncia completa depositada no GenBank
(AF406991). Todos os oligonucleotideos para gRT-PCR foram desenhados utilizando-se o
programa GenScript Real-time PCR (TagMan) Primer Design (GenScript USA Inc.)
disponivel em https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer. A amplificacdo de um Unico
fragmento foi checada por eletroforese em gel de poliacrilamida (8,0%) e por analise da
curva de dissociacdo. A eficiéncia de reacdo de cada par de oligonucleotideos foi
determinada conforme descrito por Pfaffl, (2001) e Vandesompele, De Preter et al. (2002),
sendo de aproximadamente 100% para todos pares utilizados.

A carga viral do PepYMV foi determinada por quantificacdo absoluta, utilizando
oligonucleotideos especificos descritos por (Bruckner, 2010). Uma curva padrdao foi
obtida por regressdo dos valores de Ct, usando 3x10° a 3x10° cépias de um plasmideo
contendo sequéncia codificadora da proteina CP do PepYMV. A carga viral foi
determinada por interpolacdo, na curva padrdo, dos valores de Ct de cada amostra
analisada (Rutledge e Cote, 2003).

Todas as reagOes foram feitas em triplicata, no termociclador CFX96 Real-Time
System (Bio-Rad), utilizando o reagente “Fast SYBR Green Master Mix” (Applied
Biosystems) em um volume final de 10 uL por reacdo. Em cada reacdo foram utilizados
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400 ng de cDNA para quantificacdo relativa e 12 ng de cDNA para a quantificacdo
absoluta.

3.7. Ensaio de duplo-hibrido

Para avaliar a ocorréncia de interacdes entre as proteinas virais e a TCTP, foi
realizado um ensaio de duplo hibrido em leveduras. Para expressdo em leveduras, as
sequéncias codificadoras das proteinas virais e da TCTP foram previamente clonadas no
vetor de entrada pENTR11 (Invitrogen) por Cascardo (2011) e transferidas para os vetores
adequados utilizando a enzima LR clonase (invitrogen) de acordo com as instru¢es do
fabricante. A TCTP foi clonada em pDEST32 (Invitrogen) e as proteinas do PepYMV em
pDEST22 (Invitrogen), gerando as construcbes pDEST32-TCTP, pDEST22-P1,
pDEST22-HC-Pro, pDEST22-P3, pDEST22-6K1, pDEST22-Cl, pDEST22-6K2,
pDEST22-Nla, pDEST22-NIb, pDEST22-CP e pDEST22-Pipo. O controle positivo,
pDEST32-NIG foi gentilmente cedido pela Profa. Dra Elizabeth Fontes - Laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas/BIOAGRO/UFV. A proteina NIG foi utilizada como
controle positivo, devido a sua capacidade de transativar o promotor reconhecido por Gal4
independente da ocorréncia de interacao.

As construcdes pDEST32-TCTP, pDEST-NIG e pDEST32 foram transformadas
em Saccharomyces cerevisiae, estirpe AH109 (MATa, Trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52,
his3-200, gal4_, LYS2::GAL1 UAS-GAL1ITATAHIS3, MEL1GAL2UAS-
GALTATA::MELUAS-MEL1TATA-lacZ) usando o método do acetato de litio (Geitz &
Woods, 1993).

Os transformantes foram selecionados em meio SD sem leucina e o0s
transformantes para pDEST32-TCTP foram confirmados por PCR. Leveduras
transformadas com pDEST-32-TCTP foram co-transformadas com as construgdes
pDEST22, pDEST22-P1, pDEST22-HC-Pro, pDEST22-P3, pDEST22-6K1, pDEST22-Cl,
pDEST22-6K2, pDEST22-Nla, pDEST22-NIb, pDEST22-CP e pDEST22-Pipo.
Leveduras transformadas com pDEST32 e com pDEST32-NIG foram transformadas
somente com pDEST22 e utilizadas como controles negativo e positivo, respectivamente.
Os co-transformantes foram selecionados em meio SD sem leucina e triptofano, e
confirmados por PCR utilizando primers especificos descritos por Cascardo (2011).
InteracOes entre proteinas virais e a TCTP foram analisadas pelo crescimento em meio SD

sem leucina, triptofano e histidina.
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3.8. Identificagdo in vitro de proteinas que interagem com a TCTP durante a infec¢ao.

Para expressdo in vitro da TCTP de tomate, foi utilizado o plasmideo pRSET-
TCTP, que contém a sequéncia codificadora da TCTP fusionada a uma cauda de histidina
(Alfenas-Zerbini, dados ndo publicados). O clone pRSET-TCTP foi utilizado para
expressar a TCTP fusionada a uma cauda de histidina em E. coli BL21::DE3. A proteina
foi extraida em tampao de ressuspensdo (fosfato de s6dio 50 mM pH8,0, NaCl 300 mM,
EDTA 0,5 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, Tween 20 0,1% e glicerol 10%) por sonicac¢des
sucessivas. A suspensdo foi centrifugada por 30 minutos a 30.000g e o sobrenadante foi
utilizado para a purificacdo. A TCTP foi purificada por meio da ligacdo da cauda de
histidina com a resina Ni'NTA (Qiagen), seguindo as instruges do fabricante. Apds a
purificacdo, a proteina foi dialisada em tampéo renaturante (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl
100 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10%, DTT 1mM e PSMF 1mM) e adicionada novamente
a uma coluna de cromatografia carregada com resina Ni"NTA. Um grama de folhas de N.
benthamiana foi macerado em nitrogénio liquido e as proteinas totais foram extraidas com
10 ml do tampéo de extragdo descrito por Rohila et al (2004), porém sem IGEPAL (Tris—
HCI 20 mM, pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 2,5 mM, benzamidina 2 mM, pB-
mercaptoetanol 10 mM, NaF 20 mM, fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF) 1mM, coquetel
de protease (Sigma) 1%, leupeptina (Sigma) 10uM e 3,4-dichloroisocoumarina (Sigma) 10
uM). O extrato foi adicionado a uma coluna carregada previamente com a TCTP-His
ligada a resina Ni*NTA, para a ligacdo de proteinas da planta que possivelmente interajam
com a TCTP. Apos lavagens com tampdo Na,HCO3; 0,1 M pH 9,0, os complexos proteicos
foram eluidos com 3mL de imidazol 250mM em Na,HCO3; 0,1M pH9,0, recolhendo-se
aliquotas de 0,5 mL. A presenca de proteinas nas diferentes fracdes foi verificada por
eletroforese em gel SDS PAGE 12%. As fragOes que apresentaram alta concentracdo de
proteinas foram misturadas e precipitadas com 0,1% de &cido tricloroacético (TCA). Este
procedimento foi realizado para dois extratos, um de planta sadia e outro de planta
infectada com PepYMV, 10 dias ap6s a inoculagdo viral.

Extratos de N. benthamiana infectadas e ndo infectadas foram analisados também
72 horas apos a inoculacdo viral. Para estes extratos, o procedimento de purificacdo de
proteinas por afinidade com a proteina TCTP in vitro foi realizado como descrito
anteriormente, porem foi adicionado 0,1% de SDS (sodium dodecyl sulfate) aos tampdes
de lavagem e eluicdo. O procedimento foi realizado para dois extratos, um de planta de N.
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benthamiana sadia e outro de planta de N. benthamiana infectada com PepYMV, 72 horas
apos a inoculacdo viral. Apds a eluicdo, a presenca de proteinas nas diferentes fragcGes do
eluato foi verificada por SDS PAGE. As fracOes que apresentaram alta concentracdo de
proteinas foram misturadas, precipitadas com 0,1% de &cido tricloroacético (TCA),
lavadas com acetona 100% e centrifugadas por 20 minutos a 30.000g. O precipitado foi
novamente lavado com acetona 80%, centrifugado por 20 minutos a 30.000g e
resuspendidos em acetonitrila 50%. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel
SDS PAGE 12%. As bandas nitidamente observadas foram excisadas do gel e descoradas

com sucessivas lavagens em acetonitrila 50% e bicarbonato de aménio 25 mM, pH 8,8.

