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RESUMO

MACIEL, Laiane Silva, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, Marco de 2015.
Envolvimento de chaperonas moleculares na infeccdo do potyviruBepper
yellow mosaic virus (PepYMV) em hospedeiros suscetivei®rientadora: Poliane
Alfenas Zerbini. Coorientadores: Denise Mara Soares BazzdlVagner Campos
Otoni.

Os virus que infectam plantas apresentam um genoma pequeno e codificam um
numero reduzido de proteinas. A limitacdo do numero de proteinas virais € superada
pela modulacdo da expressdo de genes na célula hospedeira. O mapeamento das
redes de interacdes entre fatores do patégeno e do hospedeiro tem fornecido
respostas importantes para a compreensao dos processos que favorecem a infecgao
viral. O objetivo deste trabalho foi avaliar a contribuicdo de duas proteinas do
tomateiro, a chaperona citosélica Hsp70 e sua co-chaperona DnaJ (classe 1) no
estabelecimento da infeccdo pBlepper yellow mosaic vir(®epYMV). Essas duas
proteinas foram identificadas com a expressao indwidaélulas infectadas pelo
PepYMV. A sequencia codificadora da Hsp70 de tomateiro (SIHsp70) foi clonada e
sequenciada. A analise silico mostrou a presenca de todos os dominios tipicos de
uma Hsp70. Alinhamento entre a sequencia da proteina SIHs@&XIsps70 de
Arabidopsis thalianaNicotiana benthamiana Nicotiana tabacunmostrou uma alta
conservacdo na sequéncia de aminoacidos das quatro proteinas alinhadas.
localizagéo subcelular de SIHsp70 em células infectadas pelo PepYMYV foi analisada
por microscopia confocal. Células sadias e infectadas apresentaram uma localizacéo
nuclear e citoplasmética, entretargm células infectadas foi possivel observar a
expressdo da Hsp7m estruturas ancoradas a membrana semelhantes a vesiculas
replicativas induzidas pela proteina viral 6K2. Para avaliar a ocorréncia de interacao
entre SIHsp70 com proteinas virais, e SIDj1 com proteinas virais foi realipado
ensaio de duplo hibridem leveduras. N&o houve a detec¢cdo de nenhuma interacéo
entre as proteinas do PepYMV as proteinas SIHsp70 e SIDjl1. Foi detectado a
ocorréncia de interagcéo entre SIHsp70 e SIDj1. Com o objetivo de avaliar o efeito do
silenciamento de SIDj1 na infeccao viral, plantas de tomateiro foram transformadas

com uma construgdo que induz o silenciamento de SIDjl1 Ageobacterium

Vi



tumefaciens As plantas transformadas silenciadas apresentaram um fenoétipo de
letalidade e esse fenbmeno néo permitiu a quantificagdo do acimulo do PemyMV
tomateiros transformados. Os resultados deste trabalho sugerem que as proteinas
SIHsp70 e SIDj1 favorecem a infeccdo viral de forma indireta, e que estudos mais
detalhados irdo formecer informag¢des sobre o envolvimento dessas proteinas no
processo de infec¢ao pelo PepYMV.
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ABSTRACT

MACIEL, Laiane Silva, M.Sc. Universidade Fedem Vicosa, March, 2015.
Involvement of molecular chaperones in infection potyvirgpper yellowmosaic
virus (PepYMV) in susceptible hosts. Advisor: Poliane Alfenas Zerbini. Co-
Advisors: Denise Mara Soares Bazzolli and Wagner Campos Otoni.

Viruses are obligate intracellular parasites with a small genome and encode a limited
number of proteins. Limitation in the number of viral proteins is overcome by
modulating the expression of certain geireghe host cell. Mapping interaction
networks between pathogen and host factors has provided important atesthers
understanding of the processes that promote viral infection. This study objective is to
evaluate the contribution of the tomato proteins chaperone Hsp70 aradb-its
chaperone Dnaih infection process witlPepper yellow mosaic virugepYMV).

These two proteins were investigated daethe modification of gene expression
reports of transcripts in infected cells PepYMV. Initially the coding sequence
corresponding to the tomato Hsp70 (SIHsp70) was analgizstico, the presence of

all the domains of a typical Hsp70 was confirmed. Sequence alignment between the
protein SIHsp70, and Hsps7@rabidopsis thaliana as well as Nicotiana
benthamianaand Nicotiana tabacunrevealed high conservatian the amino acid
sequence alignment of the four proteins. The subcellular localizhyiczonfocal
scanning microscopy was performed with SIHsp70 and demonstrated a common
cytoplasmic and nuclear localization to healthy cells and cells infected by PepYMV.
The infected cells showed similar expression of Hsp70 in membrane-anchored
structures, similato replicative vesicles induceoly 6K2. Study of protein-protein
interaction was performed by two-hybrid assay in yeasts. Due to SIHsp70 chaperone
and co-chaperone SIDjl act together, the interactions between th&Pephbteins

were tested with both the vegetable proteins. There was no detection of any
interaction between PepYMV proteins and vegetable proteins, a single interaction
was detected between SIHsp70 and SIDj1. Genetic transformation of tomato plants
by Agrobacterium tumefacienwas carried out to induce silencing of the gene

encoding the protein SIDj1. The silenced plants showed a lethality phenotype, and
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this phenomenon did not allow the quantification of the PepYMV accumulation in
processed tomato. These results suggest that SIHsp70 and SIDj1 proteins promove
the viral infection indirectly, and that investigations in the PepYMV replication
process can reveal interesting facts about the involvement of these proteins in
infection.



1. INTRODUCAO

Os virus que infectam plantas possuem um genoma pequeno e compacto,
codificando, em média, de 3 a 10 proteinas. Apesar do numero reduzido de proteinas
de origem viral expressas durante a infeccdo, os sintomas e danos gerados sao
extremamente variaveis, refletenadaptacdo do viruao hospedeiro e a eficiéncia
da respostae defesa da plant®s virus sdo responsaveis por uma ampla gama de
doencas em diferentes espécies vegetais, causam grandes perdas econémicas e queda
na produtividade de muitas culturas (Culver and Padmanabhan 2007).

O estabelecimento da infeccdo viral envolve as etapas de replicagdo do
genoma, movimento célula-a-célula e movimento sistémico ou vascular (Hull 2002).
Para uma infeccéo eficientas proteinas virais necessitam interagir com fatores da
célula hospedeira, manipulando vias metabdlicas e coordenando interacdes
bioquimicas e intermoleculares que favorecam a doenca. A infeccéo viralcaltera
perfil de expressdo génica do hospedeiro, a transcricdo de diversos genes é ativada
ou reprimida nas células infectadas (Adams et al. 2012; Alfenas-Zerbini et al. 2009;
Babuet al. 2008a; Babet al. 2008b; Baebleet al. 2009; Liu and Whitham 2013;
Senthil et al. 2005; Yang et al. 2007).

Os estudos de interacdo virus-hospedeiro tem fornecido respoptasantes
para a compreensao dos mecanismos envolvidos no processo da infecgdo. Diversos
trabalhos demonstraram a relevancia da associacado entre os fatores do hospedeiro e
as proteinas virais no estabelecimento da infeccdo. Entre eles, a interacdiraintre
genome-linked proteiVPg) e o fator de traducdo elF4E, ou sua isoforma
elF(iso)4E foi demonstrada ser essencial para a infectividade viral e a mais bem
estudada e caracterizada para diferentes potyvirus, infectando diferentesdgrupos
plantas (Lelliset al. 2002; Léonaret al. 2000; Nicaiset al. 2007; Wittmanret al.

1997).

No cenario agricola muitas perdas econémicas estéo relacionadas a infeccao
por virus classificadogsa familia Potyviridae O género de maior importancia da
familia é oPotyvirus as espécies classificadas nesse género estao presentes em todas

as regibes do mundo e infectam uma diversidade de monocotiledbneas e
1



dicotiledbneas (Gibbs and Ohshima 2010). A transmissdo de uma planta paéa outra
realizada por afideos de maneira ndo persistente (Adams et al. 2012). O genoma dos
Potyvirusé composto por uma molécula de RNA linear fita simples sentido positivo.
Apresenta uma sequéncia de 10.000 nt delimitada por uma cauda poliA na
extremidade3’ e uma proteina de origem viral, denominada VPg, covalentemente
ligada a extremidadé’. O RNA viral apresenta uma Unica sequéncia aberta de
leitura Open reading frame- ORF) que codifica uma poliproteina de
aproximadamente 350 KDa, que sofre autoprotedlise geramdorno de 8 a 10
peptideos maduros (Fauquet et al. 2005). Uma segunda ORF, denominada PIPO
(Pretty interesting Potyviridae ORFlocaliza-se sobreposta a ORF codificadora da
poliproteina, e é expressa fusionada a extremidade N-terminal da P3. @flaling
2008). O RNA viral é encapsidado por varias copias da proteina capsidial, formando
uma particula alongada e flexuosa de 680-900 nm de comprimento e 11-13 nm de
diametro (Bock and Conti 1974).

Os relatos do potyviruBepper Yelow Mosaic Vir®epYMV) no Brasil s&o
recentes, ele passou a ocupar o nicho ecolégico antes ocupado pelo potyvirus PVY
(Potato virus Y, sendo os primeiros diagnosticos da virose identificados nos estados
de S&do Paulo e Goias (Inoue-Nagat al. 2002). Atualmente o virus tem
representado perdas econdmicas significateraulturas de pimentaaCapsicum
annumn), tomate §olanum lycopersicume pimentaem diferentes regides do pais
(Cunha et al. 2004; Zambolim et al. 2004).

O estudo da expressdo génica de tomateiros infectados pelo PepYMV
forneceu uma visédo geral dos genes envolvidos no processo de infeccéo viral. Dentre
os genes detectados como diferencialmente expressos nesse patosistema sencontra-
0 gene que codifica a proteina DnaJ (Alfenas-Zenrbirdl. 2009).Em um estudo
recente a co-chaperona DnaJ foi relacionada com o acumulo do PepYMV, entretanto,
ainda naose sabeao certoem qual fase do ciclo viral ela esta envolvida (Xavier
2012).

As proteinas Hsp70 e DnaJ atuam em conjunto, e estdo envokmdas
processos celulares, tais como, enovelamento de proteinas, redobramento de
proteinas desnaturadas, translocacdo de proteinas, regulacdo da degradacdo de

proteinas e montagem e desmontagem de complexos proteicos (étafteA010;
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Hofius et al. 2007; Liu and Whitham 2013; Shimizu et al. 2009). O sinergismo entre

a chaperona Hsp70 e a sua co-chaperona DnaJ é fundamental para a atividade
ATPase da Hsp70 e para a promocao da ligacdo aos peptideos substratos (Kampinga
and Craig 2010; Mayer 2013).

