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Figura 1: Arvore filogenética baseada no alinhamento de 11 sequéncias do gene rep
de diferentes isolados de begomovirus que infectam tomateiro no Brasil. Os virus
utilizados no alinhamento foram: tomato rugose mosaic virus (ToRMV), tomato
severe rugose virus (ToSRV), tomato golden mosaic virus (TGMV), tomato mild
mosaic virus (ToMIMV), tomato yellow spot virus (ToYSV), tomato leaf distortion
virus (ToLDV), tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), tomato golden vein virus
(TGVV), tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV), tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV) e tomato interveinal chlorosis virus (TolCV). A arvore foi construida pelo
método Neighbor-Joining, com 1000 repetigdes “bootstraps”, utilizando o programa
Mega 5.0 (Koichiro et al., 2011). Os quatro grupos com maior identidade
nucleotidica sdo demonstrados por ramos de diferentes cores, sendo: verde para o
grupo do virus ToSRV, bege para o grupo do virus ToLDV, cinza para o grupo do
virus TGVV e amarelo para o grupo do virus TOMLCV. Os numeros abaixo dos
ramos representam a porcentagem de vezes que cada ramo é repetido nas

repeticdes “bootstraps” (Felsenstein, 1985). .........ooviiiiiiiiiiiiii s 63

Figura 2: Representagcdo das regides do gene rep, escolhidas para construgdo do
cassete de expressdo de hpRNA. As figuras representam o DNA-A completo dos
virus selecionados, com a localizagdo do gene rep (roxo) no genoma, e a
localizagédo dentro desse gene das sequéncias escolhidas para construgao do DNA
quimérico para expressdao do hpRNA (transgene rep). a) tomato severe rugose
virus (ToSRV), com um DNA-A de 2.593 pb e a regido de 326 pb, selecionada para
construcdo do cassete de interferéncia, demonstrada em verde. b) tomato leaf
distortion virus (ToLDV), com DNA-A de 2.645 pb, e a regido selecionada de 320
pb demonstrada em bege. c) tomato golden vein virus (TGVV), com 2.564 pb e a
regido selecionada de 319 pb em cinza. d) tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV),
com 2.631 pb, e a regido de 321 pb selecionada demonstrada em amarelo. 64

Figura 3: Estratégia para construgdo de um cassete de expressdo de hpRNA
quimérico para silenciamento do gene rep de begomovirus. Uma sequéncia de

DNA quimérico, formada por sequéncias de quatro grupos virais, dispostas in
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tandem, foi clonada no vetor pSIU, entre os sitios Xbal e Kpnl, resultando no vetor
pSlU-fourgemini1. A mesma sequéncia foi clonada nesse vetor, em sentido
contrario, entre os sitios Spel e Apal, resultando no vetor pSIU-fourgemini2. Isso
permitiu a formac&o de um cassete de hpRNA, direcionado para o gene rep, entre
os sitios EcoRI e Hindlll. Tomato severe rugose virus (ToSRV), tomato mottle leaf
curl virus (TMoLCV), tomato golden vein virus (TGVV), tomato leaf distortion virus
(ToLDV), promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (35SCaMV), intron 3 do
gene da malato sintase de Arabidopsis thaliana (AtMS intron), terminador do gene
da nopalina sintase (nos3’). O cassete de interferéncia (3.951 pb) retirado do vetor
pSIU-fourgemini2 foi clonado, entre os sitios EcoRl e Hindlll do vetor binario
pCambia-3300, resultando no vetor pC3300-fourgemini (12.325 pb). Tomato severe
rugose virus (ToSRV), tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV), tomato Golden vein
virus (TGVV), tomato leaf distortion virus (ToLDV), promotor 35S do virus do
mosaico da couve-flor (35SCaMV), intron 3 do gene da malato sintase de
Arabidopsis thaliana (AtMS intron), terminador do gene da nopalina sintase (nos3’),
gene de resisténcia a canamicina (Kanamycin), regides entre as quais o DNA de
interesse é clonado (T-border), gene de resisténcia ao herbicida glufosinato de
amomio (bar), replicon para replicagao em A. tumefaciens (pVS1 rep), regido para
estabilidade em A. tumefaciens (PVS1 Sta)...........ceevvvieeis 67

Figura 4: Vetor final pC3300-fourgemini (12.325 pb) desenvolvido para silenciamento
do gene rep de diferentes espécies de begomovirus que infectam tomateiro no
Brasil. Tomato severe rugose virus (ToSRV), tomato mottle leaf curl virus
(TMoLCV), tomato golden vein virus (TGVV), tomato leaf distortion virus (ToLDV),
promotor 35S do virus cauliflower mosaic virus (35SCaMV), intron 3 do gene da
malato sintase de Arabidopsis thaliana (AtMS intron), terminador do gene da
nopalina sintase (nos3’), gene de resisténcia a canamicina (Kanamycin), regides
entre as quais o DNA de interesse é clonado (T-border), gene de resisténcia ao
herbicida glufosinato de amoémio (bar), sequéncia 5 untranslated region do RNA
viral de alfafa mosaic virus (AMV), porcao alpha do gene LacZ (LacZ alpha).86
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Figura 5: Linhagens de Nicotiana benthamiana transgénicas (To), transformadas com o
vetor pC3300-fourgemini. a) Analise de imunocromatografia de fluxo lateral,
demonstrando a presenga da proteina PAT (phosphinothricin-N-acetyltransferase)
em 20 linhagens de plantas transformadas. b) Reagcdo em cadeia pela polimerase
(PCR), para confirmagdo da presenca do transgene nas 20 plantas Ty
transformadas, utilizando os primers 35SAMVF e 4geminiR, resultando na
amplificagdo de um fragmento especifico de 1.089 pb. Os numeros acima das
figuras demonstram as diferentes linhagens Ty geradas (2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 12, 13,
16, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 29, 30, 35), NT: planta controle n&o-transgénica. 90

Figura 6: Selecao de plantas transgénicas da geragao T», através de pulverizagdo com
o herbicida glufosinato de amémio a 1%. Mudas a serem desafiadas foram
inicialmente selecionadas. a) Plantas transgénicas apresentando desenvolvimento
normal, sem nenhuma alteragdo fenotipica. b) Plantas nao-transgénicas
(segregantes) apresentando alteragdes fenotipicas como folhas murchas e parada

NO AESENVOIVIMENTO. ... 95

Figura 7: Sintomas desenvolvidos por plantas inoculadas com o virus tomato golden
vein virus (TGVV). A) Planta ndo-transgénica (NT) apresentando sintoma de
encarquilhnamento severo, e planta transgénica (T) sem a presenga de sintomas. B)
Planta NT apresentando sintoma de mosaico, com o amarelecimento das nervuras.
C) Planta transgénica sem a presenga de sintomas virais. D) Planta controle ndo
1T To U] =T = TR EEEPPRUR 98

Figura 8: Plantas da geragdo T,, inoculadas com o virus TGVV (1000ng/uL). As
linhagens transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Cada quadrado corresponde a uma planta inoculada. Assim,
estdo representadas as 22 plantas transgénicas desafiadas da linhagem Nb4G 22,
28 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 31 plantas transgénicas da linhagem
Nb4G19 e 22 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como controle. Os diferentes
periodos de inicio da infecgao, variando de 10 a 35 dias pos-inoculagao (dpi) estéo
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representados por diferentes tons de cinza. Plantas que ndo apresentaram infecgao
durante todo o periodo de analise estdo representadas por quadrados brancos.