3.9. Identificacdo in vivo de proteinas que interagem com a TCTP durante a infeccéo

Uma suspensdo de A. tumefaciens GV3101 transformada com pNTAPI-TCTP
(Cascardo, 2011) foi agroinfiltrada em folhas de N. benthamiana com aproximadamente 2
meses apOs a germinacdo, para expressao transiente da proteina etiquetada, conforme
descrito no item 3.4. Apos a agroinfiltracdo, metade das plantas foram mecanicamente
inoculadas com o PepYMV e ap06s 48 horas as folhas agroinfiltradas foram coletadas,
cortadas em pequenos pedacos e utilizadas para o ligacdo cruzada das proteinas, conforme
descrito por Rohila et al. (2004). As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
estocadas a -80°C.

Os complexos proteicos foram extraidos e purificados como descrito por Rohila et
al. (2006), com pequenas modificaces. Sessenta gramas de folhas de N. benthamiana
foram maceradas em nitrogénio liquido e as proteinas totais extraidas com 180 ml do
tampdo de extracdo de proteinas (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, IGEPAL
(Sigma) 0,1%, EDTA 2,5 mM, benzamidina 2 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, NaF 20
mM, PMSF 1mM, coquetel de protease 1%, leupeptina 10uM e 3,4-dichloroisocoumarina
10 uM). Os extratos foram filtrados em 3 camadas de gaze e centrifugados duas vezes a
30000 g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi misturado com 160 ul da resina 1gG
Sepharose ™ Fast Flow beads (GE Healthcare) e a mistura foi incubada a 4°C por 2 horas
sob agitacdo lenta. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 200 g por 3 minutos.
O sobrenadante foi descartado e as esferas precipitadas foram lavadas com 30 ml de
tampé&o de extracdo sem os inibidores de protease. As esferas lavadas foram carregadas em
coluna de cromatografia poly-prep (Bio-Rad) e lavadas com 10 ml do tampdo de clivagem
de TEV (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, IGEPAL 0,1%, EDTA 0,5 mM e DTT
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1 mM). As proteinas etiquetadas foram clivadas com 150 ul do tampé&o de clivagem do
TEV contendo 150 U da protease AcCTEV (Invitrogen) e 1 uM do inibidor de protease E-
64 durante 1 ha 16°C. A concentragéo final de CaCl; presente no eluato foi ajustada para 2
MM e em seguida ele foi diluido em 3 volumes tampao de ligacdo a calmodulina (B-
mercaptoetanol 10 mM; Tris—HCI 10 mM pH8.0; NaCl 150 mM; acetato de magnésio 1
mM; imidazol 1 mM; CaCl, 2mM e 0.1% IGEPAL) e incubado com 100 ul de Calmodulin
Sepharose ™ 4B beads (GE Healthcare) por uma hora a 4°C sob agitacio lenta. As esferas
foram carregadas em uma nova coluna de cromatografia poly-prep (BioRad) e lavadas
com 30 ml de tampéo de ligacdo a calmodulina sem IGEPAL. Os complexos proteicos
foram eluidos em tampdo de eluicdo (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCL 150 mM, B-
mercaptoetanol 10 mM, acetato de magnésio 1 mM, imidazol 1 mM e EGTA 2 mM). Este
procedimento foi realizado para dois extratos expressando a TCTP etiquetada, um com

folhas infectadas e outro com folhas ndo infectadas.

3.10. Espectrometria de massa

Apos a excisdo do gel e descoloracdo das bandas, as amostras purificadas in vitro
72 hpvi foram submetidas a eletroforese SDS PAGE 12%. As bandas excisadas do gel e
previamente descoradas foram tripsinizadas conforme descrito por Shevchenko, Tomas et
al. (2006), utilizando a enzima Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade (Promega). As
demais amostras purificadas in vivo e in vitro (10 dpvi) foram precipitadas com 0,1% de
TCA, lavadas com acetona 100% e centrifugadas por 20 minutos a 30.000 g. O precipitado
foi novamente lavado com acetona 80% e centrifugado por 20 minutos a 30.000 g.
Posteriormente, as proteinas precipitadas foram secas em Speed Vac (Eppendorf) e
clivadas com 1 ug de Tripsina conforme o protocolo de digestdo em solugdo descrito por
Kinter and Sherman (2000). Ap6s digestdo por 12 horas, as amostras foram secas em
Speed Vac e analisadas por espectrometria de massa acoplada a HPLC (nanoAcquity),
utilizando o espectrometro lon-Trap Amazon (Bruker).

Os peptideos identificados por espectrometria de massas foram analisados
utilizando o programa MASCOT MS/MS lons Search, disponivel em
http://www.matrixscience.com. Foram utilizados o banco de dados de plantas superiores
(Viridiplantae) e o de virus do NCBI (NCBInr 20120714) . Foram considerados como
presentes nas amostras os peptideos nos quais os fragmentos preditos correspondentes a

todos os aminoacidos da sequéncia do peptideo foram identificados. A identificacdo das
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caracteristicas funcionais e possiveis funcGes das proteinas foram baseadas em resultados
de Blastp e identificacdo de dominios conservados pelo banco de dados CDD (Conserved

Domains Database), disponiveis em http://www.ncbi.nIm.nih.gov.
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4. RESULTADOS

4.1. A reducdo na expressdo de TCTP leva a um menor acumulo viral nos estagios
iniciais da infecgéo.

Para analisar o efeito do silenciamento do gene TCTP no processo de infeccéo
viral, plantas de N. benthamiana tiveram a expresséo de TCTP silenciada por VIGS (Virus
Induced Gene Silence) (TRV-TCTP). Como controle negativo, um grupo plantas foi
submetido a agroinfiltragdo com uma construcdo para silenciamento de GFP (TRV-GFP).
Em um segundo grupo, a agroinfiltracdo foi realizada somente com A. tumefaciens C58C1
e em um terceiro grupo as plantas ndo foram agroinfiltradas. Como controle positivo do
silenciamento um grupo de plantas foi submetido a agroinfiltracdo para silenciar a
expressao do gene PDS (TRV-PDS).

As plantas agroinfiltradas com TRV-PDS foram utilizadas como marcador
fenotipico do silenciamento pela observacdo do fendtipo de foto-oxidacdo decorrente do
silenciamento do gene PDS. O silenciamento se iniciou entre 8 e 10 dias apés a
agroinfiltracdo, e foi observado em todas as plantas agroinfiltradas com TRV-PDS.
Quatorze dias ap6s a agroinfiltracdo, o silenciamento se apresentou bem estabelecido em
todas as plantas TRV-PDS (Figura 1) e, com base no silenciamento de PDS, se assumiu
que o silenciamento de TCTP nas plantas TRV-TCTP também estava ocorrendo. Todas as
plantas agroinfiltradas apresentaram uma pequena reducdo de tamanho em relagcdo as
plantas ndo agroinfiltradas. Entre plantas C58C1, TRV-GFP e TRV-TCTP, nédo foi
observada nenhuma diferenca fenotipica em decorréncia do silenciamento de TCTP ou da
infeccdo pelo TRV (Figura 1).

Discos de folha de aproximadamente 1,5 cm foram coletados de folhas jovens 14
dias apds a agroinfiltracdo, para quantificacdo relativa dos niveis de TCTP antes da
inoculacdo com PepYMV (0 hpvi). Inicialmente, a expressdao de TCTP foi analisada nos
controles, e foi observada uma reducdo de aproximadamente 50% na expressao de TCTP
tanto nas plantas TRV-GFP quanto nas C58C1, em relacédo as plantas ndo agroinfiltradas
(NA) (dados ndo mostrados). Plantas TRV-GFP foram escolhidas como controle para as
proximas analises devido a presenca tanto da bactéria quanto do vetor viral neste controle.