A inducdo da expressdo génidaHsp70e Dnalfoi associada a diferentes
células infectadas por virus (Jockusttal. 2001; Mineet al. 2012; Verchot 2012).
Hsp70ja foi relatada estar envolvidaa replicacao viral (Dufresnet al. 2008), no
controle da expresséao de proteinas virais (Hafren et al. 2010; Hofius et al. 2007) e na
translocacdo de proteinas virais (Gorovits et al. 2013; Kunik et al. 1998).
envolvimento da Dnaém processos infecciosos esta relacionado a montagem dos
complexos de replicacdo nas membranas (Tomita et al. 2003a) e ao movimento viral
(Lu et al. 2009; Soellick et al. 2000).

O entendimentaainteracdo entre proteinas virais e fatores do hospedeiro é
extremamente importante uma vez que fornece informagdes para uma melhor
compreensdo dos mecanismos de patogénese, e para o desenvolvimento de
estratégias que permitam o manejo das doemgasmpo (Lelliset al. 2002;Lu et
al. 2009). Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a
funcionalidade das proteinas Hsp70 e DnaJ no procksisdeccao pelo potyvirus
PepYMV.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A familia Potyviridae

Potyviridaeé a segunda maior familde virus que infectam plantas, sendo
superada apenas pela famBaminiviridae A familia Potyviridaecompreende um
grupo de oito géneros, bem definidoBrgmbyvirus, Bymovirus, lpomovirus,
Macluravirus, Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus, Tritimoirus classificacdo do
género € baseada na organizacdo do genamesagente vetor. Todos 0s potyvirus
formam inclusdes cilindricas no citoplasma de células infectadas, conhecidas com
“cataventos”, sendo esta uma caracteristica relevante para a caracterizacdo de virus
pertencentes a familia. Membros dessa familia sédo facilmente transmitidos
experimentalmente de plantas infectadas para plantas sadias por meio da inoculagao
via extrato tamponado (Mayo 1995; Zerbini and Zambolim 1999). Estudos recentes
de metagendémica demonstraram que sdo encontrados em plantas selvagens em uma
ampla distribuicdo geografica (lvanov et al. 2014; Roossinck 2012).

O géneroPotyvirus € 0o mais numeroso da familRotyviridae com 146
espécies descritas. Em conjunto, essas espécies infectam uma ampla gama de plantas
monocotiledéneas e dicotileddbneas em diferentes regides climaticas, causando
grandes perdas econdmices varias culturas importantes como, por exemplo
Potato virus Y(PVY) e Potato virus APVA). Estas duas espécies representam uma
grande ameaca para a producédo de batattodo o mundo, pois podem reduzir a
produtividade da cultura em 90% (lvanov et al. 2014; Salazar 2003). Outro potyvirus
importante é &lum pox virugPPV), que causa perdas consideraveis em fruteiras de
clima temperadoOs virus PVA ePPV foram classificados entre d$) virus de
plantas com maior importancia economica e cientifica (Scholthof et al. 2011).

A transmissao dos potyvirus ocorre de maneira nao-persistente por afideos.
As particulas virais séo alongadas, flexuosas, com 680-900 nm de comprimento e 11-
13 nm de diametro. Seu genoma é constituido de uma Unica malédRNA fita
simples, sentido positivo, com aproximadaieetD.000 nucleotideos (FiguraX).

RNA genbmico é envolto por um capsideo formado por cerca de 2.000 cépias da
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proteina capsidial (CP), que possui massa molecular de aproximadamente 34 kDa
(Bock and Conti 1974; Di Piero et al. 2006).

A proteina capsidial dos potyvirus apresenta uma regido amino-terminal
altamente variavel em tamanho e sequéncia, uma regiao central altamente conservada
contendo de 215 a 227 aminoacidos, e uma regido carboxi-terminal com 18-20
aminoé&cidosAs regibes amino e carboxi-terminal estdo voltadas para o exterior da
particula viral, e sdo responsaveis pelas propriedades antigénicas da proteina e,
consequentemente, da particula viral (Shatlal. 1991). O RNA dos potyvirus &
covalentemente ligado a uma proteina de origem viral ("genome-linked viral
protein”VPg) em sua extremidade 5' (Reichmann et al. 1989) e apresenta uma cauda
poliadenilada de origem virgm sua extremidad8' (Allison et al. 1986). O RNA
gendmico apresenta duas fases abertas de leipen (reading framesORFs)
sobrepostas localizadas entre duas regiées ndo codificadoras (5’NTR e ZNTR).
traducdo da ORF maior origina uma poliproteina com massa molecular de
aproximadamente 350 kDa (Allisogt al. 1986). Esta sofre autoprotedlise dando
origem a 8-10 produtos firma(Carringtonet al. 1990). A principal consequéncia
desse mecanismo de expressao génica é que dsgasteinas 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
(lvanov et al. 2014; Riedekt al. 1998). Essa estratégia de replicacdo e expressao
génica € bastante danosa para a célula, implicando em um grande dreno de
metabdlitos, o quse refleteem sintomas severos na planta infectada (Zerbini and
Zambolim 1999).

Uma segunda ORF denominaBgo (Pretty Interesting Potyviridae ORF
localizase dentro da regido codificadora da proteina P3, paémuma fase de
leitura +2 em relac@o a da poliproteina. Foi proposto que a traducéo desta €&RF se
pela alteragéo no posicionamento do ribossomo durante a traducao, e resuta em
polipeptideo com massa molecular de aproximadamente 25 KDa, condizente com
esperado para uma fusao entre a por¢cao N-terminal da proteina P3 e a proteina PIPO
(Chung et al. 2008; RajamaKi and Valkonen 2004).
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Figura 1: Organizacao tipica do genoma de um potyvirus, indicacdo da poliproteina
formada e as clivagens realizadas para a geracao das proteinas maduras. Adaptado de
Lépez-Moya (2008)

Apoés a entrada do virus na célula, ocorre sua desencapsidacdo. O RNA viral
atua como um RNA mensageiro e sua traducdo é necessaria para as outras etapas do
ciclo viral, pois codifica todaas proteinas virais. O RNA viral ndo apresenta CAP
ligado a sua extremidade 5°, sua tradugdo ocorre de forma independente desta
estrutura (Carringtoet al. 1990). Dois elementos regulatérios fundamentais para a
traducéo independente de CAfp independent regulatory elemer@$REs) foram
identificados na regidaé’NTR do Tobacco etch viru¢TEV), e ambos atuarem
conjunto para a traducdo do RNA viral (Niepel and Gallie 1998)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 traducao é estimulada pela presenca da cauda
poli-A (Gallie et al. 1995). Existem controvérsias quanto a maneira pela qual ocorre
0 processo de traducao dos potyvirus. Pamaroip mosaic viru§TuMV) evidéncias
indicam que a traducdo ocorre por mdminiciacdo interna (Basset al. 1994).
Entretanto, trabalhos realizados confPlom pox virus(PPV) indicaram que, para
esse virus, a traducde inicia pelo mecanismo deaky scannindSimon-Buelaet
al. 1997) E possivel que potyvirus distintos utilizem estratégias diferentes para a
traducédo do genoma, ou que ambas as estratégias sejam utilizadas em conjunto. Uma
vez sintetizada, a poliproteina sofre auto-protedlise pef@das regibes que vao
gerar aP1, HC-Pro e Nla, sendo esta ultima a responsavel pela maior parte das
clivagens (Carrington and Dougherty 1988).

As proteinas codificadas pelos potyvirus sdo multifuncionais, essa caracteristica
minimiza os efeitos ocasionados pela limitacdo do genoma pequeno. Cada proteina é
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responsavel por diferentes funcfes durante o ciclo de infeeg@uma protease e

esta envolvida na traducao da poliproteina; Hc-Pro, apresenta atividade na supressao
do silenciamento, € uma protease e esta envolvida na transmissao viral via inseto
vetor; 6K1, um pequeno peptideo com funcdo desconhecida; Cl; uma RNA helicase
com atividade ATPase e envolvimento no movimento célula a célula via
plasmodesma; 6K2, um pequeno peptideo é responsavel por ancorar os complexos de
replicacdo as membranas do reticulo endoplasmatico; Vpg, envolvida na replicacédo
viral; Nla, atividade protease; Nlb, RNA polimerase dependente de RNA; CP, atua
no movimento viral, transmisséo pelo inseto vetor e encapsidagéo da particula; P3N-
Pipo, esta envolvida no movimento célula a célula (lvaetoal. 2014; Urcuqui-
Inchima et al. 2000).

A replicacdo dos potyvirus ocorre no citoplasma, entretanto, algumas proteinas
virais sao transportadas para o nucleo e apresentam sinal de localizacdo nuclear
(NLS), a funcdo dessas proteinas no nucleo ainda é pouco compreendida €tvanov
al. 2014).

O estabelecimento da infeccdo por potyvirus envolve algumas proteinas virais e
diversos fatores do hospedeiro. Como exemplo de proteina viral, podemos citar a
6K2, ela apresenta um dominio transmembrana que se associa a membrana do
reticulo endoplasmatico e induz a formacdo das vesiculas replicativas conhecidas
como virossomos ou fabricas virais (Schaad et al. 1997). As vesiculas induzidas pela
6K2 do Turnip mosaic virus(TuMV) foram associadas ao plasmodesma,
demonstrando que apresentam a capacidade de mover célula a célula (Grangeon et al.
2013). Cada vesicula € proveniente de um unico RNA viral e ja foi comprovado que
elas transitam por microfilamentos de actina (Cottbal. 2009; Grangeoet al.

2013). Elasco-localizam nos sitios de saida do reticulo (EREESEXIt Sites) com
proteinas do sistema secretério COPIlI (Coat protein complexs Il) e induzem a
formacdo de uma estrutura perinuclear envolvendo membranas de reticulo
endoplasmatico, cloroplasto, Golgi e complexo COPIl (Grange@h 2012; Wei

and Wang 2008).