Plantas homozigotas estdo marcadas com um circulo amarelo. .................. 100

Figura 9: Plantas da geragdo T, inoculadas com o virus TGVV (500ng/uL). As
linhagens transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 17 plantas transgénicas
inoculadas da linhagem Nb4G 22, 15 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29,
19 plantas transgénicas da linhagem Nb4G19 e 15 plantas n&o-transgénicas,
utilizadas como controle. Os diferentes periodos de inicio da infec¢ao, variando de
10 a 35 dias poés-inoculagao (dpi) estao representados por diferentes tons de cinza.
Plantas que nao apresentaram infec¢ao durante todo o periodo de analise estdo
representadas por quadrados brancos............ccuuueeiieiiiiiiiiic e 102

Figura 10: Plantas da geragdo T,, inoculadas com o virus TGVV (250ng/uL). As
linhagens transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 17 plantas transgénicas da
linhagem Nb4G 22, 18 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 16 plantas
transgénicas da linhagem Nb4G19 e 15 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como
controle. Os diferentes periodos de inicio da infec¢do, variando de 10 a 35 dias
pos-inoculagao (dpi) estdo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que
nao apresentaram infecgcado durante todo o periodo de analise estao representadas
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Figura 11: Sintomas desenvolvidos por plantas inoculadas com o virus tomato rugose
mosaic virus (ToRMV). A) Planta nao-transgénica inoculada com DNA viral,
apresentando sintoma de mosaico e rugosidade foliar. B) Planta transgénica sem a
presenca de sintomas. C) Planta controle ndo inoculada. D) Comparagao de uma
folha transgénica (T), sem sintomas de infecg¢ao viral, e uma folha ndo-transgénica
(NT), apresentando sintomas de infeCGa0............coovvriiiiiiiiiiiiieeeeeeeieeeeeeee 106



Figura 12: Plantas da geragdo T, inoculadas com o virus ToRMV. As linhagens
transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 29 plantas transgénicas da
linhagem Nb4G 22, 24 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 32 plantas
transgénicas da linhagem Nb4G19 e 20 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como
controle. Os diferentes periodos de inicio da infecgcdo, variando de 10 a 35 dias
pos-inoculagao (dpi) estdo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que
nao apresentaram infecgcado durante todo o periodo de analise estao representadas
por quadrados brancos. Plantas homozigotas estdo marcadas com um circulo
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Figura 13: Sintomas desenvolvidos por plantas inoculadas com o virus tomato chlorotic
mottle virus (ToCMoV). A) Planta transgénica n&o infectada, sem a presenca de
sintomas. B) Planta n&o-transgénica apresentando sintomas caracteristicos de

infecgdo, como mosaico e deformacao foliar. ............cccccuviiiiiiiiiiii, 109

Figura 14: Plantas da geracédo T,, inoculadas com o virus ToCMoV. As linhagens
transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 27 plantas transgénicas da
linhagem Nb4G 22, 15 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 15 plantas
transgénicas da linhagem Nb4G19 e 28 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como
controle. Os diferentes periodos de inicio da infecgcdo, variando de 10 a 35 dias
pos-inoculagao (dpi) estdo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que
nao apresentaram infecgado durante todo o periodo de analise estao representadas
por quadrados brancos. Plantas homozigotas estdo marcadas com um circulo
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Figura 15: Sintomas desenvolvidos por plantas inoculadas com RCA do virus tomato
interveinal chlorosis virus (TolCV). A) Planta transgénica n&o infectada, sem a
presenca de sintomas. B) Planta n&o-transgénica apresentando sintomas
caracteristicos de infeccao, como mosaico e deformacao de folhas e ramos.113
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Figura 16: Plantas da geragdo T, inoculadas com RCA do virus TolCV. As linhagens
transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 15 plantas transgénicas da
linhagem Nb4G 22, 15 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 15 plantas
transgénicas da linhagem Nb4G19 e 15 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como
controle. Os diferentes periodos de inicio da infecgcdo, variando de 10 a 35 dias
pos-inoculagao (dpi) estdo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que
nao apresentaram infecgcado durante todo o periodo de analise estao representadas
por quadrados brancos. Plantas homozigotas estdo marcadas com um circulo
= 0 0 7= 1= (o S 115

Obs: No capitulo 1, o uso das figuras 1, 2 e 4 foi autorizado pela editora Elsevier, a
figura 3 foi autorizada pela "Annual Reviews" e a figura 5 foi autorizada pelo grupo
"Nature Publishing Group" para uso em teses e dissertagdes.
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Resumo Geral

Os begomovirus (Familia Geminiviridae) compreendem um importante grupo de
patogenos de plantas, capazes de infectar um grande numero de culturas e causar
impacto na agricultura. Esses agentes possuem um genoma constituido por uma ou
duas moléculas de DNA circular de fita simples, e sao transmitidos de maneira
persistente e circulativa pela mosca branca (Bemisia tabaci). No Brasil, esses virus
sdo altamente incidentes e causam grandes danos as culturas do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) e do tomateiro (Solanum lycopersicum). O objetivo desse
trabalho foi utilizar a estratégia de RNA de interferéncia (RNAi) como forma de
controle genético de begomoviroses associadas a essas duas culturas. Inicialmente,
no caso do feijoeiro, 0 mecanismo de RNAI foi utilizado para gerar uma linhagem de
feijdo imune ao bean golden mosaic virus (BGMV). No6s avaliamos se moscas
brancas viruliferas, infectadas pelo BGMV, poderiam diminuir sua carga de DNA
viral, apos se alimentarem em plantas de feijdo geneticamente modificadas (GM),
que expressam moléculas de pequenos RNAs interferentes (siRNAs), que tem como
alvo o gene rep desse virus. Esse estudo demonstrou que a quantidade de DNA
viral foi significativamente reduzida em moscas brancas que se alimentaram em
plantas de feijao GM (comparado a moscas que se alimentaram em plantas n&o-
GM), em 52% e 84%, nos periodos de 4 e 8 dias respectivamente. A segunda parte
desse trabalho teve como obijetivo, avaliar o mecanismo de RNAi como ferramenta
na obtencdo de plantas de Nicotiana benthamiana transgénicas, com resisténcia
ampla a begomovirus que infectam tomateiro no Brasil. Para isso, um cassete de
interferéncia quimeérico - que expressa um haipin RNA (hpRNA) correspondendo ao
gene rep de distintas espécies de begomovirus - foi desenvolvido. Os resultados
demonstraram que um maior numero de plantas transgénicas permaneceram né&o
infectadas, apos terem sido desafiadas com uma menor pressao de inéculo do virus
tomato golden vein virus (TGVV) (= 250 ng/uL de DNA viral/planta). As plantas
transgénicas também foram inoculamos com os virus tomato rugose mosaic virus

(ToRMV), tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) e tomato interveinal chlorosis virus
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(TolCV), e foi demonstrado que o fendtipo de resisténcia a esses agentes
possivelmente € dependente da zigose do transgene. Uma proporgéo de 77% das
plantas transgénicas, que apresentaram o fenétipo de resisténcia, demonstraram ser

homozigotas.
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General Abstract