Todas as plantas agroinfiltradas com TRV-TCTP apresentaram uma reducdo média
na expressdo de TCTP para 0,15 em relacdo ao controle TRV-GFP, que apresentou a

expressao de 1,05 (Figura 2), mostrando que a inducéo do silenciamento foi eficiente.
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TRV-GFP

TRV-PDS TRV-TCTP

Figura 1: Fendtipo das plantas silenciadas duas semanas apds a agroinfiltragdo. NA, plantas ndo
agroinfiltradas; C58C1, plantas infiltradas com A. tumefaciens, estirpe C58C1; TRV-
GFP, plantas infiltradas com A. tumefaciens, estirpe C58C1, contendo o TRV- RNAL e
0 TRV-RNA2 contendo um fragmento do gene GFP; TRV-PDS, plantas infiltradas
com A. tumefaciens, estirpe C58C1, contendo o0 TRV- RNAL e o TRV-RNA2 contendo
um fragmento do gene PDS; TRV-TCTP, plantas infiltradas com A. tumefaciens, estirpe
C58C1, contendo o TRV- RNAL1 e 0 TRV-RNA2 contendo um fragmento do gene
TCTP
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Figura 2: Expresséo relativa de TCTP em plantas silenciadas duas semanas apds a agroinfiltrag&o,
antes da incoculacdo com PepYMV. TRV-GFP — Média da expressao de TCTP em seis
plantas TRV-GFP. TRV-TCTP — Média da expressdo de TCTP de 10 plantas TRV-TCTP.
As barras de erro correspondem ao desvio padrao.

Para analisar o efeito do silenciamento de TCTP nos estagios iniciais da infeccao
pelo PepYMV, discos foliares de cerca de 1,5 cm, adjacentes as regifes das folhas onde
foram coletados os discos para a avaliacdo do silenciamento antes da inoculacdo com o
PepYMV (0 hpvi), foram coletados 72 horas apds a inoculacdo viral (72 hpvi). Os discos
coletados 72 hpvi foram utilizados para quantificar a expressdo de TCTP e o acimulo de
PepYMV. O silenciamento de TCTP ndo foi alterado nas plantas inoculadas, apresentando
os niveis de 0,12 tanto em folhas infectadas (TRV-TCTP I) como em folhas ndo infectadas
(TRV-TCTP NI) (Figura 3A), permitindo a analise do efeito da reducdo de TCTP no
acumulo viral no inicio da infeccdo. A expressdao de TCTP em plantas TRV-TCTP foi
induzida em plantas infectadas (TRV-GFP 1) apresentando um valor de 1,85, quase duas
vezes a expressdo de 1,003, encontrada nas plantas TRV-GFP nédo infectadas (TRV-GFP
NI) (Figura 3A). Estes resultados mostram que a expressdo de TCTP é induzida pela
infeccdo do PepYMV, corroborando os resultados observados por Alfenas-Zerbini et al.,
(2009).

O acumulo viral foi determinado por qRT-PCR, usando o método de quantificacdo
absoluta. A carga viral foi de 27311 copias do genoma viral em plantas nédo silenciadas
(TRV-GFP) e de 15006 cépias do genoma viral em plantas silenciadas (TRV-TCTP) em
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400 ng de cDNA. O acumulo do PepYMV foi menor nas plantas silenciadas para TCTP do
que nas plantas controle (figura 3B). Estes resultados corroboram os obtidos por Cascardo
(2011) utilizando uma linhagem transgénica de tomate silenciada para TCTP e sugerem
gue o aumento nos niveis de TCTP durante a infecgdo viral contribui para seu
estabelecimento, uma vez que a sua reducdo leva a diminuicdo do acumulo viral nas

plantas silenciadas.

>
w

Expressdo relativa de TCTP Actmulo de PepYMV

I

TRV-GFPI  TRV-GFP NI TRV-TCTPI TRV-TCTP NI

35000

]
(%))

30000 T

M

25000 -

[
(%3]

20000 -

15000

[y

PepYMV

10000

k=4
n

plantas TRV-GI'P NI

5000

(=]

Expressiio de TCTP emrclagio a

TRV-GFP | TRV-TCTP |

Nimero de copias do genoma viral do

Figura 3: Efeito do silenciamento de TCTP em folhas inoculadas. A) Expressao de TCTP 72hpvi.
TRV-TCTP I, média da expressdo de TCTP de sete plantas TRV-TCTP inoculadas com
PepYMV; TRV-TCTP NI, média da expressdo de TCTP de trés plantas TRV-TCTP ndo
inoculadas com PepYMV; TRV-GFP |, média da expressdo de TCTP de trés plantas
TRV-GFP inoculadas com PepYMV; TRV-GFP NI, média da expressdao de TCTP de
trés plantas TRV-GFP ndo inoculadas com PepYMV. B) Acimulo de PepYMV 72hpvi.
TRV-GFP, média da carga viral de trés plantas TRV-GFP inoculadas com PepYMV;
TRV-TCTP, média da carga viral de sete plantas TRV-TCTP inoculadas com PepYMV.
As barras de erro correspondem ao desvio padréo.

Plantas sistemicamente infectadas foram analisadas 14 dias apds a inoculacéo viral
(dpvi). Todas as plantas inoculadas desenvolveram sintomas tipicos da infec¢do pelo
PepYMV (figura 4) e a infeccdo foi detectada por ELISA indireto em todas as plantas
inoculadas (dados ndo mostrados), mostrando que apesar do silenciamento inicial, a

reducdo de TCTP ndo foi capaz de impedir a infeccdo sistémica.
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TRV-GFP

Figura 4: Sintomas da infecgdo por PepYMV em plantas sistemicamente infectadas 14 dpvi. NA,
plantas ndo agroinfiltradas; C58C1, plantas infiltradas com A. tumefaciens, estirpe
C58C1; TRV-GFP, plantas infiltradas com A. tumefaciens, estirpe C58CL1, contendo o
TRV- RNA 1 e 0 TRV-RNA2 contendo um fragemnto do gene GFP; TRV-PDS,
plantas infiltradas com A. tumefaciens, estirpe C58C1, contendo 0 TRV- RNA 1 e o
TRV-RNA2 contendo um fragemnto do gene PDS; TRV-TCTP, plantas infiltradas com
A. tumefaciens, estirpe C58C1, contendo o TRV- RNA 1 e o TRV-RNAZ2 contendo um
fragemnto do gene TCTP

Folhas jovens das plantas silenciadas e das plantas controle foram coletadas 14
dpvi e utilizadas para quantificagdo do silenciamento de TCTP e da carga viral. O
silenciamento de TCTP foi alterado em plantas infectadas (TRV-TCTP I) aumentando para
1,17, valor semelhante ao valor de 1,05 obtido nas plantas TRV-GFP NI. Nas plantas
TRV-GFP infectadas houve um aumento na expressao de TCTP para 3,49, mostrando que
TCTP permanece induzida na infeccdo sistémica. Plantas TRV-TCTP ndo infectadas
apresentaram 0s niveis de silenciamento de 0,14, semelhante ao observado para estas
plantas a 72 hpvi, mostrando que a supressdo do silenciamento ocorre devido a presenga
do PepYMV.
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Figura 5: Efeito do silenciamento de TCTP em folhas infectadas sistemicamente. A) Expressdo de
TCTP 14 dpvi. TRV-TCTP | — média da expressdo de TCTP de sete plantas TRV-
TCTP inoculadas com PepYMV. TRV-TCTP NI - média da expressdode  TCTP de
trés plantas TRV-TCTP ndo inoculadas com PepYMV. TRV-GFP | - média da
expressao de TCTP de trés plantas TRV-GFP inoculadas com PepYMV. TRV-GFP NI
- média da expressdo de TCTP de trés plantas TRV-GFP ndo inoculadas com
PepYMV. B) Acumulo de PepYMV 14dpvi. TRV-GFP — média da carga viral de trés
plantas TRV-GFP inoculadas com PepYMV. TRV-TCTP — média da carga viral de
sete plantas TRV-TCTP inoculadas com PepYMV. As barras de erro correspondem ao
desvio padréo.

A diminuicdo dos niveis de silenciamento observada a 14 dpvi pode ser o resultado
de um aumento na expressao de TCTP induzido pela infec¢do viral, ou ainda é possivel
gue com o estabelecimento da infeccdo, a HC-Pro, supressora de silenciamento do
PepYMYV esteja suprimindo o silenciamento de ambos os virus e portanto suprimindo o
silenciamento da TCTP induzido pelo TRV.