2.2. PepYMV

O Pepper yellow mosaic viruPepYMV) pertenceao géneroPotyviruse
atualmente encontra-se distribuido por todo o Brasil (Dianese et al. 2008). Foi
encontrado inicialmente no estade Sdo Paulo e no Distrito Federal, infectando
plantas de pimentdoCépsicum annujp em plantas apresentando sintomas de
mosaico amarelo e deformacédo foliar (Inoue-Nagsatal. 2002). Desde entdo, a
ocorréncia do PepYMV foi detectadsan diferentes regides do Brasil, sendo a alta
incidéncia relatadam culturas de tomate e pimentdo (Aviiaal. 2004; Dianeset
al. 2008; Inoue-Nagata et al. 2002; Truta et al. 2004). O genoma completo do
PepYMV foi sequenciado a partir de uma amostra coletada em uma regido produtora
de pimentdo do Distrito Federal. A analise do genoma mostrou a organizacgao tipica
de um potyvirus. O PepYMV foi agrupado filogeneticamente dentro do grupo do
PVY, estando mais relacionado Repper mottle virsi(PepMoV), como comumente

ocorre com potyvirus da América do Sul (Lucinda et al. 2012).

Com o objetivo de entender os mecanismos moleculares envolvidos no processo
infeccioso do PepYMV foi construida uma biblioteca subtrativa a partir de folhas de
tomateiro, 72 horas apoOs inoculacdo. Foram identificados 881 genes como
diferencialmente expressos, dentre eles genes envoleidagsposta a diferentes
estresses abi6ticos e bioticos (Alfenas-Zerbtral. 2009). A inducdo das proteinas
vegetais Translationally controlled tumor proteifTCTP) e DnaJ, altamente
conservadas em eucariotos, foi relacionada com o aumento no acumulo do PepYMV
em plantas infectadas podendo indicar que essa inducéo é importante para 0 processo

de infecgao viral (Bruckner 2012; Xavier 20112

2.3 Interacdo planta-potyvirus

Uma série de alteragbes no padréo de expressao génica e no proteoma de plantas

e animais sao relatadas durante a infeccdo viral. Esse efeito na fisiologia dos
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hospedeiros pode ser interpretado como um conjunto de processos que atuam
simultaneamente, alguns na defesa antiviral e outros criando um ambiente mais
favoravel para a replicacdo e a disseminacdo do virus no hospedeiroefBdbu
2008a; Senthil et al. 2005; Vahey et al. 2002; Whitham et al. 2003).

Ao longo daco-evolugdo entre patdgeno-hospedeiro, uma pressao de selecao
complexa e dindmica é estabelecida, diversos processos adaptativos de ataque do
patbgeno e contra ataque do hospedeiro sdo desenvolvidos quase que
simultaneamente (Rainey and Travisano 1998). Para que o patdégeno alcance uma
vantagem seletiva € necessario suprimir ou neutradigaespostagie defesa do
hospedeiro, varias vias metabdlicas e intera¢cdes bioquimicas sdo desencadeadas para

o estabelecimento da infeccdo (Scaria et al. 2006).

O padrdao de expressdo génica da célula hospedeira € alterado
consequéncia da infeccéo viral, seja por meio da inducéo de genes essenciais para o
ciclo de infeccéo ou genes de resposta de defesa do organismo infectado. Analises do
transcriptoma, proteoma e metabolodecélulas hospedeiras infectadas tem sido
extensivamente descritos para uma melhor compreensdo sobre a biologia molecular
dos potyvirus (Agudelo-Romero et al. 2008; Alfenas-Zerbini et al. 2009; Babu et al.
2008a; Baebler et al. 2009; Prasch and Sonnewald 2013; Whitham et al. 2003; Yang
et al. 2007; Yang et al. 2011).

Nos potyvirus a multifuncionalidade das proteinas e a integracdo de fatores do
hospedeiro sdo duas adaptacdes importantes que evitam a necessidade de
informacdes adicionais no genoma. Os genes da célula hospedeira regulados por
infeccdes virais sdo possiveis candidatos para caracterizacdo funcional das interacdes

moleculares que favorecem o ciclo viral (Babu et al. 2008a).

Andlises de microarranjo em tecidos foliareAdéhalianainfectadas coniPlum
pox virus (PPV) identificaram 2013 genes sendo regulados positivamente e 1457
negativamenteAs alteracbes na expressao dos genes foram associadas a infeccao
propriamente dita e a inducdo de sintomas. A comparacao entre 0s genes regulados
em células inoculadas com PPV e com outros virus de RNA senso positivo indicaram

um conjunto comum de 416 genes, provavelmente eles representam uma importante



funcdo no desenvolvimento do patégeno (Babu et al. 2008a). Genes relacionados a
estresse bidtico e abidtico, expressdo de fatores de transcricdo e aumento da
expressao de proteinas do choque térmico foram relatados em andlishal@ana
infectada conTobacco etclvirus (TEV) (Agudelo-Romero et al. 2008).

A construgao de bibliotecas subtrativas de cDNA pode ser utilizada para a
comparacao entre os genes diferencialmente expressos em plantas resistentes e
suscetiveis a um determinado patdégeno. Duas cultivares de batata, uma resistente e
outra suscetivel a®otato virus Y(PVY), foram avaliadas no estagio inicial da
infeccdo.Os genes reprimidos nas cultivares suscetiveis e induzidos na resistente

estavam envolvidos com a biossintese de brassinoesteréides, metabdlitos secundarios

e poliaminas, além dos que codificam proteinas relacionadas a patoff@Rese
(Baebler et al. 2009).

O perfil de expressédo génica de plantas de tomate foi avaliado 72 horas apds a
inoculacdo com o PepYMYV por meio de uma biblioteca subtrativa de cDNA. Varios
genes gue apresentaram o nivel de expressao alterado foram relatados, dentre eles,
genes que codificam proteinas envolvidas na defesa, regulacdo do ciclo celular,
fatores de transcricéo, resposta a estresses abiéticos e ubiquitinas (AlfenaseZerbini
al. 2009).

Duranteas Ultimas décadas o numero de estudos direcionados a interacdo
proteina- proteina apresenta uma escala crescente de desenvolvimento. O efeito
estabelecido por essas associacdes esta envolvido em uma ampla gama de processos
biolégicos. Na virologia, investigacbes nessa area podem contribuir para a
compreensdao dos mecanismos moleculares da infec¢do viral e da defesa do
hospedeiro. Diferenciadas técnicas como co-immunoprecipitacdo, cromatografia
(Belanger 2009), duplo e triplo hibrido em leveduras (Cagney et al. 2011; Petrrish
al. 2006), purificacaale afinidade acoplada com espectrometteamassas (Abu-
Farhaet al. 2008) e BiFC (Bhatt al. 2006) tem contribuido para a identificacdo de

interacbes patdogeno-hospedeiro.

A interacao entre Vpg do TuMV e o fator de iniciacdo da traducéo elF4E ou

sua isoforma, elF (iso)4E foi inicialmente descrito por Wittmanal. 1997. Essa

10



interacdo ja foi identificada em diferentes patossistemas potyvirus-hospedeiro e
comprovada ser essencial para infectividade do virus (letliit 2002; Léonaret

al. 2000; Nicaise et al. 2007). Possivelmente, a interacdo esta envolvida no aumento
da competitividade dos RNAs virais perante os mRNAs do hospedeiro pela

maquinaria de traducédo (Eskelin et al. 2011).

Analises de duplo hibridem leveduras e BiFC demonstraram qu€Rdo
PVY interage com a proteina do tabaco NtCPIP. Plantas transgénicas expressando as
formas mutantes da proteina NtCPIP foram infectadas com PVY e o acumulo viral
nessas plantas foi drasticamente reduz@®resultados indicavam que a interacéo
CP-NtCPIP estava envolvida na montagem do virion e propagacéo celular (Blofius
al. 2007). Em um estudo posterior foi demonstrado que NtCPIP e Hsp70 estédo
envolvidas na regulacdo da expressao da proteina CP, sendo essa regulacdo essencial
para que replicacdo e traducdo sejam acopladas em um mesmo complexo em células
infectadas com dPotato virus A (PVA) (Hafren et al. 2010). Esses resultados
concordam com uma pesquisa em plantas infectadas por TUMV que detectou a
presenca de diferentes fatores de traducdo nas vesiculas replicativas, e propés que 0s
mecanismos de replicacdo e traducdo estavam acomadas mesmo complexo
(Thivierge et al. 2008).

Estudosem Arabidopsis thalianadentificaram interacdo entre a RdRp do
TuMV e as proteinas do hospedeiro PABP e Hsc70. Os autores sugerem que as duas
proteinas estdo associadas ao complexo de replicacdo e podem exercer papel

importante na regulacdo das funcfes da RdRp em potyvirus (Dufresne et al. 2008).

A proteina calreticulina é altamente conservadaplantas. Ela € induzida
nos estagios iniciais da infec¢do e provavelmente atua como uma resposta de defesa
e envolve a sinalizacdo celular mediada por célcio. Interacdo entre a pkitePna
do Papaya ringspovirus (PRSV) e a calreticulina foi identificadam diferentes
células hospedeiras, provavelmente essa associacdo favoreca a infecgdo viral pela
interferéncia negativa na via de defesa da planta (Shen et al. 2010).

As proteinas PpDDXL e AtRH8 sdo homodlogas da RNA helicase tipo
“DEAD-box”. Interagdo entre estas proteinas e Vpg foram encontradas em dois

potyvirus distintos, PPV e TuMV, respectivamente. Observacaé\.déhaliana
11



mutantes para o gersrh8 demonstraram que o desenvolvimento vegetal ndo é
alterado, mas quando essas plantas sdo infectadaBRdrou TuMV a replicacao

do virus € comprometida. Esses resultados indicam que oagé@eem um alto
potencial para ser utilizado em programas de melhoramento de plantas (Huang et al.
2010).

A proteina CI produz estruturas cbnicas que se estendem através do
plasmodesma e sao direcionadas pela proteina P3N-PIPOe{\dki 2010).Um
estudo recente demonstrou que P3N-PIPO tem a capacidade de assadqigna
proteina da membrana plasmética da célula hospedeira denominada como PCaP1. Os
autores sugerem que a interacdo auxilia a conexdo do RNA viral com os
plasmodesmas e que este mecanismo esta envolvido no movimento célula a célula do

virus (Vijayapalani et al. 2012).

Uma proteina associada ao microtubulo denominada como HIP2 foi
demonstrada por interagir com Hc-Pro 8ntuberosumA indugéo do silenciamento
do genehip2 em plantas infectadas com PVA corroborou com uma diminuigéo
significativa do acumulo viral. A associacao dos virus com microtibulos de plantas
pode estar relacionada a reorganizacdo do reticulo endoplasmatico para a finalidade
de replicacdo viral (Haikoneat al. 2013). Outro grupde pesquisa identificou as
proteinas de reticulo SNARES (Soluble N-ethil-maleimide-sensitive-factor
attachment protein receptor), Syp e Vap27-1 sendo translocadas para os cloroplastos

pela proteina viral 65 Vap27-1 atua como uma conexao entre Syp712e &K trés

proteinas localizarse na juncéo entre os cloroplastos e o silenciamento de Syp71
reduz o acumulo viral em protoplastos, sugerindo que esta proteina atua na

replicacédo viral (Wei et al. 2013).