The begomovirus (Geminiviridae family) are an important group of plant pathogens
that cause infection in a large number of crops and impact on agriculture. These
agents have one or two molecules of single strand DNA, and are transmitted in a
persistent and circulative manner by whitefly (Bemisia tabaci). In Brazil, these viruses
have a high incidence and cause great damage to bean (Phaseolus vulgaris) and
tomato (Solanum lycopersicum). The aim of this study was to use the molecular tool
of RNA interference (RNAi) as a strategy of genetic control of begomovirus
associated with these two crops. Initially, with respect to beans, the RNAi mechanism
was used to generate a plant line that was immune to the bean golden mosaic virus
(BGMV). We investigated if BGMV-viruliferous whiteflies, would reduce DNA viral
amount after feeding on genetically modified (GM) bean plants expressing small
interfering RNA (siRNAs) molecules, that target rep gene of the virus. This study
demonstrated that BGMV DNA amount was significantly reduced in whiteflies feeding
on GM-plants (compared with insects feeding on non-GM plants) over a period of 4
and 8 days at 52% and 84% respectively. The second part of this study aimed to
evaluate the RNAiI mechanism as a tool to obtain transgenic Nicotiana benthamiana
plants with wide resistance to begomovirus infecting tomato in Brazil. For this, a
chimeric cassete of interference - that expresses an intron-hairpin RNA (hpRNA)
directed to the rep gene of different species of begomoviruses - was developed. The
results showed that a higher number of transgenic plants remained uninfected after
being challenged with a lower infection pressure of tomato golden vein virus virus
(TGVV) (= 250 ng/uL viral DNA/plant). Transgenic plants were also inoculated with
tomato rugose mosaic virus (ToRMV), tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) and
tomato interveinal chlorosis virus (TolCV), and was demonstrated that phenotype
resistance to these agents is possibly dependent on transgene zygosis. A proportion
of 77% of the transgenic plants that showed resistance phenotype, proved to be

homozygous.
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1.1 Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae engloba um grupo de virus com capacidade de
infectar varias espécies vegetais. Esses patdogenos compreendem a segunda
maior familia de virus de plantas, atras somente da familia Potyviridae, e tém
grande importancia e impacto na agricultura, pois sdo responsaveis por sérios
danos econémicos em culturas como mandioca, feijao, milho, algoddo e
tomate. De acordo com o ICTV (International Committee on Taxonomy of
Viruses), atualmente os geminivirus s&o classificados em sete géneros —
Begomovirus, Curtovirus, Topocuvirus, Mastrevirus, Becurtovirus, Eragrovirus e
Turncurtovirus — com base na organizagdo gendmica, similaridade de
sequéncia, gama de hospedeiros e inseto vetor (Morales and Anderson, 2001)

(Varma and Malathi, 2003) (Fauquet and Stanley, 2003) (Varsani et al., 2014).

A morfologia dos geminivirus tem como principal caracteristica o aspecto
geminado da particula viral, que abriga uma (monopartidos) ou duas
(bipartidos) moléculas de DNA fita simples (ssDNA) circular, de 2.500 a 3.000
nucleotideos, encapsidada por subunidades de capa proteica (CP) que se
organizam na forma de dois icosaedros incompletos. Esses virus utilizam a
transcrigdo bidirecional do seu genoma, o qual codifica de 5 a 7 proteinas, que
estdo envolvidas na replicagdo viral, movimento, transmissdo e patogénese

(Brown et al., 2011).



Geminivirus sdo agentes que se replicam no nucleo de células infectadas
e tem como caracteristica a presengca de uma proteina essencial para sua
replicagdo, conhecida como Rep (replication-associated protein), conservada
em relagdo a sequéncia, posicéo e fungdo. O genoma desses virus é formado
por uma ou duas regides intergénicas (IRs), em uma das quais encontra-se
uma sequéncia de nove nucleotideos - altamente conservada entre a maior
parte da familia Geminiviridae — localizada dentro de uma estrutura em forma
de hairpin e que funciona como origem de replicacdo do DNA viral (Rojas et al.,
2005). Com excegao da Rep, a maior parte das proteinas necessarias para que
ocorra a replicacado e consequente sucesso da infecgdo sdo oriundas da célula
hospedeira infectada, uma vez que esses patégenos nao codificam nenhuma

DNA polimerase ou fator assessorio (Gutierrez, 2002).

Esses virus replicam seu material genético através de um mecanismo
conhecido como Replicagdo por Circulo Rolante (RCR), também utilizado por
grande parte dos virus ssDNA de procariotos, muitos plasmideos e alguns
transposons. Analises da sequéncia da proteina Rep demonstraram a
similaridade dessa proteina com proteinas homologas oriundas de plasmideos
bacterianos, indicando uma proximidade evolutiva entre os geminivirus e esses
organismos (Koonin and llyina, 1992), especificamente a plasmideos de
fitoplasmas (Krupovic et al., 2009) (Nash et al., 2011). Aliado a essa hipdtese
de evolucdo a partir de replicons bacterianos, estudos tem observado

similaridades entre a proteina capsidial de diferentes virus ssDNA, que



infectam eucariotos, e virus do tipo RNA de polaridade positiva (+RNA), o que
pode indicar que, agentes como 0s geminivirus evoluiram a partir de
plasmideos bacterianos, seguido da aquisicdo de genes da proteina do

capsideo de virus pré-existentes do tipo +RNA (Koonin et al., 2015).

Dentre os géneros da familia Geminiviridae, os mastrevirus englobam
agentes com genoma monopartido de 2.600-2.800 nucleotideos - encontrados
no chamado velho mundo (Africa, Asia, Austrdlia e Europa) - que podem
infectar diferentes espécies de plantas, mono e dicotiledbneas, e sao
transmitidos por cigarrinhas (Homiptera: Cicadellidae). O genoma desses virus
codifica quatro genes, sendo dois no sentido viral — relacionados a
encapsidacao da particula viral (CP — “coat protein”) e transporte intra e inter-
celular (MP — “movement protein”) - e dois no sentido complementar — que
dardo origem a proteinas relacionados a replicagao viral (Rep e RepA). Outra
caracteristica desses virus é a presenca de duas regides intergénicas, uma
longa (LIR- “Long intergenic region”) e uma curta (SIR-“Short intergenic
region”), localizadas em lados opostos no genoma (Gutierrez, 1999) (Boulton

Margaret, 2002) (Figura 1).

O género Begomovirus constitui o maior grupo dentro da familia
Geminiviridae e compreende 307 espécies estabelecidas atualmente (Brown et
al., 2015). Esses virus possuem um genoma com cerca de 2.700 nucleotideos -
monopartido ou bipartido - infectam diversas espécies de plantas

dicotiledéneas, e tem como vetor o inseto comumente conhecido como mosca



branca (Bemisia tabaci) (Rojas et al., 2005). Nos begomovirus bipartidos, os
dois componentes genémicos s&o denominados DNA-A e DNA-B, sendo o
primeiro responsavel por codificar genes envolvidos na replicagdo (ACT),
regulacdo da expressao de genes (AC2) e encapsidagado da particula viral
(AV1), uma vez que o segundo codifica proteinas responsaveis pelo movimento
viral intra e inter-celular (BV1/BC1) e modulagdo dos sintomas (BV1). As ORFs
(Open reading frames) nos begomovirus monopartidos incluem os genes V171 e
V2 no sentido viral e os genes C1, C2, C3 e C4 no sentido complementar

(Hanley-Bowdoin et al., 1999) (Fondong, 2013).

O género Curtovirus compreende agentes com genoma monopartido, que
s&o transmitidos de forma persistente e circulativa por cigarrinhas (Circulifer
tenellus) e causam doengas em plantas dicotiledoneas. Esse género inclui
agentes virais que sdo encontrados no velho (Africa, Asia, Australia e Europa)
e novo mundo (Américas) e s&o responsaveis pela doenga conhecida como
“curly top disease” (CTD), que inclui sintomas como crescimento atrofiado e
distorcido das plantas, amarelecimento das nervuras e necrose do floema
(Rojas et al., 2005) (Baliji et al., 2004) (Klute et al., 1996). O genoma dos
curtovirus contém 2.900-3.000 nucleotideos e esta organizado em sete ORFs,
sendo trés no sentido viral — V1, V2 e V3 — e quatro no sentido complementar —
C1, C2, C3 e C4 — que dardo origem a proteinas relacionadas a replicagao,
encapsidacao da particula viral, movimento e acumulo de DNA viral em células

infectadas (Brown et al., 2011).