Para testar se esta reversdo do silenciamento se da pela acdo da HC-Pro, o acimulo
de TRV foi quantificado pelo método AACt em plantas infectadas e ndo infectadas pelo
PepYMV. Tanto nas plantas TRV-GFP quanto nas plantas TRV-TCTP foi observado um
aumento de 8 a 10 vezes no acumulo de TRV nas plantas infectadas pelo PepYMV em
relacdo as ndo infectadas (Figura 6). O mesmo aumento no acumulo do TRV foi
observado em ambos os tratamentos. Os niveis de TCTP foram 12,25 em plantas TRV-
GFP inoculadas com PepYMV; 1,17 em plantas TRV-GFP ndo inoculadas com PepYMV;
13,19 em plantas TRV-TCTP inoculadas com PepYMV e 1,63 em plantas TRV-TCTP nao
inoculadas com PepYMV. O aumento de TRV foi estatisticamente igual nos dois
tratamentos, mostrando que a presenca do PepYMV leva a um aumento no acimulo de

TRV, provavelmente pela supressao de seu silenciamento.
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O acumulo de PepYMV também foi analisado nestas amostras e os valores obtidos
foram de 3624916 cdpias virais em plantas TRV-GFP inoculadas com PepYMV e de
3632638 copias virais em plantas TRV-TCTP, inoculadas com PepYMYV, mostrando ndo
haver diferenca no acimulo viral entre estes dois tratamentos, uma vez que as plantas

TRV-TCTP néo estavam mais silenciadas para TCTP.
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Acumulo de TRV relativo & plantas

Figura 6: Acumulo relativo de TRV em plantas infectadas e ndo infectadas 14 dpvi. TRV-GFP | -
média do acimulo de TRV em trés plantas TRV-GFP inoculadas com PepYMV. TRV-
GFP NI - média do acimulo de TRV em trés plantas TRV-GFP ndo inoculadas com
PepYMV. TRV-TCTP | — média do acimulo de TRV em sete plantas TRV-TCTP
inoculadas com PepYMV. TRV-TCTP NI - média do acimulo de TRV em sete plantas
TRV-TCTP ndo inoculadas com PepYMV. As barras de erro correspondem ao desvio
padréo.

4.2. A expressao transiente de P3 e CP induz a expressdo de TCTP, enquanto a NIb
reduz sua expressao em N. benthamiana

Para compreender melhor os mecanismos que induzem a expressao de TCTP
durante a infecgdo viral, as regides codificadoras correspondente a cada uma das proteinas
do PepYMV foram clonadas separadamente no vetor de expressio pK7WG2 e
agroinfiltradas em folhas de N. benthamiana. As folhas agroinfiltradas foram coletadas 72
horas ap0s a agroinfiltracdo e a presenca de mRNA correspondente a cada proteina viral
foi confirmada por RT-PCR. Foi possivel expressar todas as proteinas virais nas folhas de

N. benthamiana, com excecdo da proteina Cl. Amostras nas quais a expressdo das
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proteinas foram confirmadas foram utilizadas para quantificacdo da expressdo de TCTP
por qRT-PCR. Para cada amostra, uma folha de tamanho e idade similar foi coletada antes
da agroinfiltracdo e utilizada como controle para neutralizar o efeito de variagdes de
expressao inerentes a cada planta.

Plantas agroinfiltradas com vetor vazio (GV3101) apresentaram uma reducdo de
cerca de 50% na expressao de TCTP em relacdo a plantas ndo agroinfiltradas (NA) (Figura
7 e Tabela 1). Dessa forma, plantas agroinfiltradas apenas com o pK7WG2 foram
utilizadas como controles para a analise da expressdo de TCTP em plantas expressando as
proteinas virais. A expressdo transiente da maioria das proteinas virais ndo alterou a
expressdo de TCTP em relagdo a GV3101. Os valores encontrados durante a expresséo de
cada proteina, relativo as folhas coletadas antes da agroinfiltracdo, foram 0,415 para a P1,
0,410 para a HC-Pro, 0,718 para a P3, 0,312 para a 6K1, 0,488 para a 6K2, 0,532 para a
Nla, 0,289 para a Nlb, 0,662 para a CP e 0,616 para a Pipo. Plantas agroinfiltradas com
GV3101 tiveram uma expressao de 0,429. As plantas NA tiveram a expressédo de 0,869 e
as inoculadas com PepYMV, de 1,468. Apenas as proteinas P3 e CP foram capazes de
induzir a expressdo da TCTP, em relacdo ao controle agroinfiltrado com GV3101. A
proteina NIb reduziu a expressdo de TCTP. A expressdo da P3 e da CP levaram a uma
expressao de 1,67 e 1,54 vezes a expressdao de TCTP no controle, respectivamente (Tabela
1). Este aumento é equiparavel ao que ocorre em plantas ndo agroinfiltradas quando
inoculadas com o virus, no qual se observou uma expressao de 1,68 vezes a expressao na
planta sadia. A expressdo de Nlb levou a reducéo da expressdo de TCTP para 0,67 vezes a

expressao no controle.
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Figura 7: Expressdao de TCTP em plantas expressando transientemente proteinas do
PepYMV, relativa a expressdo nas mesmas plantas antes da agroinfiltracéo.
Cada amostra corresponde a trés plantas. As barras de erro correspondem ao
desvio padréo.

Tabela 1: Expressdo de TCTP em relacdo ao controle agroinfiltrado com GV3101. Os
valores foram calculados pela razdo entre o valor absoluto de expressdo em
cada tratamento e o valor absoluto de expressao no controle. A expressdo em
plantas infectadas com PepYMYV é relativa a plantas NA.

PepYMV* P1 HC-Pro P3 6K1 6K2 Nla NIb CP Pipo

Expressdo 1,688 + 0,966+ 0,955 =+ 1,674 0,728+ 1,137+ 1240+ 0,674+ 1543+ 1436%
de TCTP 0,176 0,155 0,134 +0,319 0,207 0,0689 0,393 0,130 0,372 0,471

* Expressao relativa a plantas NA.

4.3. A TCTP néo interage diretamente com proteinas isoladas do PepYMV

A ocorréncia de interacOes diretas entre a TCTP e as proteinas virais foi verificada
por um ensaio de duplo-hibrido. A sequéncia codificadora da TCTP foi clonada no vetor
pDEST32 e cada proteina viral foi clonada no vetor pDEST22. Leveduras AH109 foram
inicialmente transformadas com pDEST32, pDEST32-NIG e pDEST32-TCTP. A
transformacdo do pDEST32-TCTP foi confirmada por PCR. Leveduras inicialmente
transformadas com PDEST32 ou pDEST32-NIG foram transformadas com pDEST22 e
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leveduras transformadas com pDEST32-TCTP foram co-transformadas separadamente
com cada uma das proteinas virais clonadas em pDEST22 e também com o pDEST22
vazio. A ocorréncia de interacdo foi analisada pelo crescimento em meio sem histidina, no
qual apenas o controle positivo, transformado com pDEST22 e pDEST32-NIG cresceu,
mostrando a ndo ocorréncia de interacdo direta entre a TCTP e proteinas virais

separadamente (Figura 8).

Figura 8: A TCTP ndo interagiu com proteinas virais pelo ensaio de duplo-hibrido. O crescimento
em meio com histidina (His +) mostra a viabilidade de todas as culturas utilizadas. Em
meio sem histidina (His -) apenas o crescimento do controle positivo NIG foi
observado.

4.4. Identificacdo in vitro de proteinas que interagem com a TCTP durante a infecgédo

O procedimento de purificacdo por afinidade com a proteina TCTP in vitro foi
realizado de duas maneiras: com adi¢do de SDS nos tampdes e purificacdo de bandas de
gel, utilizando plantas sadias e infectadas a 72 hpvi ou sem adi¢cdo de SDS nos tampdes,
seguido da analise do eluato completo de amostras de plantas sadias e infectadas com
PepYMV 10 dpvi.

A identificacdo de proteinas presentes nas amostras de plantas sadias e infectadas
com PepYMV 10 dpvi por espectrometria de massas nao foi possivel devido a uma alta
concentracdo de sais nas amostras, que mascaram 0s picos gerados pelos peptideos,
tornando impossivel identifica-los. Para solucionar este problema, as amostras deverao ser
dessalinisadas em uma coluna de troca i0nica e analisadas novamente.