Em um estudo recente foi demonstrado que a proteina VPg esta envolvida na
supressédo do silenciamento de RNA. Diferatdadic-Pro que € uma supressora do
silenciamento induzido por RNA fita dupla, VPg est& envolvida na amplificacdo do
silenciamento mediado pela fita senso. A proteina VPg do PVA e SGSaldeum
tuberosum co-localizam com RAdRP em pequenos corpos citoplasmaticés.
interacdo entre VPg e SGS3 interfere na etapa de supressdo do silenciamento,

provavelmente isso ocorra devido a estabilizacdo ou protecédo do RNA viral contra a
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degradacéo (Rajamaki et al. 2014).

Com o avanco das técnicas genémicas tem sido possivel a montagem de redes
de interacdo proteina-proteina, isso ocorre através da representacdo visual de um
mapa completo com analises silico simultdneas de milhares de interacbes
ocorrendo ao mesmo tempo (Bosque et al. 2014). O entendimento dessas interacoes
podem fornecer dados importantes para o desenvolvimento de medidas de controle

das doencas virais em plantas (Elena e Ro@012).

2.4 Proteinas do hospedeiro Hsp70 e DnaJ

As chaperonas moleculares participam na regulacdo de varios processos

biologicos para manter a homeostase celular. HSPs séo proteinas de choque térmico

e estdo entras mais bem caracterizadas. EE#® classificadas com base no peso
molecular em: pequenas proteinas HSPs, Hsp40 (Dnald), Hsp60 (chaperoninas),
Hsp70, Hsp90 e HsplO@s genesda maior parte das chaperonas sao expressos
constitutivamente, mas podem ser induzidos em resposta a estresses abidticos e
biéticos (Gupta et al. 2010).

As proteinas da familia Hsp70 sao filogeneticamente conservadas com
homologos funcionais nos trés dominios da vida. Possuem diferentes faacdes
célula, sendo que dentre elas, o envolvimer@alobramento de proteinas recém-
sintetizadas, no redobramento de proteinas mal dobradas ou agregados de proteina,
translocacdo de proteinas secretoras e organelares, montagem ou desmontagem de
complexos proteicos, degradacdo de proteinas e como receptores para sinalizacao,
tais como receptores de hormonios esterdides e certas proteinas quinases (Hartl and
Hayer-Hartl 2002; Mayer 2013; Mayer and Bukau 2005; Yoeangl. 2004).Em
guase todos os tipos de células estdo presente no citoplasma, reticulo

endoplasmatico, e mitocéndias (Gupta et al. 2010; Mayer 2013; Xiao et a). 2010

Uma caracteristica importante que permite a proteina Hsp70 reconhecer uma

ampla gama de proteinas como substrato esta assaciadeonhecimento de um
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motivo degenerado curto que é encontrado a cada 30-40 red&lgoase todas as
proteinas. Esse motivo encontra-se principalmente no nucleo hidrofébico e é
disponibilizado apenas quando as proteinas ndo estdo dobradas ou quando estédo
desnaturadas (Kampinga e Craig 2010; Mayer 2013). A estrutura geral da Hsp70
consiste de um dominio de ligacdo nucleotideo (NBD) de 45 kDa na por¢do N-
terminal e um dominio de ligac&m substrato (SBD) de 28 kDa na porcdo C-

terminal (Mayer and Bukau 2005).

Um mecanismo de controle alostérico entre os dominios NBD e SBD controla os
estados conformacionais da Hsp70. A hidrélise de ATP é essencial para a atividade
da proteina, os substratos encontram Hsp70/ATP com alta taxa de associacdo e
induzem a hidrolise de ATRRm seguida sédo presos a Hsp70/ADP sendo a taxa de
dissociacao baixa. Esse mecanismo aumenta a afinidade de Hsp70 a polipeptideos de
alta grandeza (Mayer 2013). A atividade de hidrélise de A&Msp70 é fraca,
entretanto, a interacdo comca-chaperona DnaJ favorece a hidrélise e promove a

ligacdo do substrato a proteina Hsp70. A liberacdo do substrato € estimulada pela

interacdoda Hsp70 com outr&o-chaperona, a NEF, caracterizada como essencial

para promover a dissociagéo entre o substrato e ADP (Kampinga and Craig 2010).

As proteinas DnaJ representam uma familiacalehaperonas que também
podem ser denominadas como Hsp40 (€ial. 2006). A familia dessas proteinas
apresenta como caracteristica principal um dominio J conservado de 70 a 80
aminoacidos e um motivo invariavel composto por quatteélices e uma sequéncia
tripeptidica de His, Pro e Asp (motivo HPD) (Rajan and D'Silva 2009). Além do
dominio J, as DnaJs possuem outros dominios conservados que permitem a
classificacdo destas proteinas em quatro classes. A classe | apresenta o dominio J, um
dominio rico em Gly/Phe, um dominio dedo de zinco e um dominio pouco
conservado na regido C-terminal; a classe Il apresenta auséncia do dominio dedo de
zinco; a classe lll apresenta apenas o dominio J e a classe IV, uma J-like que
apresenta sequéncia e estrutura semelhante ao dominio J diferindo apenas no motivo
HPD que esta ausente (Liu and Whitham 2013; Rajan and D'Silva 2009).

A inducdoda expressdo de genes que codificam proteinas chaperot@as e
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chaperonas tem sido relataeim diferentes plantas e animais infectados por virus
Entre as chaperonas, as proteinas Hsp70 e DnaJ sdo as mais comumente relacionadas
a processosde infeccao viral (Aparicicet al. 2005; Cheret al. 2008). Podem ter a

sua expressao alterada em decorréncia de alguns fatores, dentre eles, o envolvimento
no dobramento das proteinas virais recém-sintetizadas (Jockusch et al. 2001);
regulacdo da replicagdo viral (Mine et al. 2012); movimento célula a célula e
sistémico; montagem e encapsidacao da particula viral; e formacéo dos complexos de

replicacdo ancorados a membrana (Verchot 2012).

O envolvimento de proteinas com o dominio Dj&Jdoi descritoem varios
processos de infeccdo viram plantas. Durante a infec¢do pelo bromoviBueme
mosaic virugBMV), DnaJ participa da montagem dos complexos de replicacdo nas
membranas (Tomit&t al. 2003b).Em plantas infectadas pelo tospoviriemato
spotted wilt virus(TSWV) foi demonstrado que DnaJ é capaz de interagir com a
proteina NSm, envolvida no movimento viral (Soellick et al. 2000), além de interagir
com a proteina capsidial (CP) e com PC4 do tenuiWrios stripe virugRSV) (Lu
et al. 2009).

A inducdo da expressdo de chaperonas HSP70 j4 foi associada ao
estabelecimento do processo infeccioso de alguns virus. Dentre eles, aaxilia
replicacdo ddTuMV) por meio da interacdo com a RNApolimerase dependente de
RNA (Dufresneet al. 2008); interfere na expressao de genes do PVA atdavés
interacdo entre o complexo HSP70, CPIP e CP (Hafren et al. 2010); € essencial para
a localizacao e insercdo das proteinas de replicacaomato bushy stunt virus
(TBSV) nas membranas organelares (Pogany and Nagy 2008; Wang et al. 2009). No
processo infeccioso dbomato yellow leaf curl viruTYLCV) foi demonstrado que
a interacAcCP-Hsp70 facilita a translocacdo da CP entre o citoplasma e o nucleo
(Gorovitset al. 2013). A associacdo dessa interagdo com o processo de replicacéo e
multiplicacdo do virus é reforcada pelo envolvimento da CP do TYLCV na

importacdo do DNA viral para o nucleo (Kunik et al. 1998).

As proteiras Hsp70 e Hsp90 sédo requeridas para a replicacé@edoclover
necrotic mosaic virugRCNMV), ambas interagem com p27 e co-localizam no

reticulo endoplasmatico. Na auséncia do virus as proteinas do hospedeiro foram
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observadas no nucleo e no citoplasma e dificiimente foram localizadas no reticulo
endoplasmatico (Minet al. 2012). Além disso, o envolvimento da Hsp70 e Hsp90
juntamente com suas co-chaperonas ja foi relatado no silenciamento pos
transcricional de genes. Acredita-se que ambas as proteinas auxiliam a incorporacéo

dos pequenos RNAs nas proteinas argonautas (Mine et al. 2012).

Os closteovirus codificam uma proteina homologa a Hsp70 celular, esse fato
reforca a funcionalidade das Hsp70 celulares no processo infeccioso. A Hsp70
presente ncoCitrus tristeza virus(CTV) estd envolvida com a proteina p61 na
montagem das particulas virais (Satyanaraydra. 2000). Existem relatos de-
localizagdo da Hsp70h com miosinas vegetais, miosina da clase VIII foram
identificadas juntamente com Hsp70h do closteovBast yellows virugBYV) e

estao relacionadas ao movimento via plasmodesma.

Dessa forma, o estudte proteinas chaperonas é relevante, uma vez que estas
apresentam importantes funcdes celulares, e ja foram relatadas como fatores do
hospedeiro recrutados para diversos mecanismos de proliferacdo dos virus que
infectam plantas. A compreensdo da atuacdo de fatores do hospedeiro que

favorecema infeccdo viral é importante para o desenvolvimento de técnicas

biotecnolégicagmbusca do manejo da doenga no campo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolado viral

O isolado 3 do PepYMV foi descrito por Trugh al.,(2004) e vem sendo
mantidoem plantas deNicotiana debneypor meio de inoculagbes sucessivas via
extrato vegetal tamponado em fosfato de potassio 0,2M pH 7,2 com 1% de bissulfito

de sédio. As plantas infectadas sdo mantidas em casa-de-vegetacao.

3.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a extracdo de RNA foram utilizadas aproximadamente 100 mg de folhas
de Solanum lycopersicumaceradas em nitrogénio liquido. A extracdo foi realizada
utilizandose o RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) de acordo casinstrucfes do
fabricante. A integridade do RNA total foi verificaden gel de agarose (1,0%
guantificacdo e a pureza do RNA extraido foi avaliada em espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A sintese do cDNA foi realizada a [piartir
dois microgramagle RNA tratados com DNAse | (Promega), utilizarsioeligo
(dT) e a enzima SuperScript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen) conforme as
orientacdes do fabricante. O cDNA foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop
2000.
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3.3 Amplificacdo e clonagem da regido codificadora do gep@0

Para amplificacdo da regido codificadora completa do &30 de S.
lycopersicum  foram utilizados 0s oligonucleotideos 5’HSP70Sall
(5’AAAGTCGACATGGCCGGAAAAGGTG3’) e 3’HSP70Notl (5’ATAGCGGCC

GCTTAATCAACCTCCTC3’), desenhados com base na sequencia de Hsp70 de
tomateiro disponivel no genbank (NM_001247562.1).