O género Topocuvirus engloba um unico virus, denominado tomato
pseudo-curly top virus (TPCTV), que infecta plantas dicotiledbneas. Esse
género tem como caracteristica a presenca de um genoma monopartido
dividido em seis ORFs, sendo duas no sentido viral (V1 e V2), e quatro no
sentido complementar (C1, C2, C3, e C4), que codificam diferentes proteinas
responsaveis pelo sucesso da infecgao viral. Esse virus possui caracteristicas
dos géneros Mastrevirus e Begomovirus, indicando ser um recombinante
natural, e sdo transmitidos por membracideos (Micrutalis malleifera) (Simon

and Coe, 1958) (Briddon et al., 1996) (Rojas et al., 2005).

Trés novos grupos de geminivirus - Becurtovirus, Eragrovirus e
Turncurtovirus — bastante divergentes foram estabelecidos recentemente
(Varsani et al., 2014). O grupo dos Becurtovirus é composto por dois virus
(Beet curly top Iran virus e spinach curly top Arizona virus) que vem sendo
encontrados infectando plantas dicotiledéneas e tem como vetor uma espécie
de cigarrinha (Circulifer haematoceps). Esses virus possuem genoma
monopartido, com trés ORFs no sentido viral (V1, V2 e V3) - similares as
encontradas nos curtovirus - e duas ORFs no sentido complementar (C1 e C2).
Assim como nos mastrevirus, esses agentes possuem duas regides
intergénicas (Gutierrez, 1999), uma curta (SIR) e uma longa (LIR), na qual esta
localizada uma sequéncia de nove nucleotideos (TAAGATT/CC) - diferente

daquela encontrada nos geminivirus em geral - onde ocorre a clivagem da fita



de DNA no inicio do processo replicativo (Yazdi et al., 2008) (Soleimani et al.,

2013).

Dentro do género Eragrovirus encontra-se um unico virus (Eragrostis
curvula streak virus), capaz de infectar plantas monocotiledoneas. Esse virus
possui uma organizagdo gendmica similar a outros geminivirus, com duas
ORFs no sentido viral (V1 e V2) e duas ORFs no sentido complementar (C1 e
C2), sendo os produtos dos genes V1 e C1 similares as proteinas CP e Rep de
outros geminivirus. Assim como nos mastrevirus, esse agente possui duas
regides intergénicas, onde estdo localizados genes potencialmente envolvidos
com a replicagéo e transcrigdo do genoma viral. Esse género, assim como o0s
becurtovirus, possui uma sequéncia de nove nucleotideos (TAAGATT/CC)
relacionada ao inicio do processo replicativo, diferente da encontrada na

grande maioria dos geminivirus (Varsani et al., 2009).

Dentro do género Turncurtovirus, o virus turnip curly top virus € o unico
agente reconhecido. Esse agente é capaz de infectar plantas dicotiledoneas, e
apresenta genoma monopartido — similar ao dos géneros Curtovirus e
Topocuvirus - organizado em seis ORFs, duas no sentido viral (V1 e V2) e
quatro no sentido complementar (C1, C2, C3 e C4). Esse virus pode ser
trasmitido pela cigarrinha Circulifer haematoceps e plantas doentes apresentam
sintomas como enrolamento foliar e inchagco das nervuras na parte inferior das

folhas (Briddon et al., 2010) (Razavinejad et al., 2013).
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Figura 1: Organizacédo genOdmica dos diferentes géneros da familia Geminiviridae. Os
géneros Begomovirus, Curtovirus, Topocuvirus e Turncurtovirus possuem organizagao
do genoma similares, enquanto os Mastrevirus, Becurtovirus e Eragrovirus séo
bastante diversos e distintos dos outros geminivirus (LIR, Regido intergénica longa;
SIR, regido intergénica curta; CR, regido comum; Rep, proteina associada a
replicacdo; ren, potencializador de replicagdo; trap, proteina transativadora; ss,
supressor de silenciamento; sd, determinante de sintomas; cp, proteina do capsideo;
mp, proteina do movimento; reg, gene regulatério; NSP, nuclear shuttle protein). E
importante notar que o DNA-A de begomovirus bipartidos do velho mundo (Africa,
Asia, Australia e Europa) contém a ORF V2, diferente daqueles encontrados nas

Ameéricas (Varsani et al., 2014).



1.2 O género Begomovirus

Os begomovirus compreendem o maior e mais divergente grupo dentro
da familia Geminiviridae e tem a espécie Bean golden yellow mosaic virus como
espécie-tipo. Baseado na organizagdo gendmica, diversidade genética e
distribuicdo geografica, esses virus tem sido classificados em: 1) Begomovirus
do velho mundo, que compreende agentes encontrados na Europa, Africa, Asia
e Australia; e 2) Begomovirus do novo mundo, que compreende agentes
encontrados nas Américas. Os virus desse género podem apresentar genoma
mono ou bipartido. Nos agentes com genoma monopartido, todas as ORFs estédo
localizadas no unico componente genémico existente, ja nos bipartidos, as ORFs
estdo divididas entre dois genomas, denominados DNA-A e DNA-B, ambos
necessarios para que ocorra o sucesso da infeccdo. Os dois componentes
genbmicos dos begomovirus bipartidos apresentam sequéncia de nucleotideos
diferente, exceto por uma pequena regido de aproximadamente 200
nucleotideos na regido intergénica (IR), conhecida como regido comum (CR) -
bastante conservada dentro da mesma espécie viral — e que possui uma
sequéncia invariavel (5" — TAATATTAC — 3’), necessaria para que ocorra o inicio
da replicagao (Rojas et al., 2005) (Nawaz-ul-Rehman and Fauquet, 2009) (Raja

et al., 2010).

A transcricdo do genoma dos begomovirus ocorre de maneira bidirecional

(sentido viral e complementar). Em virus bipartidos, o DNA-A é formado por
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quatro ORFs no sentido complementar, e uma ou duas ORFs no sentido viral,
que dardo origem a proteinas responsaveis pela replicagdo, transcrigdo e
encapsidacéo da particula viral. J& o DNA-B desses agentes & formado por duas
ORFs, uma no sentido viral e outra no sentido complementar, responsaveis por
codificar proteinas relacionadas ao movimento viral e desenvolvimento dos
sintomas. Nos begomovirus bipartidos encontrados nas Ameéricas, o DNA-A
normalmente depende do DNA-B para o sucesso da infec¢ao sistémica (Rojas et
al., 2005). As proteinas codificadas no sentido complementar do DNA-A sédo as
proteinas Rep (Replication-associated protein ou AC1), TrAP (Transcriptional
activator protein ou AC2), REn (Replication enhancer protein ou AC3) e AC4,
uma vez que no sentido viral sdo codificadas a proteina capsidial (CP ou AV1) e
a proteina AV2, encontrada somente nos begomovirus do velho mundo. O DNA-
B codifica no sentido viral a proteina NSP (Nuclear shuttle protein ou BV1), e no
sentido complementar a proteina MP (Movement protein ou BC1) (Lazarowitz

and Shepherd, 1992) (Fondong, 2013) (Rizvi et al., 2015).