As amostras obtidas a partir de extratos de planta sadia e planta infectada a 72 hpvi
foram analisadas por espectrometria de massas e a identificagdo de peptideos foi realizada.
Nestas amostras, as ultimas lavagens foram feitas com 0,1% de SDS, o que impossibilita a
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passagem do eluato na coluna de cromatografia e posterior analise no espectrémetro
devido a presenca do detergente. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida sob condigdes desnaturantes e posteriormente purificadas. Para cada
amostra, foi observada uma grande quantidade de proteinas, com nove bandas bem
definidas e um arraste ao fundo (Figura 9). Bandas nas mesmas posic¢6es foram observadas
em ambas as amostras. A intensidade entre cada uma delas, no entanto, foi diferente e cada
banda pode conter uma mistura de proteinas de massa semelhante. As bandas foram
cortadas do gel, descoradas com 50% de acetonitrila em bicarbonato de aménio 25 pH 8,8
mM e tripsinizadas conforme descrito por Shevechenco et. al (2006). Estas lavagens sao

responsaveis pela retirada do SDS das amostras, que ficam retidas na matriz do gel.
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Figura 9: Gel SDS-PAGE utilizado para a excisdo de bandas. As bandas cortadas estdo
indicadas pelas setas na lateral direita da figura. Como marcador de peso molecular foi
utilizado o Protein ladder (10-250 kDa) (BlOLabs).

Os peptideos gerados por espectrometria de massas foram analizados in silico
utilizando-se o programa MASCOT MS/MS lons Search. Foram identificadas sequéncias
similares a 30 sequéncias diferentes depositadas no GenBank. Algumas destas sequéncias
estdo descritas como pertencentes a proteinas desconhecidas. Dentre as proteinas

identificadas, algumas correspondem a proteinas muito similares, com 0s mesmos
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dominios funcionais. E possivel que os peptideos que levaram a identificacdo de proteinas
muito similares sejam pertencentes a uma mesma proteina de N. benthamiana ainda nédo
descrita. Vinte e trés proteinas foram observadas tanto nas amostras sadias quanto nas
infectadas, cinco foram observadas apenas nas infectadas e duas apenas nas sadias.
Nenhuma proteina do PepYMYV foi identificada pelas analises de acordo com os critérios
utilizados. As proteinas identificadas tanto na amostra de planta sadia quanto na de planta
infectada estdo listadas na Tabela 2 e as proteinas presentes somente em plantas sadias ou
infectadas pelo PepYMV estdo listadas na Tabela 3. As proteinas estdo nomeadas
conforme a descricdo encontrada no GenBank para cada nimero de acesso identificado. As
possiveis caracteristicas funcionais baseiam-se em resultados de Blastp e identificacdo de
dominios conservados pelo banco de dados CDD (Conserved Domains Database).
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Tabela 2: Proteinas identificadas nas amostras de planta sadia e nas amostras de planta
infectada 72 hpvi. A descri¢do da proteina, nimero de acesso e organismo correspondem
as informacGes fornecidas pelo GenBank. As caracteristicas funcionais baseiam-se em
resultados de Blastp e identificacdo de dominios conservados pelo banco de dados CDD
(Conserved Domains Database).

Descricdo da proteina N° de acesso Organismo Caracteristicas funcionais
(GenBank).

Ribosomal protein S16 NP_054479 N. benthamiana Proteina da subunidade menor
do ribossomo

PR-10 type pathogenesis- BAJ25783 N. tabacum Provavelmente  possui um

related protein dominio de ligacdo a
esterdides e acdo de RNAse

Chain A, Rational 2J5C_A Salvia fruticosa Pertence a familia das terpeno-

Conversion Of substrate ciclases, envolvidas na

And Product Specificity In biossintese de isoprendides.

A Monoterpene Synthase

6,7-dimethyl-8- AAD44809 N. tabacum Proteina envolvida na

ribityllumazine  synthase biossintese de riboflavinas

precursor, partial

PREDICTED: COBW XP_003536775  Glycine max, Contém o dominio CobW-like

domain-containing protein homélogo ao envolvido na

2-like isoform 1. biossintese de cobalamina, de
funcdo  desconhecida em
plantas

Predicted protein XP_002327406  Populus Contém o dominio CobW-like

Predicted protein

Dopamine-responsive
protein

predicted protein

BAKO01972

AAP45170

XP_002503617

trichocarpa,

Hordeum vulgare

Solanum
bulbocastanum

Micromonas sp.

homologo ao envolvido na
biossintese de cobalamina, de
fungdo  desconhecida em
plantas

Contém o dominio CobW-like
homoélogo ao envolvido na
biossintese de cobalamina, de
funcdo  desconhecida em
plantas

Contém o dominio CobW-like
homoélogo ao envolvido na
biossintese de cobalamina, de
funcdo  desconhecida em
plantas

Contém o dominio CobW-like
homologo ao envolvido na
biossintese de cobalamina, de
funcdo  desconhecida em
plantas
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Tabela 2 (continuagao)

Descricdo da proteina N° de acesso Organismo Caracteristicas funcionais
(GenBank).

N-Acetyl-transferase ACF74357 Arachis hypogaea N-acetiltransferase

Putative vacuolar proton AAF91469 S. lycopersicus Pertence a superfamilia do

ATPase subunit E, partial dominio Fo da ATP sintase.

Urease accessory protein CAC33001 Solanum Pertencente a superfamilia das

G tuberosum NTPases,

Putative pyruvate ACF17670 Capsicum Subunidade E da enzima

dehydrogenase E1 beta annuum piruvato desidrogenase

subunit.

Unknown ABK?20905 Picea sitchensis Provavel sorbitol

Sorbitol related enzyme.

Hypothetical protein
SELMODRAFT_142417

Abscisic  stress
protein

ripening

Phosphoenolpyruvate

carboxykinase

Hypothetical protein

VITISV_007074

L-ascorbate oxidase

Hop-interacting
THI113

protein

Unnamed protein product,

partial

Catalase, partial

NP_001234092
XP_002964498

AAAB6052

NP_001234079

CANG7081

Q40588

AEW69813

CBI24384

AAR14052

S. lycopersicum

Selaginella
moellendorffii

Solanum
chacoense

S. lycopersicum

Vitis vinifera

N. tabacum

S. lycopersicum

Vitis vinifera

Solanum
tuberosum

desidrogenase

Sorbitol desidrogenase

Aspartato cinase, envolvida na
biossintese de aminoacidos

Proteina induzida por ABA,
estresse hidrico e
amadurecimento de frutos

Fosfoenolpiruvato
carboxiquinase

Proteina PCBP-like. Contém o
dominio KH de ligacdo a
sSRNA ou ssDNA. Estdo
relacionadas & estabilizagdo de
MRNA, ativagéo e
silenciamento da traducéo

Precursor da  L-ascorbato

oxidase

Proteina com o dominio Ricin-
B-lecitin

Possui um dominio de ligacéo
a RNA RNP, presente em
proteinas  envolvidas  no
processamento pos-
transcricional, estabilidade e
exportacdo de RNA

Catalase
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Tabela 3: Proteinas encontradas em amostras de plantas infectadas pelo PepYMV 72hpvi
ou em plantas sadias. A descricdo da proteina, nimero de acesso e organismo
correspondem as informacdes fornecidas pelo GenBank. As caracteristicas funcionais
baseiam-se em resultados de Blastp e identificacdo de dominios conservados pelo banco de
dados CDD (Conserved Domains Database).

Proteinas identificadas N° de acesso Organismo Caracteristicas
(GenBank) funcionais

Proteinas na planta infectada

Osmotin-like protein NP_001234714  S. lycopersicum Taumatina, Proteina

precursor relacionada a
patogénese tipo 5

Chloroplast carbonic AAY17069 N. benthamiana Anidrase carb0nica

anhydrase

pistil-specific extensin-  ADWG66159 Solanum nigrum Extensina especifica

like protein de pistilos

Putative pectate lyase, AAB69762 A. thaliana Pectato liase

partial

hypothetical protein CAN77320 Vitis vinifera Transportador do tipo

VITISV_009891 ABC

Proteinas na planta Sadia

Peroxidase, putative ABD65151 Brasica oleraceae Peroxidase

Hypothetical protein AAD55482 A. thaliana Possivel transposase

4.5. ldentificacdo in vivo de proteinas que interagem com a TCTP durante a infeccao.