O fragmento amplificado foi clonado em vetor pGEM T-easy (Promega)

conforme as recomendacdes do fabricante. Células competeBeshaéeichia coli

DH50 foram transformadas por choque térmico (Sambrook and Russel 2001).

extracdo de DNA plasmidial dos transformantes foi realizada utilizando o kit
Quiagem plasmid de acordo cams recomendacdes do fabricante, e a clonagem
confirmada por analise de resfiice sequenciamento (Macrogen, Inc.,Seul, Coréia
do Sul).

3.4 Analise da sequéncia do gérsp70e dnad

A sequéncia do genlesp70de tomate foi analisada utilizan@s ferramentas
BLASTnN, BLASTXx (Altschul et al. 1990) e Clustal W (Thompsagt al. 1994).A
traducdo da sequéncde nucleotideos foi realizada pelo progratnanslate tool
(http://web.expasy.org/translaie a busca por dominios conservados pelo programa

conserverd domain€DD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/ A sequencia dos

genes queodificam as isoformas das proteinas Hsp70 e DnalJ no genoma do

tomateiro foi realizada utilizando o banco de dadd*hytozomev 9.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/)

(http://www.phytozome.net predicdo da localizacdo subcelular dessas proteinas

foi realizada pelo program&ello v 2.5 subcellular localization predctior
(http://cello.life.nctu.edu.tw/)

3.5 Duplo-hibrido

As sequencias codificadoras da HSP70 citosdlica (NM_001247562.1) e da
DnaJ classe 1, d8. lycopersicune proteinas do Pep YMV (Cascardo 2011) foram
clonadas no vetor de entrada pENTR11 (Invitrogen) e transferidas para os vetores de
expressdo em leveduras pDEST32 (Invitrogen) e pDEST22 (Invitrogen) utilizando a

enzima LR clonase (Invitrogen) de acordo com as recomendacfes do fabricante.

As construcdes clonadas no vetor pDEST32 foram transformadas
Saccharomyces cerevisiastirpe AH109 pelo método do acetéitm (Gietz et al.
1992) e os transformantes foram selecionados em meio de cuftireet® Dropout

(SD) (Sigma, St. Louis, MO) sem leucina (LeuOs transformantes foraro-
transformados cormas construgdes clonadas no vetor pDEST22 e os transformantes

foram selecionados em meio SD sem leuciatriptofano (Leu, Trp).
As construcdes foram confirmadas por PCR utilizando oligonucleotideos especificos
para amplificacdo das proteinas virais do PepYMV e as proteinas Hsp70 e DnaJ.

Os ensaios foram montados em duplicatas, um para avaliar a interacdo entre a
proteina Hsp 70 asproteinas do Pep YMV e o outro para DnaJ e proteinas do Pep
YMV. A andlise da interacdo direta entre as proteinas estudadas foi avaliada pelo

crescimento das leveduras transformadas em meio SD sem leucina, triptofano e

histidina (Leu, Tip , His), suplementado com 1,5mM de 3 aminotriazole (3AT) .
Como controle positivo foi utilizado cultura de leveduras transformadas com a
construgdo pDest32-Nla e pDest22-Nlb, duas proteinas virais que sabidamente

interagem (Lee et al. 2002). Com o intuito de evitar possiveis falsos positivos,

culturas transformadas com o vetor pDest22 vazio e pDest32-Hsp70 ou pDest32-

DnaJ foram utilizadas para testar a capacidade de transativacédo das proteinas.
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3.6 Obtencéo de linhagens Slelycopersicurtransgénicas silenciadas para o gene
dnaJ

A construcdo pK7WIW-DnaJ (Valente) foi transformada na estidpe

tumefacien$5V3101 de acordo com (Brasileiro and Carneiro 1998b).

Sementes da cultivar de tomate ‘Moneymaker foram desinfetadas por
imersdo em solucao etanol 70% por um minuto, seguida por imerséo por 20 minutos
em solucdo de hipoclorito de sédio 2%. Apds a desinfestagsi®ementes foram
germinadas em meio de cultura MS meia forgca (Murashige and Skoog 1962)
acrescido de mio-inositol a 0,050 g/L, sacarose 2% (p/v), 5 g/l de agar-agar e
vitaminas de (Nitsch and Nitsch 1969). ApGs a germinacdo, os hipocotilos foram
seccionados e pré-cultivados por 48 hores ausénciade luz em meio de
regeneracdo composto por sais MS forca total (Murashige and Skoog 1962)
adicionado de vitaminas de Nitsch e Nitsch, zeatina a 0,001 g/L, sacarose a 2 g/L, e
acetoseringona 100 uM. A transformacéao foi realizada como descrito por (Frary and
Earle 1996).

3.7 Confirmagéo da inser¢ao ddNA

Material vegetal dos explantes regenerados foi utilizado para a extracao de
DNA total (Doyle and Doyle 1987). A confirmacdo da insercdo dONE no
genoma do tomateiro foi realizada por PCR com o par de oligonucleotideo$ p35S-
(5'-GCT CTA CAA ATGCCA TCA-3) e DnaJ-R (5'GTG CAC CAC GCA TGT

CT-3"), correspondente a regido entre a extremidade 5' do promotor 35S do CaMV e

a extremidade 3' do gebmaJd
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3.8 Localizagéo subcelular do gerspho

Plantas déNicotiana benthamianféoram crescidas em casa-de-vegetagao por
aproximadamente 30 dias. Apds esse periodo as plantas foram transferidas para
camara de crescimento a 22°C com um fotoperiodo de 16 horas. A regido
codificadora do genelsp70foi clonada no vetor pK7WGF2 que expressa a proteina
GFP na porcdo amino terminal da proteina para determinar a localizacdo subcelular
da Hsp70. A clonagem foi realizada por recombinacdo homdloga utilizanao-
enzima LR clonase de acordo com as orientaces do fabricante. A construcao
pk7WGF2-Hsp70 foi transformada efm tumefaciensgGV3101 pelo método do
choque térmico (Brasileiro and Carneiro 1998a). As cultura®\.déumefaciens
transformadas foram incubadas em meio LB acrescido dos antibioticos
estreptomicina, espectiomicina e gentamicina sob rotacdo de 250 rpm a 28 °C.

Quando atingiram ®D.,~de 0,6 foram centrifugadas a 8600g por 5 minutos.

600
As células foram ressuspendidas em tampdo de agroinfitracdo (MgCI2 10mM,
MES10mM e acetoseringona 200uM) ajustad@ OD600 para 0,3. Plantas de

N. benthamianacom infeccdo pelo PepYMVja estabelecida (12 dias antes da
agroinfiltracdo) e plantas sadias foram agroinfiltradas com a culturaA.de

tumefaciengontendo a construcéo descrita.

A face abaxial de folhas dbl. benthamianaforam agroinfiltradas com a
utilizacdo de seringas estéreis sem agulha, pressionando-se levemente a epiderme das
folhas. Plantas controle foram infiltradas apenas com o tampao de inoculagéo. As
folhas infiltradas foram observadas em microscopio confocal LSM 510 META (Carl

Zeiss) 48 horas apos a infiltracds imagens foram processadas com auxilio do

software LSM Image Browser 4 (Carl Zeiss) e do programa Adobe Photoshop 7.0.1.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Analise da sequéncia do gérsp70

A regido codificadora correspondente a proteina Hsp70 citosoliSaldaum
lycopersicum(SIHsp70) foi clonada e sequenciada. Anatisesequencia mostrou
gue a proteina clonada apresenta 650 aminoacidos, unsa malecular estimada
em 70 KDa e todos os dominios conservados tipicos de uma chaperona Hsp70 (Fig.
2). A porgcdo N- terminal (43 KDa) possui um dominio de ligacdo a nucleotideo
(NBD) e a C-terminal (27 KDa) um dominio de ligacéo substrato (SDB)O
motivo DLLLLD conecta o dominio NBD ao SBD. A presenca desse motivo
interligante € conservada em procariotos e eucariotos, e atua como um ligante
flexivel entre os dois dominios, onde a mudanca de angulacéo controla a afinidade da
proteina a ATP/ADP e ao peptideo substrato (Bertelsen et al. 2009).

Outro motivo conservado entre as Hsps70 citosdlicas é o EEVD, ele tem sido
relatado como sitio de interacdo a proteinas que apresentam repeticbes
tetratricopeptidicas (TPR). O motivo TPR esta envolvido na formacédo de complexos
multiproteicos relacionados a diversos processos celulares, tais como a transcricao,
ciclo celular, translocacdo de proteinas, degradacdo de proteinas, e defesa do
hospedeiro contra patégenos invasores (Allan and Ratajczak 2011). Conforme
descrito na literatura, o dominio NBD, também conhecido como dominio ATPase,
apresenta sitios de ligacdo para reconhecimento das proteinas NEFs, BAG e DnaJ
(Kabani et al. 2002; Kampinga and Craig 2010; Sondermann et al. 2001)
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MAGKGEGPAIGIDLGTTYSCVGVHQHORVE TTANDQGNRTTPSYVGF TOTERLIGDAKN 60,
QUALNPINTVFDAKRLIGRRFSOASVQEDVKLIPFKVIPGPGOKPHIWTYKGEEKEFAR 120 .

EEISSMVLTKMKETAEAFLGSTVKNAVVTVPAYFNDSQROATKDAGVISGLNVMRIINEP 180

TAAATAYGLOKKATSAGEKNVLIFDLGGGTFDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFD 240
NRMVNHFVHEFKRKHKKDITGNPRALRRLRTACERAKRTLSSTAOTTIEIDSLYEGVDFY 3¢9

396 402 564 650

STITRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKSTVHDVWLVGGSTRIPKVQQVAMTNE 360

FNGKELCKSINPDEAVAYGAAVOAATLSGEGNEKVQDL LLLOVTPLSLGLETAGGVMTVL 420 Motivo Cterminal

interligante varidvel

IPRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVFEGERRARTRONNLLGKFELSVIPPAPRVVP 480
OITVCFDIDANGILNVSAEDKTTGOKNKITITNDKGRLSKEEIEKMVOEAEKYKAEDEEL 540
KKKVEAKNSLENYAYNMRNTVKDEKIGSKLSSDDKKKIEDAVDOATSHLESNOLAEVDEF 600

EDKMKELEGICNPITAKMYQGAGGDAGYPHODDAPPSGGSSAGPKIEED 650

Figura 2: Dominios conservados na sequéncia de aminoacidos da proteina Hsp70
citosolica deS. lycopersicumDominio NBD (azul); interligante entre os dominios
(rosa); SBD (verde); C-terminal variavel (vermelho). Os tracos na sequéncia indicam
0s motivos DLLLLD e EEVD.