A proteina Rep (Replication-associated protein), codificada pela ORF AC1
em begomovirus bipartidos, € uma proteina multifuncional, fundamental para que
ocorra a replicacédo nos geminivirus. No que diz respeito a estrutura, a Rep dos
geminivirus é formada por varios motivos conservados. Na regido N-terminal
estdo trés motivos - Motivos |, Il e Il - responsaveis pela ligagdo e clivagem do
DNA. Um outro motivo altamente conservado entre os virus da familia

Geminiviridae é conhecido como GRS (Geminivirus rep sequence) e esta
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localizado entre os motivos Il e Ill na porgdo N-terminal dessa proteina. A regido
C-terminal possui um dominio ATPase e abrange o dominio conhecido por S3H
— formado pelos motivos Walker A, walker B e walker C - necessario para que
ocorra a replicagdo, bem como outros processos como encapsidagao do
genoma viral (Koonin et al., 2015). A fungdo de oligomerizagcdo da Rep é
realizada por um dominio localizado na regido central dessa proteina que se
sobrepde ao dominio de ligagdo ao DNA (Orozco et al., 1997) (Rizvi et al., 2015)

(Figura 2).

Dominio de

oligomerizagio
120 g ¢ 182

130 182 Walker A Woalker B 362
| e | ko [ & [] ]
120

Clivagem do DNA

i Ligacdo ao DNA

1

Figura 2: Representacdo da proteina iniciadora da replicagdo (Rep) dos geminivirus.
O tamanho da proteina é demonstrado pelo retdngulo com linhas sélidas definindo as
regibes responsaveis pela ligagdo ao DNA (aminoacidos 1-130), clivagem
(aminoacidos 1-120) e oligomerizagao (aminoacidos 120—-180). Na regido N-terminal
sdo demonstrados os motivos |, Il e lll (laranja), conservado entre as proteinas
iniciadoras de replicagdo por circulo rolante e o motivo GRS (“Geminivirus rep
sequence”) (azul). Em cinza estéo representadas as regides em alfa-hélice. A regiao
C-terminal tem um dominio ATPase e engloba os motivos Walker A e Walker B (verde)
O motivo walker C, presente na regido C-terminal ndo estd demonstrado na figura
(Modificado de Rizvi et al., 2015).

A Rep € uma proteina que se liga de maneira especifica ao DNA viral, em
uma regido upstream a estrutura de hairpin presente na regido intergénica (IR)
desses virus (Fontes et al., 1992) (Lazarowitz et al., 1992). Analises da IR de

diferentes geminivirus que infectam dicotiledéneas demonstrou a presenga de
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sequéncias repetitivas, variando de 8 a 12 nucleotideos, denominadas iterons
na porcdo 5 dessa regido, cujo arranjo é conservado entre geminivirus
relacionados evolutivamente. Esses iterons constituem os sitios especificos de
ligacdo da Rep ao DNA, e suas sequéncias normalmente variam entre as
diferentes espécies de begomovirus (Arguello-Astorga et al., 1994) (Rizvi et al.,
2015). Um dominio hipervariavel na porgdo N-terminal da Rep - associado ao
motivo | dessa proteina - chamado de IRD (/teron-related-domain), € uma
regido envolvida no reconhecimento de elementos de DNA cognatos (Arguello-

Astorga and Ruiz-Medrano, 2001).

Além do papel primordial da proteina Rep no reconhecimento de
sequéncias especificas de DNA, a fim de possibilitar o inicio da replicagao viral,
essa proteina esta envolvida na regulagdo génica, apresentando a habilidade
de regular sua propria expressao, atuar como ativador transcricional de genes
virais tardios (Laufs et al., 1995), e ainda atuar como supressor de
silenciamento génico transcricional (TGS), através da supressdao de
metiltransferases de manutengdo do DNA (Rodriguez-Negrete et al., 2013). A
Rep interage com proteinas vegetais homdlogas a proteina do retinoblastoma
(pPRB) em mamiferos — que atua na regulagdo negativa da progressao da fase
G1 para a fase S do ciclo celular — levando a progresséao do ciclo celular para a
fase S (replicacdo do DNA) e criando assim um ambiente propicio para a
sintese de DNA viral na célula hospedeira (Ach et al., 1997) (Hanley-Bowdoin

et al., 2004). Outra proteina do hospedeiro que também esta relacionada com a



13

replicagéo dos geminivirus € o antigeno nuclear de proliferagédo celular (PCNA),
que é uma proteina envolvida na sintese do DNA e reparo (Paunesku et al.,
2001). Estudo realizado por Nagar et al (1995) demonstrou o acumulo de

PCNA em tecidos diferenciados, infectados por tomato golden mosaic virus.

A proteina TrAP (Transcriptional activator protein) codificada pela ORF
AC2, é uma proteina multifuncional, que apresenta um dominio de ativagao
transcricional potente, e possui a capacidade de se ligar de uma maneira nao
especifica a DNAs de fita simples (Hartitz et al., 1999). A TrAP esta relacionada
a transativagao da transcricdo dos genes da capa protéica (CP) (Sunter et al.,
1990), e da proteina do movimento (MP) de geminivirus (Sunter and Bisaro,
1992), demonstrando nesse caso um papel importante no sucesso da infec¢ao
sistémica por esses virus. Essa proteina é capaz de suprimir a resposta de
defesa do hospedeiro, e ser um determinante na patogenicidade viral, como foi
demonstrado em estudo realizado por Sunter et al (2001), no qual plantas
transgénicas expressando essa proteina exibiram uma maior susceptibilidade a
infeccdo por tomato golden mosaic virus. A TrAP é identificada como um
supressor de silenciamento de RNA, que pode atuar diretamente na maquinaria
de silenciamento, através da super-expressdo de proteinas homologas aos
componentes da via de silenciamento, resultando assim em um efeito negativo
desse mecanismo, devido a competicdo dessas proteinas com os efetores

positivos dessa via (Voinnet, 2005) (Yong Chung et al., 2014).
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A proteina REn (Replication enhancer protein), codificada pela ORF AC3
em begomovirus bipartidos, é uma proteina relacionada ao acumulo das
diferentes formas de DNA viral em células infectadas (Sunter et al., 1990). REn
nao € uma proteina indispensavel para que ocorra a replicagdo (Morris et al.,
1991), no entanto desempenha um papel importante nessa etapa do ciclo de
vida dos geminivirus, sendo capaz de interagir com a proteina Rep (Settlage et
al., 1996) — aumentando consideravelmente a atividade de ATPase dessa
proteina (Pasumarthy et al., 2010) - e também com componentes da célula
hospedeira relacionados a sintese de DNA, como o PCNA (Castillo et al.,
2003). Além disso, estudos envolvendo a mutagédo dessa proteina sugerem que
ela possui um efeito no desenvolvimento de sintomas durante a infeccéo

(Morris et al., 1991) (Hormuzdi and Bisaro, 1995).

A ORF AC4 em begomovirus bipartidos, assim como a ORF C4 em
begomovirus monopartidos, esta totalmente localizada dentro da ORF AC1 e é
a proteina menos conservada dentre as proteinas codificadas pelos
geminivirus, apresentando fungdes bioldgicas diferentes entre virus mono e
bipartidos (Fondong, 2013). Em agentes com genoma monopartido como
tomato yellow leaf curl virus, estudo envolvendo a mutagdo de C4 resultou em
plantas com sintomas mais brandos e o virus foi incapaz de se movimentar
sistemicamente (Jupin et al., 1994). No entanto, em estudos envolvendo
begomovirus bipartidos, mutagcdo em AC4 nado demonstra relagdo com o

desenvolvimento de sintomas em plantas infectadas (Bull et al., 2007)
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(Fontenelle et al., 2007). AC4 atua como supressor de silenciamento génico,
através da ligagao a micro-RNAs (miRNAs) - inativando assim essas moléculas
e bloqueando a regulagdo negativa, via miRNAs, de genes em plantas - e
resultando em anormalidades no desenvolvimento de plantas transgénicas que

expressam essa proteina (Chellappan et al., 2005).