Proteinas de plantas de N. benthamiana sadias e infectadas com PepYMV 72 hpvi,
expressando a TCTP fusionada a etiqueta TAP foram extraidas e purificadas pela técnica
de purificacdo em tandem descrita por Rohila, Chen et al. (2004). As proteinas foram
tripsinizadas e analisadas por espectrometria de massas. AsSim cOmo nas amostras
purificadas in vitro que foram diretamente tripsinizadas, uma concentracao elevada de sal
foi observada como contaminante nas amostras, impossibilitando a identificacdo de
peptideos presentes nela. A dessalinizagdo deverd ser realizada por cromatografia de troca

idnica e as amostras serdo novamente analisadas.
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5. DISCUSSAO

5.1. Silenciamento génico induzido por virus e suas limitaces na analise de infeccbes
sistémicas por Potyvirus

Neste trabalho, foi demonstrado que o vetor viral TRV foi capaz de induzir o
silenciamento de TCTP de maneira eficiente. O nivel de silenciamento ndo foi alterado 72
hpvi e foi observado um menor acumulo do PepYMV nestas plantas. Em folhas
sistemicamente infectadas, o acumulo viral foi 0 mesmo tanto nas plantas silenciadas como
nos controles. Uma das possiveis explicacdes para este fato poderia ser o envolvimento da
TCTP apenas nos estagios iniciais da infeccdo retardando, porém ndo impedindo, seu
estabelecimento. No entanto, o fato de TCTP permanecer induzida nas folhas
sistemicamente infectadas sugere que ela desempenhe uma funcéo durante toda infeccgéo.
A avaliacdo do silenciamento nestas plantas mostrou uma regressdo do silenciamento,
tornando a expressao de TCTP equiparavel a expressdo nos controles nao infectados. Este
aumento poderia ser provocado pela prépria inducdo da TCTP pela infec¢do. O aumento
no acumulo de mRNA da proteina faria com que o silenciamento induzido pelo TRV ndo
fosse capaz de degradar todo 0 mMRNA de TCTP, levando a um aumento no seu acumulo.
A explicacdo mais provavel é de que a infeccdo pelo PepYMV estd suprimindo o
silenciamento do TRV e consequentemente de TCTP, uma vez que ha um aumento
significativo no acumulo do TRV em plantas infectadas por PepYMV.

O silenciamento génico induzido por virus tem sido usado em uma ampla gama de
trabalhos para andlise funcional de proteinas em diversos processos em plantas. Em
estudos de interacdo planta-patdgeno, esta técnica tem sido usada para o estudo de
proteinas envolvidas na infeccdo por fungos (Vossen, Abd-El-Haliem et al.) bactérias
(Chacravarthy et al., 2010), nematoides (Mao, et al. 2011) e virus (Yang, Zhang et al.,
2009; Komatsu, Hashimoto et al., 2010). Proteinas envolvidas em infec¢bes por virus
pertencentes a diferentes familias ja foram estudados utilizando VIGS. No entanto, na
maioria dos trabalhos, a anélise do silenciamento € feita apenas antes da inoculagéo viral
das plantas. O efeito do silenciamento na infecgdo viral, comumente é avaliado em
infeccdo local ou em um curto periodo de tempo (até 5 dias ap0s a inoculagao viral) e ndo
em infecgbes sistémicas. Considerando que todos os virus sdo alvo do silenciamento

génico e possuem supressoras de silenciamento que possibilitam a infeccdo viral, é
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razoavel supor que a presenca de supressoras em infeccdes bem estabelecidas suprima o
VIGS por TRV.

A proteina 16K, supressora do TRV, é uma supressora fraca (Martin-Hernandez e
Baulcombe, 2008). Sua capacidade de supressdo € influenciada pelas quantidades de
sSRNA e dsRNA utilizados para inducdo do silenciamento, sendo mais eficiente em baixas
concentragdes dos RNAs indutores (Martinez-Priego, Donaire et al., 2008). Foi
demonstrado que a 16K interfere no silenciamento a curta e longa distancia (silenciamento
sistémico), mas ndo afeta a producdo de siRNAs e miRNAs normalmente gerados na
planta. O proprio TRV é alvo do silenciamento, e seu acimulo na planta reduz
drasticamente em N. benthamiana nos primeiros 20 dias ao longo da infeccdo (Donaire,
Barajas et al., 2008). Acredita-se que a eficiéncia do TRV na indugdo de VIGS resulte do
equilibrio entre inducdo e supressao do seu silencimento, mediada pela fraca acdo da 16K
como supressora (Macfarlane, 2010).

Harries et al, (2008) mostraram que, quando presente em altos niveis, a proteina
supressora do TMV, 126K, é capaz de suprimir o silenciamento do gene PDS induzido por
TRV em plantas transgénicas de N. benthamiana e N. tabacum expressando a 126K. Em
contrapartida, o silenciamento em plantas induzido pelo TRV néo foi afetado pela infeccédo
sisttmica pelo geminivirus Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) (Lozano-
Duran et al., 2011). A proteina HC-Pro dos potyvirus é considerada uma supressora forte,
capaz de se ligar a sSiRNAs in vitro e de interferir em sua metilacdo (Ebhardt et al., 2005).
A metilacdo dos siRNAs € necessaria para sua incorporacdo no complexo RISC. O modelo
atual propde que a HC-Pro suprime o silenciamento impedindo a montagem dos siRNAs
no RISC, suprimindo dessa forma o PTGS (Diaz-Pendon e Ding, 2008). A 126K dos
tobamovirus também é capaz de interagir com siRNAs, impedindo sua metilacdo (Vogler
et al.,2007). E provavel que assim como a 126K dos tobamovirus, a HC-Pro seja capaz de
suprimir o silenciamento do TRV, pois ambas interferem na metilacao dos siRNAs. Os
geminivirus de um componente genémico, como o TYLCSV, podem possuir 3 diferentes
supressoras de silenciamento, C2, C4 e V2, que interferem no PTGS e no TGS (Raja et al.,
2010). E provavel que devido a diferencas entre os mecanismos induzidos para suprimir o
silenciamento de virus de DNA, C2, C4 e V2 ndo interferam na supressdao do TRV. A
reversdo do silenciamento de TCTP 14 dias apés a infec¢do viral, juntamente com o
aumento do acumulo de TRV em plantas infectadas sistemicamente, corroboram com essa

hipotese. Estes resultados demonstram a limitacdo da técnica para o estudo de infec¢des
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virais sistémicas, devendo ser testada a capacidade de supressdo de silenciamento para

cada combinacdo entre o vetor viral e o virus em estudo.

5.2. O silenciamento de TCTP reduz o acimulo viral em folhas inoculadas

Embora ndo tenha sido possivel avaliar o efeito do silenciamento na infeccéo
sistémica, foi possivel observar um menor acimulo viral nas folhas inoculadas, 72 horas
apos a inoculacdo. Os niveis de silenciamento atingidos, no entanto, ndo foram capazes de
impedir a infeccdo. E possivel que a TCTP contribua para a infeccdo e sua auséncia
retarde, porém ndo impeca o0 virus de se estabelecer. A manutencdo da inducdo da
expressao de TCTP em folhas sistemicamente infectadas, no entanto, indica que esta
proteina deve exercer alguma funcdo importante também para a infeccdo sistémica.
Cascardo (2011) avaliou o acumulo de PepYMV em uma linhagem transgénica de tomate
silenciada para a TCTP. Neste caso o silenciamento resultou em menor acumulo de virus
em plantas sistemicamente infectadas, indicando um papel da proteina na infeccédo
sisttmica. E possivel que o silenciamento génico em plantas transgénicas seja menos
afetado pela HC-Pro, uma vez que existem diferencas nas proteinas envolvidas no PTGS
induzido por virus ou por dsRNAs expressos na planta. E possivel que inicialmente a
expressdo de TCTP seja induzida como resposta de defesa, uma vez que ela € induzida por
diferentes condi¢cbes de estresse. No entanto, no contexto da infeccdo, ela favorece o
estabelecimento do virus. O mecanismo de que envolve a TCTP na infeccdo viral
permanece desconhecido e sua elucidacdo depende da identificacdo de outros componentes

da planta e do virus envolvidos neste processo.

5.3. A expressdo de TCTP ¢ induzida pelas proteinas P3 e CP, e reprimida pela NIb

O mecanismo pelo qual a expresséo da proteina € induzido permanece
desconhecido. Os resultados obtidos sugerem o envolvimento das proteinas P3 e CP do
PepYMV. A proteina P3 é uma das mais variaveis proteinas dos potyvirus.