Analise no banco de dadBsiytozomer 9.1 (ttp://www.phytozome.neV indicou

a presenca de 22 isoformas da proteina Hsp70 no gedoipeopersicumCom o
auxilio da ferramenta Cello v 2.5 subcellular localization predctior

(http://cello.life.nctu.edu.tw/¥oi possivel predizer a localizacdo subcelular dessas

proteinas, elas foram preditas em diferentes compartimentos celulares como
citoplasma, mitocéndria, cloroplasto e reticulo endoplasmatico (Tabela 1). Uma
analise filogenética incluindo a proteina SIHsp70 e tafasutras isoformas de
Hsp70 doS. licopercisunrevelou uma alta conservacéo das sequéncias e a presenca
de cinco clados distintos. O agrupamento das proteinas teve uma relacéo direta com a

predicdo da sua localizacdo subcelular (Figura 3).
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Tabela 1: Localizacéo fisicam pb de bases dos genesp70nos cromossomos de
tomateiro, peso molecular e predicdo da localizacdo subecelular

Hsp70.
. Massa Predicéo localizagéo

Proteina Cromossomo molecular subcelular

(kDa)

SIHsp70 71,3 Citoplasmatica
Solyc06g076020.2.1 71,2 Citoplasmatica
Solyc11g066060.1.1 11 77,15 Citoplasmatica
Solyc09g010630.2.1 9 77,88 Citoplasmatica
Solyc10g086410.2.1 10 77,28 Citoplasmatica
Solyc119g066100.1.1 11 78,48 Citoplasmatica
Solyc049011440.2.1 4 78,12 Citoplasmatica
Solyc03g117630.1.1 3 78,48 Citoplasmatica
Solyc07g005820.2.1 7 78,48 Citoplasmatica
Solyc03g082920.2.1 3 80,04 Ret. Endoplasmatico
Solyc08g082820.2.1 8 79,92 Ret.endoplasmatico
Solyc01g099660.2.1 1 80,28 Ret. Endoplasmatico
Solyc069052050.2.1 6 74,28 Ret. Endoplasmatico
Solyc01g106260.2.1 1 80,4 Mitocondrial
Solyc01g106210.2.1 1 81,72 Mitocondrial
Solyc11g020040.1.1 11 83.04 Cloroplasto
Solyc01g103450.2.1 1 84,36 Cloroplasto
Solyc12g043120.1.1 12 69,12 Citoplasmatica
Solyc12g043110.1.1 12 101,52 Citoplasmatica
Solyc02g080470.2.1 2 90,36 Citoplasmatica
Solyc07g043560.2.1 106,8 Citoplasmatica
Solyc09g0759501.1 63,73 Citoplasmatica

das proteinas
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83 — Solyc11g066060.1.1
83 | [ Solyc09g010630.2.1
82 o Solyc10g086410.2.1
Solyc04g011440.2.1
Solyc11g066100.1.1
Solyc039g117630.1.1
72 Solyc079005820.2.1

98

96
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Solyc01g0

100
84 100

100 ¢

100| [~ Solyc11g020040.1.1
100 —— Solyc01¢103450.2.1

Solyc09g075950.1.1
Solyc07g043560.2.1
Solyc02g080470.2.1

wol [ Solyc129043120.1.1
100 — Solyc12g043110.1.1

100

P
0,2 amino acid substitutions per site

Figura 3: Relacdo entre as isoformas da proteina Hsp70. A arvore filogenética
compreende 0 agrupamento erdieisoformas da Hsp7@m S. licopersicumAs
proteinas agrupararam seis clados de acordo com a sua localizacdo subcelular.
Citoplasmatica (laranja); Reticulo endoplasmatico (verde); Mitocondrial (azul);
Cloroplasto (roxo), Citoplasmatica (vermelho).

As sequéncias de aminoacidos das proteinas citosélicas Hsp¥.thdkana
(AtHsp70), Hsp70 d&l. tabacun{NtHsp70) e Hsp70 dd. benthamiangNbHsp70)
foram comparadas com a SIHsp70. Estas sequencias foram selecionadas, por ja terem
sido descritas como proteinas envolvidas no processo de infeccdo por TuMV
(Dufresneet al. 2008), PVA (Hafreret al. 2010) e RCNMV (Mineet al. 2012)em

25



hospedeiros suscetiveis. Os estudos mostram o envolvimento das proteinas AtHsp70
e NbHsp70 no processo de replicacao viral (Dufresne et al. 2008; Mine et al. 2012).

A proteina NtHsp70 foi descrita como importante para controle da expressdo génica
da CP, esse controle é fundamental para que o processo de replicacdo e traducao viral
sejam acoplados em um mesmo complexo (Hafren et al. 2010). O resultado do
alinhamento demonstra o elevado grau de conservacéo entre as proteinas dessa classe
em diferentes espécies de plantas (FiguraBE$sa alta similaridade sugere que a
Hsp70 citosodlica de tomate pode ser ser um fator do hospedeiro importante para o

estabelecimento da infeccéo viral.

=}

R WM GRGEGPAIGIDLGTTYSCVGVWQHDRVEI IANDOQGNRTTPSYVGFTDEERLIGDAARNQVAENPINTVFDARKRLIGRR
AtHsp70 ‘GKGEGPAIGIDLGTTYSCVGVWQHDRVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDSERLIGDAAKNQVA“NPINTVFDAKRLIGRF
NtHsp70 ‘GKGEGPAIGIDLGTTYSCVGVWQHDRVEIIANDQGNRTTPSYVGFTDTERLIGDAAKNQVA“NPINTVFDAKRLIGRP
oK) WAIMA GKGEGPATIGIDLGTTY SCVGVWQHDRVE I TANDQGNRTTPSYVGFTDEERLIGDAARKNQVARNPINTVFDAKRLIGRR

o o m

o O o

S1lHsp70
AtHsp70
NtHsp70
NbHsp70

S1Hsp70
St s WA TR DAGV IFGLNVIRI INEPTAAATAYGLDRRATSYGERNVLIFDLGGGTFDVSLLT IEEGIFEVRATAGDTHLGGEDFD
NtHsp70 'TKDAGVIHGLNVERIINEPTAAAIAYGLDKKATSVGEKNVLIFDLGGGTFDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFI

NbHsp70

S1lHsp70 320
AtHsp70 320
NtHsp70 320
NbHsp70 320
S1lHsp70 400
AtHsp70 399
NtHsp70 399
iieizEcia iV PVER CLRDARKMDRETIBIDVVLVGGSTRIPRVQO: 399
S1Hsp70 RTRDNNLLGRFELSVIPPAPRVV PR
AtHsp70 RERTEDNNLLGKFELSGI PPAPRGV PR
NtHsp70 478
NbHsp70 478
S1lHsp70 560
AtHsp70 558
NtHsp70 558
NbHsp70 558
S1lHsp70 637
AtHsp70 637
NtHsp70 636
NbHsp70 636
S1Hsp70

AtHsp70

NtHsp70

NbHsp70 EleAGPRTIEEVDRES]

Figura 4: Alinhamento da sequéncia dos aminoacidos deduzidos da proteina
SIHsp70 com AtHsp70; NtHsp70 e NbHsp70 usando os progristegae o Color
Align Conservation Regides de identidade sdo sombreagtaspreto. Sombreado
branco sinaliza a regido onde a SIHsp70 difere das outras trés proteinas. Sombreado
cinza sinaliza a mudanca de aminoacido entre alguma das proteinas AtHsp70,
NtHsp70 e NBHsp70.
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Uma é&rvore filogenética com os homélogos dashaperonas DnaJ tipo 1
em N. benthamianae S. lyopersicumindicam uma alta conservacdo entre as
sequéncias e reforcam os indicios de que SIDj1 (Solyc05¢g055160.2.1) esta envolvida

em alguma etapa do estabelecimento da infecdo do PepYMV (Figura 5).

NbMIP1.3
NbMIP1.2
Solyc04g009770.2.1
Solyc11g006460.1.1
Solyc05g055160.2.1 %

57 |sg | T NDMIP1.1b

93 ' NbMIP1.1a

NbMIP1L1
Solyc01g090550.2.1
NbMIP1.4a

NbMIP1.4b

—— Solyc11g071830.1.1

91
30

46
99

100

% 92

Solyc07g053620.2.1
100 [~ Solyc01g086740.2.1
% L NbDnaJ

Solyc019081330.2.1
Solyc03g118500.2.1

92 Solyc03g116790.2.1
72 Solyc01g105340.2.1

Figura 5. Relacdo entre os homologos do dominio J. A é&rvore filogenética
compreende proteinas com dominio J do tipamiN. benthamiangrepresentadas

em azul) &S. lycopersicunfrepresentadas em preto). A estrela indica a sequélacia
proteina SIDj1. A é&rvore filogenética foi construida usando o método de maxima
verossimilhanca.

4.2 Localizagao subcelular da proteina Hsp70

A localizacao subcelular da SIHsp70 em plamMadbenthamianaadia einfectada
foi analisada por microscopia confocal. A analise da localizacaprataina &
importante para estudar o possivel envolvimento da SIHsp70 no processo de

infecgao viral, e observar a possibilidade alguma alteragdo na localizagao da
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proteina entre a célula sadia e a infectada. A proteina foi observada no nucleo e
citoplasma tanto em plantas sadias como em plantas infectadas (Figura 6). Os
resultados estdo de acordo com o que foi observado por Dusfrahe (2008) e

Mine Hyodoet al., (2012).Em ambos os trabalhos, a participacdo das chaperona
Hsp70 foi confirmada no mecanismo de replicacdo viral, entretanto, esse
envolvimento néo teve influéncia na localizacao nuclear e citoplasmatica da proteina
nas células infectadas. O dominio 6K2 em potyvirus € essencial para a formacdo das
vesiculas replicativas associadas ao reticulo endoplasmatico. A expressado transiente
da 6K-VPg-Pro do TuMV foi suficiente para o redirecionamento da RdRp e AtHsc70
para as vesiculas perinucleares (Dufresne et al. 2008). Analise de plantas infectadas
por RCNV demonstrou que a localizacdo da Hsp70 no nulcleo e citoplasma néo é
alterada, apesar disso, durante a infeccdo a proteina é também localizada no reticulo
endoplasmatico (Mine et al. 2012).