A capa protéica (CP) dos geminivirus € uma proteina estrutural,
codificada pela ORF AV1 em begomovirus bipartidos, localizada no sentido
complementar do DNA-A desses virus. CP é uma proteina que possui uma
sequéncia especifica de localizacdo nuclear (NLS — Nuclear localization signal),
e € transportada ativamente entre o nucleo e o citoplasma de células
infectadas, uma movimentagao dependente de fatores do hospedeiro como as
chaperonas HSP-70 (Kunik et al., 1998) (Gorovits et al., 2013). CP parece n&o
estar relacionada ao desenvolvimento de sintomas durante a infecg&o viral (Bull
et al., 2007), porém é uma proteina multifuncional, relacionada a prote¢cao do
DNA viral, formacéao de virions estaveis e transmissao pelo inseto vetor (Unseld
et al., 2004). Essa proteina também esta intimamente relacionada a

especificidade do inseto vetor (Briddon et al., 1990).

Em estudo realizado por Hohnle et al (2001) a alteragdo de dois
aminoacidos na porc¢ao C-terminal da CP foi capaz de gerar transmissibilidade

a virus nao-transmissiveis, demonstrando seu papel primordial na eficiéncia de
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transmissao pelo vetor. Essa importancia da CP como determinante na

transmissao dos begomovirus também foi demonstrada por Hofer et al (1997).

Encontrada somente nos begomovirus do velho mundo, a ORF AV2
codifica um produto ainda com fung¢édo incerta (Fondong, 2013). No entanto,
pesquisadores demonstraram que mutacdo nessa ORF resulta em menor
acumulo de DNA, com desenvolvimento de sintomas atenuados em plantas
infectadas (Padidam et al., 1996) (Bull et al., 2007), além de resultar em efeito

negativo na expressao da CP (Bull et al., 2007).

No DNA-B de begomovirus bipartidos encontram-se duas ORFs, sendo
uma no sentido viral - ORF BV1 - que codifica a proteina NSP (Nuclear shuttle
protein), e outra no sentido complementar - ORF BC1 - que codifica a proteina
MP (Movement protein). Essas duas proteinas possuem fung¢des distintas,
porém agem de maneira coordenada a fim de realizar o movimento do DNA
viral de maneira eficiente (Noueiry et al., 1994) (Lazarowitz and Beachy, 1999).
NSP, localizada no nucleoplasma da célula, € uma proteina que exibe alta
afinidade pelo DNA viral, e é responsavel por exportar o DNA viral do nucleo
para o citoplasma. Ja a MP, localizada na periferia celular, € capaz de interagir
de maneira especifica com o complexo DNA-NSP e direcionar esse complexo
para a periferia celular, e entdo para as células adjacentes via dilatagdo dos
plasmodesmos (Pascal et al., 1994) (Sanderfoot and Lazarowitz, 1995)
(Sanderfoot, 1996). Essas duas proteinas apresentam a capacidade de

reconhecer e se ligar ao DNA viral - de uma maneira independente da
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sequéncia - de acordo com sua forma (ssDNA ou dsDNA) e tamanho (Rojas et
al., 1998). A produgao de proteinas do movimento pelos virus representa uma
estratégia fundamental que possibilita a esses agentes transpor a parede
celular, uma grande barreira das plantas contra a infecgdo, resultando assim

em infecgao sistémica e doencga (Lazarowitz, 1999).

Muitos begomovirus podem se associar a pequenos acidos nucléicos
(ssDNA circular) satélites, com cerca de 1.300 nucleotideos, e que codificam
proteinas que podem aumentam a patogénese viral. Esses satélites dependem
dos begomovirus para sua replicagdo e encapsidacdo e tem um papel
importante no desenvolvimento e progressao da doenga causada por esses

virus (Mansoor et al., 2003) (Saunders et al., 2004) (Fauquet et al., 2005).

O primeiro relato de DNAs satélites associados a begomovirus foi feito
por Dry et al (1997), no qual esses autores identificaram uma molécula de
ssDNA de 682 nucleotideos, associada ao virus monopartido tomato leaf curl
virus, em plantas de tomate infectadas. Hoje, trés tipos de moléculas satélites
ja foram identificadas em associagdo com os begomovirus: 1) Betasatélites
(DNA-B), 2) alfasatélites (também conhecidos como DNA-1) e 3) satélite
defectivo (Figura 3). DNA- B sdo moléculas de ssDNA circulares, associados a
muitos begomovirus monopartidos, e que codificam uma proteina
multifuncional - BC1 — associada a patogenicidade da doenga, supressédo de
silenciamento e repressao da resposta de defesa de plantas infectadas. Essas

moléculas ndo compartilham grande similaridade de sequéncia com seu virus
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auxiliar, e s&o dependentes para replicacdo, propagagédo sistémica,
encapsidacdo e transmissao pelo vetor. Os alfasatélites, sdo moléculas
capazes de codificar uma proteina iniciadora da replicagao por circulo rolante
(alpha-Rep), possibilitando sua auto-replicagdo, no entanto necessitam do seu
virus auxiliar para o movimento em plantas infectadas, bem como para
transmissao pelo inseto vetor. Ja os satélites defectivos sdo moléculas
menores, com cerca de 700 nucleotideos, e ndo possuem nenhuma ORF

(Briddon and Stanley, 2006) (Zhou, 2013).

oCR
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Defective

satellite
(682 nt)

Betasatellite Alphasatellite
(~1,350 nt) (~1,360 nt)

Figura 3: Organizagcdo gendmica das moléculas satélites associadas a begomovirus.
Betasatélites e alfasatélites codificam as proteinas BC1 e Rep respectivamente, e
satélites defectivos ndo possuem ORF. A-rich, regido rica em adenina; SCR, regido
conservada do satellite (Zhou, 2013).

Em relagdo a alta diversidade genética encontrada nos begomovirus,
eventos como mutacdo, recombinagcdo e pseudo-recombinagdo sao o0s
principais fatores associados a rapida evolugdo desses agentes, resultando em
grande adaptacdo a novos ambientes e hospedeiros (Lefeuvre and Moriones,
2015). No que diz respeito as substituigdes de nucleotideos, em estudo

realizado com begomovirus bipartidos, Duffy & Holmes (2009) demonstraram
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que esses virus sofrem altas taxas de substituicdes (1,6 x 10™ para o DNA-A e
1,33 x 10™ substituicdes/sitio/ano para o DNA-B), que podem ser comparadas
aquelas encontradas em virus do tipo RNA (Jenkins et al., 2002) (Duffy et al.,
2008). Lima et al (2013) também detectaram altas taxas de mutagbes em
populagdes de begomovirus, no entanto, para esses autores os eventos de
recombinacdo demonstraram ser uma importante fonte de variabilidade
genética, sendo responsavel por até 50% da variagdo encontrada nesses

agentes.