O aumento da expressdo de TCTP pelas proteinas P3 e CP ocorre por um
mecanismo ainda ndo identificado. E possivel que ambas as proteinas sejam reconhecidas

por proteinas da planta que ativam a expressao de TCTP. A expressao de TCTP € induzida
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por uma ampla gama de estresses abioticos como estresse salino, hidrico, calor e frio,
sendo possivelmente uma resposta geral a determinados tipos de estresse.

Em células de mamifero foi demonstrado que a expressdo de TCTP é regulada pela
concentracdo de ions calcio no reticulo em niveis transcricionais e pela concentracao de
calcio no citoplasma em niveis pos-transcricionais. NSP4, uma glicoproteina de rotavirus
foi utilizada por ser capaz de desestabilizar o equilibrio de célcio na célula e induziu a
expressdo de TCTP (Xu et al.,1999). Diversas proteinas virais, entre elas a CP do TMV e
do Cocksfoot mottle virus (CfMV), um Sobemovirus que infecta plantas, possuem sitios de
ligacdo a calcio e desestabilizam o equilibrio relacionado a célcio nas células (Revisado
por Zhou, 2009). E possivel que a inducdo de TCTP em potyvirus seja causada por um
desbalanceamento do célcio nas células, causado pela infeccdo. Kim et al. (2012)
identificaram, por meio de ferramentas de bioinformatica, trés possiveis elementos
responsivos a ABA no promotor de TCTP de A. thaliana. Foi demonstrado que o
tratamento com ABA aumenta os niveis intracelulares de célcio (Gehring et al., 1990). A
acdo de ABA por sua vez é mediada pelo calcio e depende da presenca do ion (Skriver e
Mundy, 1990). E possivel que estes dois sinalizadores atuem de maneira relacionada na
expressao de TCTP pela infecgdo viral.

Nossos resultados demonstraram que a proteina NIb foi capaz de reduzir a
expressdo de TCTP nas plantas. A proteina NIb é a RdRp viral, e desconhece-se que sua
expressao possa reprimir a expressdo génica. A Nlb interage com diversas proteinas virais
e sua interacdo com alguns componentes celulares ja foi demonstrada. Um exemplo € a
interacdo direta da NIb do TuMVcom a Hsp70 e PABP, que provavelmente fazem parte do
complexo de replicagéo viral e regulam a atividade da NIb durante a replicacdo (Dufresne
et al., 2008). O mecanismo pelo qual a Nlb afetou a expressdo de TCTP reduzindo o
acimulo do seu RNA mensageiro é desconhecido, e seu significado permanece
indeterminado. Ainda que esta alteragdo tenha ocorrido expressando-se a NIb
isoladamente, durante a infeccéo viral prevalece o aumento da expresséo de TCTP.

O efeito da expressao das proteinas Cl e P3N-PIPO na expressao de TCTP nao foi
avaliado e a possibilidade de que estas proteinas desencadeiem algum efeito na expressao

de TCTP néo pode ser descartada.

63



5.4. A TCTP néo interagiu com proteinas isoladas do PepYMV

Pelo ensaio de duplo hibrido, ndo foram verificadas interacfes entre a TCTP e as
proteinas virais testadas. A possibilidade de que falso-negativos tenham ocorrido devido a
enovelamento incorreto de proteinas virais, ligacdo de proteinas com a membrana ou a
auséncia de modificacdes pos-traducionais essenciais é improvavel, uma vez que este
sistema ja foi utilizado para a identificacdo de interacdes envolvendo proteinas de
potyvirus em diversos trabalhos (Merits, Guo et al., 1999; Yambao, Masuta et al., 2003;
Lin, Shi et al., 2009; Shen, Wang et al., 2010). Nestes trabalhos, foram encontradas
interacdes envolvendo todas as proteinas virais testadas, exceto 6K1 e 6K2, que possuem
um dominio de interacdo com membrana. A P3N-PIPO ndo foi testada. Ensaios de duplo-
hibrido envolvendo TCTP ja identificaram diferentes interacdes envolvendo esta proteina,
sendo portanto improvavel que ela apresente problemas relacionados a falso negativos
(Yoon, Jung et al., 2000; Cans, Passer et al., 2003).

E possivel que o mecanismo que envolve a TCTP durante a infeccdo viral ndo
envolva interacdes diretas e sim indiretas com o virus, por meio de outros componentes
celulares ainda n&o determinados. E possivel também, que ocorram interacdes envolvendo
mais de uma proteina viral, ou proteinas do hospedeiro que juntamente com proteinas
virais sdo capazes de interagir com a TCTP. Outra possibilidade é de que a TCTP interaja
com intermediarios formados durante o processamento da poliproteina, uma vez que a
clivagem pela protease Nla ocorre de maneira sequencial com afinidades diferentes da
protease aos diferentes sitios de clivagem. A prote6lise em alguns sitios, como entre a 6K2
e a Nla, s6 ocorre ao final da replicacdo viral (Carrington e Dougherty, 1988; Dougherty,
Carrington et al., 1988). Foi demonstrado que a TCTP ndo interage com o dominio PIPO
isolado, porém a interacdo com a P3N-PIPO, forma funcional da proteina, ainda devera ser
testada e a possibilidade de interacdo ndo pode ser descartada. Outra possibilidade é que a
TCTP interaja com o RNA viral e ndo com as proteinas em si, embora a ligacdo de TCTP a

RNA néo tenha sido relatada.

5.5. Andlise de interacdes entre TCTP e outras proteinas por espectrometria de
massas

Como o genoma de N. benthamiana nédo estd completamente sequenciado e varias

das sequéncias disponiveis para este organismo ndo estdo presentes no GenBank, é

64



necessario supor que proteinas homologas as identificadas em outras plantas estdo
presentes nos extratos vegetais. Algumas proteinas, em geral classificadas como
desconhecidas ou proteinas putativas, foram encontradas em diferentes espécies e
apresentaram os mesmos dominios descritos pelo GenBank, provavelmente tratando-se de
uma mesma proteina. Este € o caso de proteinas contendo dominios CobW-like homologos
a dominios envolvidos na biossintese de cobalamina e cuja fungdo em plantas é
desconhecida (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer, Anderson et al., 2009;
Marchler-Bauer, Lu et al., 2011). Este dominio foi encontrado em cinco proteinas
identificadas separadamente. As proteinas encontradas tanto em amostras de plantas sadias
quanto de infectadas pelo PepYMV foram enzimas do metabolismo primario, metabolismo
de acgUcares e de aminoacidos, proteinas de ligacdo a acidos nucléicos, uma bomba de
prétons e algumas proteinas envolvidas em resposta a estresses. E possivel que exista uma
diferenca na abundancia destas proteinas entre os extratos de planta sadia e infectada. No
entanto a metodologia utilizada ndo permite inferir sobre a quantidade de proteinas
presentes em cada uma das amostras. O procedimento de excisdo de proteinas do gel pode
levar a perda de proteinas de uma amostra em relacdo a outra. E possivel que, com a
analise das amostras tripzinizadas diretamente apés a eluicdo das proteinas, seja possivel
analisar de forma relativa a quantidade de cada proteina de acordo com a intensidade dos
espectros gerados. Como estas proteinas foram encontradas em ambas as amostras, iremos
focar nossa discussao nas proteinas encontradas apenas em plantas infectadas ou sadias.

Entre as proteinas presentes apenas nas amostras de plantas infectadas foram
observadas proteinas bastante diferentes funcionalmente. A proteina Osmotin-like pertence
a subfamilia TLP-PA (Thaumatin-like) (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer,
Anderson et al., 2009; Marchler-Bauer, Lu et al., 2011). Estas proteinas possuem
homologos em animais, plantas e fungos. Em plantas, sdo comumente identificadas como
alergénicos presentes em frutos. Sdo consideradas proteinas relacionadas a patogénese do
tipo 5, possuindo atividade antifungica, e estdo envolvidas em defesa hospedeira e
processos relacionados ao desenvolvimento. Possuem a expresséo induzida por estresses
bidticos como ataque de patdgenos, e abidticos como seca e frio. Algumas TLPs
hidrolisam beta-1,3-glucanos, comumente presentes em parede celular de fungos
(Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer, Anderson et al., 2009; Marchler-Bauer,
Luetal., 2011).
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A anidrase carbénica pertence a superfamilia beta-CA, composta por enzimas
multiméricas com atividade de anidrase carbdnica presentes em plantas superiores, algas,
fungos e procariotos (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer, Anderson et al.,
2009; Marchler-Bauer, Lu et al., 2011). A anidrase carbbnica catalisa a conversao
reversivel de dioxido de carbono em acido carbdnico por meio de hidratacdo, em um
mecanismo envolvendo zinco. S&o enzimas amplamente distribuidas, envolvidas em
processos fundamentais como fotossintese, respiracdo, equilibrio do pH celular e
transporte de ions (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer, Anderson et al.,
2009; Marchler-Bauer, Lu et al., 2011).