Uma comparacdo entre os relatos de Dusfrene et al., (2008) e 0s nossos
resultados sugerem a possibilidade da presenca de vesiculas replicativas nas células
infectadas pelo PepYMV (Figura 6B). Devido essa regido apresentar expressédo da
SIHsp70 é possivel especular que provavelmente a proteina vegetal esteja envolvida
em alguma etapa da montagem dos complexos de replicacdo associados a membrana.
Entretanto ensaios de expressao transientllecalizacédo de 6K2 e SIHsp70 séo

necessarios para corroborar essa hipétese.
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20 ym

Figura 6: Localizacdo subcelular da proteina Hsp70 fusionada com GFP em células
de N. benthamiana(A) Planta sadia. (B) Planta infectada pelo PepYMV. Pontas de
setas brancas indicam a possibilidade de vesiculas replicativas associadas ao reticulo
endoplasmatico.

4.3 Ensaio de duplo hibrido em leveduras: interacéo proteina-proteina

O sistema de duplo hibrido em leveduras foi utilizado para investigar a
ocorréncia de interacdo direta entre proteina do PepYMV (P1, Hc-pro, CI, Nla, NIib,
CP, P3) e a SIHsp70. Avaliacéa interacao entrasproteinas do PepYMV e @
chaperona SIDj1 (Xavier 2012 ) também foi realizada.

A ocorréncia da interacdo foi analisada pelo crescimentomeio auxotrofico

para leucina, triptofano e histidina. A levedura transformada com pDEST32 e
pDEST22 foi utilizada como controle negativo e ndo apresentou crescin@ento.
controle positivo pDEST32-Nla e pDEST22-NIb apresentou o crescimento esperado
(Figura 7). A capacidade de transativacdo das proteinas vegetais foi testada
com transformantes pDEST32 e pDEST22-SIDJ1 e com os transformantes
pDEST32 epDEST22-SIHsp70. Os resultados indicam que nenhuma das proteinas
vegetais apresenta a capacidade de transativacéo. Interacdo direta entre as proteinas
vegetais as proteinas virais ndo foram observadas (Fig. 5). A deteccado de interacdo
direta foiverificada em leveduras transformadas com pDEST32-SIDj1 e pDEST22-

SIHsp70 (Figura 6A e B). Devido o sistema duplo hibrido em leveduras néo ser
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indicado para proteinas associadas a membrana, interacdo entre as proteinas com
dominio transmembrana 6K1 e 6K2 ndo foram avaliadas. A interacdo com a

proteina P3N- PIPO ainda necessita ser verificada.

SIHsp70 +
SIDj1

SIHsp70+

Nib

SIHsp70
+

SiHsp70|
+

SiHsp70] SIDil*
+

c

Figura 7: Ensaio de duplo hibridem leveduras. (A) Interacdo ent&Dj1(AD) e
SIHsp70(BD) foi detectada pelo crescimento de leveduras em meio de cultura SD (-
Leu, -Trip,-His) acrescido de 3AT (1,5mM) 4 dias apds o plagueamento. As
proteinas do PepYMV ndo apresentaram interacdo com SIDjl. (B) Interacdo entre
SIHsp70 (AD) e SIDj1 (BD) foi observada pelo crescimento de levedumaseio

de cultura SD (-Leu, -Trip,-His) acrescidode 3AT (1,5mM) 4 dias apéo
plagueamento. Nenhuma proteina do PepYMV interagiu com SIHsp70. Controle
negativo (AD:BD). Controle positivo (Nla AD:NIb BD).

Plantas silenciadas para o gene da SIDj1 foram infectadas com PepYMV e
apresentaram um menor acumulo viral, esse resultado indica a possibilidade da
proteina estar envolvida no processo infeccioso (Xavier 2012). A ndo interagdo entre
SIDj1 e as proteinas PepYMV contradizem o trabalho feito por (Hofius et al. 2007),
onde os autores descobriram uma interacdo direta entre uma DiNidotdana
tabacume a CP do PVY. Uma explicacéo para essa diferenca dos resultados é que a
SIDj1 de tomate (DnaJ de classes 1) apresenta uma similaridade inferior a 54%
guando comparada com NtCPIPs (DnaJ-like).

A deteccao da interacao entre a proteina Hsp70 e sua co-chaperona DnaJ condiz
com a funcionalidade dessas proteinas na célula e com resultados obtidos por outros
autores (Dufresne et al. 2008; Kampinga and Craig 2010; Mayer 2013). A atividade
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de hidrolise de ATP da Hsp70 é comprometida quands@aacontra associada a
DnaJ (Mayer 2013). A participacdo conjunta das proteinas Hsp70 ejdifaiJ
relatada por estar envolvida na regulacdo da proteina CP do PVA, essa regulagéo esta
relacionada a formacéo de complexos de replicagédo associados a traducaoefHafren
al. 2010). O envolvimento dessas proteinas vegetais ja foi descrito como importante
para o movimento célula-a-célula de diferentes virus (Chen et al. 2008; Hofius et al.
2007; Lu et al. 2009; Mathioudakis et al. 2012; Shimizu et al. 2009).

Além disso, o relato de closteovirus sintetizarem proteinas homologas a Hsp70 e
a sua funcionalidade no movimento intracelular viral (Avisar et al. 2008; Metlina
al. 1999) reforcam a importancia dessas proteinas no favorecimento do
desenvolvimento do virus.

A chaperona AtHsc70 interage com a RDRP do TuMV (Dufresne et al. 2008),
o alinhamento entre SIHsp70 e AtHsc70 (Figura 4) indica uma alta identidade entre
as sequencias, entretanto, o resultado ndo foi reproduzido entre SIHsp70 e NIb do
PepYMV. Mine et al. (2012) sugeriram a associacdo entre NbHsp70, NbHsp90 e o
complexo replicase do RCNMV, a chaperona Hsp90 de tomate pode estar envolvida
com a interacdo entre SIHsp70 e as proteinas do PepYMV.

Durante o processamento da poliproteina de potyvirus sdo formados
intermediarios proteicos e esses podem estar interagindo com fatores do hospedeiro.
A clivagem pela protease Nla ocorre de maneira sequencial, com afinidades
diferentesda protease aos sitios de clivagem. A proteddisealguns sitios, como

entre a 6I§ e a Nla, so6 ocorre ao final da replicacéo viral (Carrington and Dougherty

1988; Dougherty et al. 1988). Sendo assim, a forma como as proteinas dos potyvirus
sdo sintetizadas podem justificar a ndo interacdo entre SIHsp70 e SIDj1 com as
proteinas do PepYMV.

Outra possibilidade é que as proteinas do hospedeiro analisadas possam
interagir com o RNA viral, Hsp70 de mamiferos ja foi demonstrada porsigar-
seletivamente a sequéncias de RNA através de seu dominio ATPase (Zimamer
2001). Métodos diferenciados, tais como, ensaioputledown (lioka et al. 2011),
motilidade eletroforética de RNA (Rio 2014), ensaios de protecdo contra RnaseH
(Gunzl et al. 2002) ou hibridizagao fluorescentesitu (FISH) (Vybohet al. 2012)

poderao ser utilizados para verificar interacdo entre o RNA viral e a SIHsp70 .
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O envolvimento de um terceiro fator do hospedeiro pode justificar a néo
interacdo entre as proteinas analisadas. Uma rede de interacdes entre alguma proteina
do virus e proteinas do hospedeiro pode estar envolvida no estabelecimento de
infeccdes virais (Ala-Poikelat al. 2011; Rajamaket al. 2014; Tomiteet al. 2003a;
Vijayapalaniet al. 2012; Weiet al. 2010). Estudos realizados por (Rajanetkal.

2014) demonstrou que a proteina SGS3 atua como um adaptador entre a RdRp do
hospedeiro e a VPg do PVA.

Uma hipétese que ndo pode ser descartada € o aumento da expressdo génica
dachaperona Hsp70 e sua-chaperona Dnadm plantas infectadas pelo PepYMV
estar relacionada com o dobramento das proteinas virais e ndo apresentarem uma

correlacao direta com a replicacao do virus na célula hospedeira.

4.4 Silenciamento do gene SIDj1 iatumefacienem plantas de tomateiro

Estudos anteriores revelaram que a co-chaperona SIDjl apresenta expressao
induzidaem plantas de tomateiro infectadas com PepYMV e apontam-a como um
importante fator de suscetibilidade que regula positivamente os estagios iniciais da
infeccédo viral (Alfenas Zerbini et al., 2009; Xavier, 2012). As técnicas utilizadas até
0 momento nao permitiram compreender a funcionalidade dessa proteina nas
infeccdes ja estabelecidas do PepYMV. Devido a isso, a estratégia de silenciamento
génico induzido por transgenia foi desenvolvida nesse trabalho. Com o intuito de
verificar a funcao da proteina SIDj1 durante o processo de infec¢do pelo PepYMV,
plantas de tomateifsloneymakeforam transformadas com a construcao pK7WIW-
DnaJd , que induz o silenciamento do g8i2J1

Foram realizados 5 repeticdes com 100 explasbesada experimentoA
média de regenerantes foi de aproximadamente T¥rotos apresentaram um
crescimento lento, foram mantidesn meiosde regeneracdo por trés meses, apos
esse periodo comecaram a apresentar sinais de clorose e em seguida morreram.
Todas as plantas morreram antes da emisséo de raizes, o que impossibilitou a fase de
aclimatizacao e a inoculacédo com o PepYMV. Devido a isso, néo foi possivel avaliar
o efeito do silenciamento pdés transcricional do gene SIDj1 no contexto da infeccéo

viral ocasionada pelo PepYMV.
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A morte massiva de brotos regenerados antes da confirmacao da indercéo
T-DNA, indicou-nos a necessidade de suoreeningprecoce de transformantes,
aindaem meio de regeneracébe 4 plantas analisadas, housm 3 a confirmacéo
da integracdo do T-DNA no genoma via PCR utilizando oligonucleotideos
especificos. O amplicon corresponde a uma regido do cassete de aproximadamente
2,0 Kpb, compreendendo desde a extremid#iddo promotor 35Sp353 até a
extremidade5’ do geneSIDj1. A presenca do amplicon confirmou os eventos de
transgenia nos regenerantes (Figura. 8). Esses resultados indicam que possivelmente
o silenciamento desta co-chaperona em tomateiro pode estar associado a um

fenbmeno de letalidade precoce durante a organogénese.