A recombinacgao tem sido considerada o principal mecanismo de evolugao
dos geminivirus, capaz de facilitar a transferéncia de informagdo genética
mesmo entre virus distantes filogeneticamente (Lefeuvre and Moriones, 2015).
De acordo com Padidam et al (1999), eventos de recombinag&o sédo altamente
frequentes dentro dessa familia de virus, seja entre membros de uma mesma
espécie ou entre os diferentes géneros, o que poderia explicar a grande
diversidade entre esses agentes e a emergéncia de novas doengas associadas
a eles. Doengas causadas pelos geminivirus muitas vezes sdo associadas a
ocorréncia de infecgdes mistas, nas quais plantas individuais podem ser
infectadas com multiplos virus, o que facilita o surgimento de novos
recombinantes (Sanz et al., 2000) (Garcia-Andrés et al., 2007) (Silva et al.,
2014) (Stewart et al., 2014). Os eventos de recombinagdo tendem a seguir
certos padroes — conservados entre virus com genoma ssDNA — como regides

mais propicias de quebra no genoma (Breakpoints), além de regides hot e cold-
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spot, onde a frequéncia de ocorréncia desses eventos é maior ou menor
respectivamente (Lefeuvre et al., 2009) (Martin et al., 2011). Os breakpoints
normalmente ndo estédo localizados dentro de regides codificantes e ocorrem
nas bordas dos genes. Nos begomovirus, regides como a regiao intergénica, e
o gene ACT sdo consideradas hot-spot para eventos de recombinagéo,
contrario ao que ocorre com os genes AV1, BV1 e BC1 (Lefeuvre et al., 2009)

(Lima et al., 2013).

No caso dos begomovirus bipartidos, infecgdes mistas também favorecem
eventos de pseudo-recombinacéo, resultando em rearranjo entre componentes
gendmicos heterdlogos (Andrade et al., 2006) (Silva et al., 2014), com possivel
surgimento de agentes virais mais patogénicos (Hou and Gilbertson, 1996). A
formacao de pseudo-recombinantes viaveis esta baseada em pelo menos dois
fatores principais: 1) Conservagéo da sequéncia de iterons (Arguello-Astorga et
al., 1994) e 2) Conservagao da regido IRD (/teron-related-domain) da proteina

Rep (Arguello-Astorga and Ruiz-Medrano, 2001).
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1.3 Replicagao por circulo rolante (RCR)

Os begomovirus replicam seu genoma através do mecanismo conhecido
como replicagado por circulo rolante (RCR) (Saunders et al., 1991). Através
desse sistema esses agentes s&o capazes de produzir novas moléculas de
DNA fita-simples (ssDNA) virais, além de uma forma de DNA dupla-fita
(dsDNA) intermediaria, que funciona como molde para a transcrigdo e
replicagédo. O ciclo de replicagédo se inicia com a clivagem do genoma viral na
sequéncia de nove nucleotideos conservada, localizada dentro da regido
intergénica (IR) desses virus. Os begomovirus n&o codificam sua propria DNA
polimerase, assim varios fatores do hospedeiro s&o recrutados no inicio da

replicagcéo (Rizvi et al., 2015).

Apos a entrada na célula hospedeira, o ssDNA viral é transportado para
dentro do nucleo celular, em um movimento que é dependente da proteina
capsidial — unica proteina do virus presente nesse momento — e dos
mecanismos de transporte do hospedeiro. O virus inoculado dentro da célula
hospedeira se move para o nucleo como um virion encapsidado ou €
desencapsidado e se move na forma de um complexo nucleoprotéico (Kunik et

al., 1998) (Gafni and Epel, 2002).

Uma vez no nucleo, com o uso da DNA polimerase da célula hospedeira,
0 ssDNA viral é convertido em um dsDNA circular - através da extensao de um

primer de RNA, a partir da regido intergénica - que funciona como uma
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molécula intermediaria, também conhecida como forma replicativa (RF), e que
atua como molde para a transcrigdo e replicagdo (Saunders et al., 1992). Os
genes virais sdo transcritos de maneira bidirecional pela RNA polimerase Il da
célula hospedeira, resultando em RNAs mensageiros (mRNAS)
correspondentes as ORFs dos sentidos viral e complementar (Hanley-Bowdoin
et al., 1999). A proteina Rep, codificada pela ORF AC1, se liga aos iterons,
sofre oligomerizag&o e cliva o dsDNA viral, na sequéncia de nonanucleotideos
(TAATATT/AC), localizada dentro de uma estrutura em forma de stem-loop na
IR dos geminivirus (Laufs et al., 1995) (Gutierrez, 1999) (Gutierrez, 2002). Apés
a clivagem do DNA, a Rep permanece ligada ao fosfato-5" formado, enquanto
varios fatores do hospedeiro sdo recrutados para a hidroxila-3" disponivel,
formando assim uma forca de replicagdo. Essa forca de replicacdo é estendida
pela DNA polimerase do hospedeiro e ao passo que novas fitas de DNA vao
sendo formadas, as fitas de DNA antigas vao sendo liberadas, formando
mondmeros circulares. A sintese de DNA continua resulta em formas

concataméricas (Bisaro, 1996) (Rizvi et al., 2015) (Figura 4)

Os genomas de ssDNA maduros podem gerar formas replicativas
adicionais, ou na presenga da proteina capsidial, esses acidos nucléicos
podem ser encapsidados (Gutierrez, 1999). Por fim, as moléculas de DNA viral
sdo transportadas do nucleo para o citoplasma, e em seguida para as células
adjacentes, através da ag&o conjunta das proteinas de movimento viral NSP e

MP, possibilitando assim uma infecgao sistémica (Sanderfoot and Lazarowitz,
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Figura 4: Modelo para a replicagdo por circulo rolante dos geminivirus. O DNA fita-
simples (ssDNA) é convertido em uma forma replicativa de DNA dupla-fita (dsDNA). A
proteina Rep se liga a sequéncias especificas na regido intergénica (IR), sofre
oligomerizagdo e cliva dentro da sequéncia de nove nucleotideos conservada nos
geminivirus em geral. Uma forca replicativa, composta por diversos fatores do
hospedeiro e virais, € formada na hidroxila-3° da fita de DNA clivada. A forca de
replicacdo € estendida e novas fitas de DNA viral vao sendo formadas, e clivadas
novamente na sequéncia de nove nucleotideos pela Rep, formando assim monémeros
circulares. A sintese continuada resulta em formas concataméricas de DNA. Os varios
fatores virais e do hospedeiro sdo demonstrados por diversas formas na figura.
Proteina de replicacdo A32 (RPA32), fator de replicagdo C (RFC), antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA), DNA polimerase, e minicromossomo de manutengéo 2
(MCM2) (Modificado de Rizvi et al., 2015).
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1.4 Transmissao dos begomovirus pela mosca branca (Bemisia
tabaci)

Espécies de begomovirus sdo consideradas emergentes, responsaveis
por sérios danos a producao de diversas culturas em todo o mundo, fato que
esta intimamente relacionado a um aumento na prevaléncia do seu inseto
vetor. Esses virus sdo transmitidos pela mosca branca, Bemisia tabaci (Genn.)
(Hemiptera: Aleyrodidae), um inseto que se alimenta no floema das plantas,
considerado uma praga em diversas culturas e responsavel por grandes
prejuizos, visto o grande numero de virus que pode transmitir (De Barro et al.,
2011). B. tabaci compreende um complexo de espécies, composto por pelo
menos 31 grupos distintos ou “espécies” com alta diversidade genética
(Dinsdale et al., 2010) (Lee et al., 2013). Dentro desse complexo de espécies,
biotipos distintos podem ser identificados (Perring, 2001) (De Barro et al.,
2011), dentre os quais se destacam o bio6tipo B, altamente polifago (Seal et al.,

2006), e o bidtipo Q, resistente a inseticidas (Dalton, 2006).