A proteina pistil-specific extensin-like protein de Solanum nigrum possui
identidade menor ou igual a 60% com outras proteinas depositadas no GenBank. Ela
pertence a superfamilia Pollen proteins Ole e | like (Marchler-Bauer e Bryant, 2004;
Marchler-Bauer, Anderson et al., 2009; Marchler-Bauer, Lu et al., 2011). As extensinas
sdo proteinas de parede celular, altamente glicosiladas e abundantes. Sdo induzidas em
situacOes de estresse e estdo relacionadas ao fortalecimento da parede em resposta a danos
mecanicos. As extensinas especificas de pistilo tem sua expressao tecido-especifica,
induzida durante o desenvolvimento do pistilo e ndo sdo induzidas por condi¢bes de
estresse (Goldman, Pezzotti et al., 1992). A presenca desta proteina em um extrato vegetal
obtido de folhas é questionavel. E possivel que outra proteina contendo este peptideo ndo
tenha sido identificada por ndo estar presente no banco de dados.

Outra enzima encontrada apenas em plantas infectadas foi a pectato liase. Esta
enzima é uma pectinase envolvida na degradacdo de pectina e esta envolvida com
metabolismo e transporte de carboidratos (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-
Bauer, Anderson et al., 2009; Marchler-Bauer, Lu et al., 2011). J& foi relatado o
envolvimento desta proteina na infeccdo de A. thaliana por Erysiphe cichoracearum como
necessaria para a susceptibilidade da planta ao fungo (Vogel, Raab et al., 2002). Em
Pseudomonas viridiflava, uma pectato liase atua como fator de viruléncia a A. thaliana, e
seu gene esta presente em ilhas de patogenicidade (Jakob, Kniskern et al., 2007). A funcgéo
destas proteinas com infeccBes virais ndo foi relatada, mas pode estar envolvida no
remodelamento da parede celular.

A proteina classificada como hipotética de Vitis vinifera apresentou caracteristicas
de um transportador de membrana do tipo ABC. Foram identificados dominios

transmembrana tipicos da familia de transportadores ABC e dominios de ligagdo a ATP
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encontrados em transportadores ABC expressos na membrana interna de mitocéndrias,
envolvidos em multirresisténcia a drogas e resisténcia a estresse oxidativo (Marchler-
Bauer, Lu et al., 2011). Devido & proteina especifica ndo ter sido caracterizada, podemos
supor que provavelmente trata-se de uma permeasse dependente de ATP do tipo ABC.

A primeira proteina identificada apenas nos extratos de planta sadia foi uma
peroxidase putativa de Brasica oleraceae. Ela possui dominios de peroxidase secretdria
pertencente a classe 3 da superfamilia de peroxidases de plantas dependentes do grupo
heme. Os membros desta superfamilia possuem uma molécula heme como grupo
prostético e catalisam uma reacdo de multiplos passos envolvendo o perdxido de
hidrogénio como aceptor de elétrons. As peroxidases da classe 3 sdo encontradas no
espaco extracelular ou nos vacuolos e tem sido implicadas em desintoxicacdo por peréxido
de hidrogénio, catabolismo de auxina, biossintese de lignina e resposta a estresses
(Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer, Anderson et al., 2009; Marchler-Bauer,
Luetal., 2011).

A segunda proteina identificada apenas em plantas sadias esté classificada como
proteina hipotética de A. thaliana. Ela possui um dominio de ligacdo a DNA de dedo de
zinco, presente em proteinas de ligacdo a cromatina e em transposases, um dominio de
funcdo desconhecida encontrado como parte do dominio RNAse H de elementos
transponiveis putativos e um dominio de dimerizagdo da superfamilia hAT, encontrados na
regido C-terminal de transposases (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer,
Anderson et al., 2009; Marchler-Bauer, Lu et al., 2011). Devido aos dominios presentes é
possivel que a proteina identificada seja uma transposase.

De acordo com os critérios utilizados, ndo foram identificadas proteinas virais entre
as proteinas do extrato de plantas infectadas que se ligaram a TCTP. Este resultado
corrobora com o observado no ensaio de duplo hibrido, mostrando que ndo ha interacdo
direta entre a TCTP e as proteinas virais. Uma possibilidade é que a TCTP ndo interaja
com o virus e sim com o RNA viral. Outra possibilidade é o favorecimento da infeccao
pela TCTP ocorra de maneira indireta e ndo envolva a interagdo com nenhum componente
viral. No entanto, a possibilidade de que a 72 hpvi a quantidade de proteinas virais ser
insuficiente para a identificacdo pela espectrometria de massa ndo deve ser descartada. A
ndo interagdo entre a TCTP e proteinas virais devera ser confirmada em uma nova analise
envolvendo um extrato de folhas sistemicamente infectadas, nas quais o acimulo viral e

consequente presenca de proteinas viral € maior.
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As proteinas encontradas somente em plantas sadias ou infectadas ndo nos dao um
indicio claro do envolvimento da TCTP na infec¢do viral. Nenhuma interagdo direta entre
as proteinas identificadas e a TCTP foi observada anteriormente e a ocorréncia de
interacdo precisa ser confirmada. Algumas destas proteinas possuem homologos que foram
identificados como diferencialmente expressos em plantas de tomate infectadas com
PepYMV 72 horas apdés a infeccdo (Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009). Uma proteina PR5
de tomate foi identificada na biblioteca subtrativa como induzida pela infeccdo por
PepYMV e esta possui 0 mesmo dominio TLP-PA presente na proteina Osmotin-like,
podendo corresponder a mesma proteina identificada em nossos experimentos. Outra
proteina induzida pela infeccdo identificada em nossos extratos foi uma peroxidase
pertencente a classe 3 da superfamilia de peroxidases de plantas dependentes do grupo
heme. E interessante notar que embora ela seja induzida pela infeccio sua presenca foi
verificada apenas nos extratos de plantas sadias. E possivel que algum mecanismo impeca
a interacdo desta proteina com a TCTP. Uma proteina com possivel funcéo de pectato liase
foi reprimida pela infecgdo por PepYMV 72 horas apds a infeccdo (Alfenas-Zerbini, Maia
et al., 2009). Uma proteina de mesma funcdo foi encontrada nas amostras de plantas
infectadas e pode estar interagindo com a TCTP nestas plantas. Um transportador do tipo
ABC também foi reprimido pela infeccdo viral (Alfenas-Zerbini, Maia et al., 2009) e é
possivel que este corresponda a proteina com dominios de transportador do tipo ABC
encontrada em plantas infectadas e que esta esteja interagindo com a TCTP. E provavel
que a TCTP interaja com algumas destas proteinas podendo neutralizar respostas de defesa
e participar de mecanismos que contribuem para a infeccdo. A ocorréncia de interagdes
entre a TCTP e as proteinas da planta identificadas precisa ser confirmada e novos estudos
precisam ser realizados para elucidar a o envolvimento destas proteinas no processo de

infeccdo pelo PepYMV.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados confirmam que a inducdo de TCTP favorece a infeccdo pelo
PepYMV, uma vez que seu silenciamento reduz o acumulo viral. O silenciamento por
VIGS ndo foi capaz de impedir a infeccdo, mesmo que altos niveis de silenciamento
tenham sido obtidos. O mecanismo viral que induz a expressdao de TCTP, bem como o
mecanismo que envolve esta proteina na infeccdo, permanecem indeterminados. E
provavel que a TCTP interaja de maneira indireta com as proteinas virais, envolvendo a
formagdo de complexos proteicos. Diversas proteinas foram purificadas por ensaios de
afinidade com a TCTP, e podem exercer uma funcdo no processo de infecgdo. Estudos
adicionais deveram ser realizados para elucidar a funcdo desta proteina na infeccdo por
PepYMV.
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