A Cg
om0t

(Kpb)

Figura 8: Silenciamento do gene SIDj1 vha tumefacienem plantas déomateiro

(A) Representacdo esquematica da construcdo utilizada ptesmséormacdo de
plantas de tomateiro com o objetivo de silenciar o gene SIDjl1. (B) Regenerante no
meio de cultura C, 4 semanas apos a transformacdo. (C) Regemeran&go de
cultura D, 8 semanas ap0s a transformacéo, apresenta os primeiros sinais de clorose.
A foto em menor aumento mostra a morte celular do broto 12 semanas apds a
transformacgéo. (D) Confirmagédo da integracdo do T-DNA nas plantas regeneradas
apos transformagdo com a construgdo pK7WIW-SIDj1. -, amplificacdo sem DNA
(controle da reacao); WT, amplificacédo a partir de planta nao transformada (controle
negativo); +, amplificacdo a partide DNA plasmidial daconstrugdo pK7WIW-

SIDj1 (controle positivo); 1-4,amplificacédo a partir das plantas regeneradas.
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A alta conservacdo das co-chaperonas DnaJ em eucariotos torna plausivel a
ideia deter ocorrido um fenbmeno de silenciamento generalizado nas plantas
transgénicas silenciadas para o gene SIDj1. O vetor de expresséo utilizado para a
transformacé@o foi clonado com a sequéncia completa da proteina SIDj1. Uma
alternativa paraontornar o fendbmeno de letalidade pode ser a utilizacdo de um
fragmento menos conservado da proteina no processo de inducédo do silenciamento
génico.

Analise no banco de daddézhytozomev 9.1 (http://www.phytozome.net/)

demonstrou que o tomateiro apresenta 83 isoformas da proteina DnaJ. As isoformas
estdo representadas em 3 classes distintas: 12 representantes da classe 1, 6 da classe 2
e 62 da classe 3. Essa diversidade de DnaJs no tomateiro pode eaplicar
silenciamento generalizado das plantas transformadas. A predicdo da localizacdo
subcelular indicou a presenca das isoformas em diferentes compartimentos celulares,
tais como, nucleo, citoplasma, membrana plasmatica, cloroplasto, mitocéndria e no
meio extracelular (Tabela 2). O efeito da supresséo pode ter refletido na expressao

das diferentes isoformas presente na planta.
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Tabela 2 Localizacéo fisicaem pb de bases dos gendisaJ nos cromossomos de
tomateiro, peso molecular e predicédo da localizagcdo subecelular das proteinas Hsp70.

o Predicéo da

Proteina Cromossomc Massa molecular Posicao localizacdo
Kda dominio J
subcelular
Solyc05¢g055160.2.. 5 46.74 1 Nuclear
Solyc11g006460.1.. 11 46.62 1 Nuclear
Solyc04g009770.2.. 4 46.65 1 Nuclear
Solyc11g071830.1.. 11 46.53 1 Nuclear
Solyc01g090550.2.. 1 47.27 1 Nuclear
Solyc05g050810.2.. 5 28.28 3 Nuclear
Solyc01g079610.2.. 1 39.25 2 Nuclear
Solyc04g005820.2.. 4 35.79 2 Nuclear
Solyc01g086740.2.. 1 48 1 Nuclear
Solyc03g116790.2.. 3 53.56 1 Cloroplasto
Solyc03g044350.1.. 3 32.86 1 Nuclear
Solyc02g077670.2.. 2 37.75 2 Citoplasmatica
Solyc06g071110.2.. 6 37.69 2 Nuclear
Solyc01g081330.2.. 1 48.49 1 Mitocondrial
Solyc09g005350.2.. 9 37.38 2 Citoplasmatica
Solyc01g105340.2.. 1 37.67 1 Nuclear
Solyc07g053620.2.. 7 23.87 1 Nuclear
Solyc11g044450.1.. 11 38.42 2 Nuclear
Solyc01g109890.2.. 1 38.71 3 Citoplasmatica
Solyc03g118500.2.. 58.27 1 Cloroplasto
Solyc09g007630.2.. 54.71 3 Reticulo
endoplasmétice

Solyc05g009160.2.. 5 45.73 3 Nuclear
Solyc09g005120.2.. 9 62.51 3 Nuclear
Solyc04g007370.2.. 4 45.66 3 Nuclear
Solyc049063390.2.. 4 43.57 3 Citoplasmatica
Solyc12g095800.1.. 12 44.27 3 Citoplasmatica
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Solyc10g079090.1..
Solyc05g006240.2..
Solyc01g100230.2..
Solyc01g066770.2..
Solyc10g078560.1..

Solyc05g008120.2..
Solyc09g075470.2..
Solyc03g097240.2..
Solyc02g080130.2..

Solyc03g115140.2..
Solyc09g092260.2..
Solyc09g009180.2..

Solyc04g076080.2..
Solyc10g081220.1..
Solyc08g078660.2..
Solyc09g074610.2..
Solyc02g064740.2..
Solyc04g081530.1..
Solyc03g007610.2..

Solyc01g044270.2..
Solyc03g019640.1..
Sdyc099g015360.2.]
Solyc079065960.1..
Solyc03g115120.1..
Solyc05g040050.1..
Solyc03g007280.2..
Solyc03g123560.2..
Solyc02g062160.1..
Solyc07g065970.1..
Solyc05g053760.2..

10

N W © O

w A N O

O N D W W 0o W N © W Bk

33.1
47.04
18.36
42.45
34.63

22.09
14.98
14.76
35.53

70.68
20.93
76.48

16.92
21.17
59.89
29.17
57.37
17.01
79.14

87.21
104.31
34.9
18.22
43.47
87.96
21.59
24.14
17.31
18.3
22.7

W W W w w

W W W W W w w w W w w

W W W W W W w w w ww

Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Membrana
plasmética
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Membrana
plasmética
Nuclear
Nuclear
Membrana
plasmética
Nuclear
Mitocondrial
Mitocondrial
Nuclear
Mitocondrial
Cloroplasto
Membrana
plasmatica
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Cloroplasto
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Cloroplasto
Nuclear

Nuclear
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Solyc08g029220.1.. 8 88.37 3 Nuclear

Solyc07g066290.2.. 7 63.76 3 Membrana
plasmética
Solyc08g005300.1.. 8 103.36 3 Nuclear
Solyc01g096700.2.. 1 69.38 3 Nuclear
Sdyc049g076270.1.! 4 40.78 3 Nuclear
Solyc01g065570.2.. 1 27.64 3 Nuclear
Solyc11g018670.1.. 11 79.77 3 Nuclear
Solyc079055260.2.. 7 37.77 3 Nuclear
Solyc07g026810.2.. 7 81.96 3 Membrana
plasmética
Solyc01g098250.2.. 1 111.61 3 Nuclear
Solyc01g088730.2.. 1 33.13 3 Nuclear
Solyc02g014860.2.. 2 50.92 3 Cloroplasto
Solyc12g056890.1.. 12 25.02 3 Nuclear
Solyc01g067780.1.. 1 102.26 3 Nuclear
Solyc069072330.2.. 6 11.92 3 Mitocondrial
Solyc04g015090.1.. 4 26.09 3 Nuclear
Solyc01g099260.2.. 1 30.42 3 Extracelular
Solyc03g019630.1.. 3 17.41 3 Nuclear
Solyc07g007230.2.. 7 47.47 3 Nuclear
Solyc11g006170.1.. 11 71.56 3 Nuclear
Solyc10g086040.1.. 10 12.16 3 Mitocondrial
Solyc11g005400.1.. 11 33.19 3 Nuclear
Solyc03g063350.2.. 3 22 3 Nuclear
Solyc07g047690.1.. 7 87.83 3 Nuclear
Solyc12g056850.1.. 12 32.71 3 Nuclear
Solyc11g071930.1.. 11 30.36 3 Nuclear
Solyc09g007390.2.. 9 12.26 3 Extracelular
Solyc06g068500.2.. 6 18.53 3 Nuclear

O uso de proteinas truncadas foi uma alternativa utilizada por Hofius et al.,
(2007) para contornar os efeitos indesejados da indugdo do silenciamento. Apos

constatar a porgéo da proteina NtCPIP responsavel pela interagcdo com a CP do PVY,
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0s autores induziram mutacbes nessa regido e expressaram a proteina por
transformacdo em plantas via agrobactéria. As plantas transgénicas apresentaram

uma reducédo do acumulo viral quando comparada com as plantas selvagens.

Outra alternativa muito utilizada € o silenciamento génico induzido por virus
(VIGS), ele tem sido proposto como uma ferramenta para estudos funcionais de
genes envolvidos em diversos processos (Becker and Lange 2010; Burch-Smith et al.
2006; Waterhouse and Helliwell 2003). O mecanismo de silenciamento génico €&
disparado pela infecgdo com um vetor viral. A técnica permite a reducdo drastica dos
niveis de transcritos endodgenos da planta, no entanto, ndo ocorre a auséncia completa
da expressdo génica (Angell and Baulcombe 1999). Essa é uma vantagem

importante, pois inibe que a inducao do silenciamento seja letal para a planta.

Inibidores quimicos para expressdo das proteinas Hsp70 e Hsp90 foram
utilizados em protoplastos com intuito de verificar se a inibicdo desses genes estava
relacionada com o acumulo do RCNMV (Mine et al. 2012). Essa alternativa tem sido
proposta para responder investigacdes sobre o envolvimento de fatores do hospedeiro
em resposta a alteracdes abidticas ou bidticas. Basaia- utilizacdo de agentes
guimicos que blogueiam a expressdo da proteina desejada alea@@saiosem
protoplastos de plantas e podem fornecer uma resposta rapida da atividade funcional
de dada proteina.

Diante do exposto, sugerimos que o0s brotos regenerantes transformados
apresentaram um fenétipo de letalidade. Acreditamos que a letalidade das plantulas
esteja associada a completa auséncia da expressao gérsichldeisto que, a
proteina codificada por esse gene apresenta fungdes importantes para a célula.
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5. CONCLUSOES

As analises realizadas permitiram concluir que o envolvimento da chaperona
Hsp70 e sua co-chaperona DnaJ no processo infeccioso do PepYMV ocorre de
formaindireta. A proteina Hsp70 clonadie S. lycopersicunapresenta todoss
dominios tipicos da chaperona. A localizagdo subcelular de SIHsp70 foi detecatada
no nucleo eitoplasma, além disso, alguns indicios sugerem a possibilidade da
suaco- localizagdo com vesiculas replicativas. Interacao direta entre as proteinas as
SIHsp70 e SIDj1 foi detectada, entretanto, ndo houve interagdo com as proteinas do
PepYMV. O silenciamento do gersidjl induz um fenétipo letal em plantas de
tomateiro transformadas. Estudos adicionais necessitam ser realizados para

elucidar a funcéo destas proteinas na infeccao por PepYMV.
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