A transmissdo dos begomovirus pela mosca branca ocorre de maneira
persistente e circulativa (Polston et al., 1990) (Zeidan and Czosnek, 1991)
(Bragard et al., 2013). Esses virus s&o adquiridos pelo vetor durante sua
alimentagdo e permanecem por um periodo de laténcia até sua transmissao.
Apoés sua aquisi¢do, esses virus circulam pelo corpo do inseto (Atzmon et al.,

1998), pelo sistema digestivo, e através das células epiteliais do intestino
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atingem a hemolinfa e as glandulas salivares, onde misturados a saliva, serédo
transmitidos para uma nova planta durante a alimentagao (Czosnek and Ghanim,
2012) (Hanley-Bowdoin et al., 2013) (Ghanim, 2014). Alguns begomovirus
podem ser transmitidos para a progénie do inseto vetor através do ovo, o que
torna a mosca branca um reservatorio desses virus por geragdes (Ghanim et al.,

1998) (Bosco et al., 2004).

A CP dos begomovirus € uma proteina que esta intimamente envolvida na
transmissdo e especificidade do inseto vetor (Azzam et al., 1994) (Hohnle et al.,
2001) (Unseld et al., 2004). A proteina GroEL - membro da familia das
chaperonas-60 - produzida por bactérias endossimbiontes presentes no inseto, e
encontrada na hemolinfa do vetor, é responsavel por interagir com a CP dos
begomovirus, protegendo esses agentes da degradagao na hemolinfa do inseto
(Morin et al.,, 1999) (Morin et al., 2000). Aléem da GroEL, pesquisadores
demonstraram que a proteina HSP-70 (heat schock protein 70) de B. tabaci, €
super-expressa em insetos viruliferos, e € capaz de interagir com a CP de
begomovirus. No entanto, essa interagdo esta provavelmente envolvida na
protecdo das células do inseto, contra as particulas virais (Gotz et al., 2012)

(Pakkianathan et al., 2015).

A associagao dos begomovirus com seu vetor pode resultar em alteragéo
de parémetros bioldgicos do inseto. O DNA viral adquirido durante a alimentacao

em uma planta infectada permanece detectavel no inseto por toda a sua vida, e
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resulta em queda da expectativa de vida, menor taxa de fecundidade do inseto e
menor fitness para transmiss&o de virus com o passar do tempo (Rubinstein and

Czosnek, 1997).

A possibilidade de replicagdo dos begomovirus no inseto vetor é uma
questdo contraditéria (Czosnek et al., 2001) (Czosnek and Ghanim, 2012).
Sinisterra et al. (2005) demonstraram que tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
possivelmente se replica no corpo de B. tabaci (biotipo B), enquanto tomato
mottle virus (ToMoV) possivelmente ndo se replica. Nesse estudo, apos se
alimentar em plantas infectadas, insetos foram transferidos para plantas de
algodao, a qual € imune a ambos os virus. Os transcritos virais de ToMoV se
tornaram rapidamente indetectaveis nos insetos, enquanto os transcritos virais

de TYLCV aumentaram apos 4 e 7 dias, indicando transcrigao ativa.

Recentemente, Pakkianathan et al (2015) também demonstraram que
TYLCV é capaz de se replicar em B. tabaci. Esses autores demonstraram que,
em condi¢gdes normais TYLCV se replica no inseto — com aumento significativo
na concentracdo de DNA e transcritos virais - no entanto essa replicagdo é
inibida apés um curto periodo de tempo, o que possivelmente esta relacionado a
ativacdo de mecanismos de defesa da mosca. Por outro lado, Paula et al (2015)
demonstraram que contrario ao que foi observado com TYLCV, o begomovirus
bipartido bean golden mosaic virus (BGMV) parece n&o ser capaz de se replicar

com eficiéncia em B. tabaci. Nesse trabalho insetos viruliferos apresentaram
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uma queda significativa na quantidade de DNA viral quando esses insetos foram

transferidos para plantas de feijdao transgénicas imunes ao BGMV.

1.5 Begomovirus em tomateiro no Brasil

O tomate (Solanum lycopersicum; Familia Solanaceae) € uma hortalica
cultivada durante todo o ano em diversas regides do Brasil, com os estados de
Goias, Minas Gerais e Sao Paulo se destacando como principais produtores. O
pais esta entre os oito maiores produtores de tomate do mundo (FAOSTAT) e,
de acordo com levantamento realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) em janeiro de 2015, a estimativa para a produgédo de tomate
nesse ano & superior a 3 milhdes de toneladas, em uma area superior a 55 mil
hectares, o que demonstra a importancia dessa cultura para a economia do
pais. No entanto, produtores de tomate enfrentam sérios problemas
relacionados a doengas causadas pelos begomovirus. Esses agentes tém sido
responsaveis por graves epidemias — com impacto na produtividade - que
aliado a dificuldade de controle do seu inseto vetor torna as begomoviroses um
dos principais problemas do tomateiro (Giordano et al., 2005) (Fernandes et al.,

2008).

No Brasil, o primeiro relato de begomovirus associado a tomateiro foi feito
em 1960 (Flores et al., 1960) e o virus foi identificado como tomato golden

mosaic virus (TGMV) (Maytis et al., 1975). No entanto, foi a partir da década de
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90, que doencgas causadas por esses virus - causando aspecto de mosaico,
clareamento das nervuras e distorgéo foliar — na cultura de tomate comegaram
a ser relatadas com maior frequéncia, em diversas regides geograficas (Ribeiro
et al., 1994) (Ribeiro et al., 1996) (Rezende et al., 1996) (Faria et al., 1997)

(Lima et al., 2000).

Essas epidemias no pais coincidem com a invaséo global de uma nova
populagao de B. Tabaci, conhecida como biétipo B (Middle East—Asia Minor 1),
no fim da década de 80 através do comércio de plantas ornamentais, a partir
da sua origem no Oriente Médio — Asia menor, para pelo menos 54 paises (De
Barro et al., 2011), inclusive para o Brasil (Franca Felix et al., 1996). O bidtipo
B, de comportamento polifago, apresenta grande eficiéncia para transmitir
diferentes tipos de begomovirus e se adapta facilmente a diferentes plantas
hospedeiras, inclusive solanaceas (Bedford et al., 1994). Essa populagéo de
inseto também coloniza diversas espécies de plantas daninhas, as quais sao
potenciais fontes de in6culo de begomovirus para plantas de tomate (Barreto et
al., 2013). Assim, a vasta quantidade de hospedeiros de B. tabaci -
possibilitando a transferéncia de virus entre essas espécies - aliado a eventos
de mutacdo e recombinagcdo — bastante frequentes nesse género — pode
explicar a emergéncia de um grande numero de espécies de begomovirus

infectando tomateiro no Brasil (Rocha et al., 2013).

Os begomovirus que infectam tomateiro no Brasil evoluiram isoladamente

no pais e, possivelmente, emergiram a partir de hospedeiros naturais n&o
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cultivaveis para plantas de tomate. Esses agentes apresentam alta
variabilidade genética e se adaptaram a essa cultura rapidamente via eventos
de recombinagéo (Ribeiro et al., 2003) (Rocha et al., 2013). De acordo com
Brown et al (2015), atualmente existem pelo menos 16 espécies de
begomovirus associados a tomateiro no Brasil: Tomato golden mosaic virus
(Maytis et al., 1975), Tomato rugose mosaic virus (Fernandes et al., 2006),
Tomato chlorotic mottle virus (Ribeiro et al., 2007), Tomato yellow spot virus
(Calegario et al., 2007), Tomato severe rugose virus (Fernandes et al., 2008),
Tomato common mosaic virus, Tomato mild mosaic virus, Tomato leaf distortion
virus (Castillo-Urquiza et al., 2008), Tomato yellow vein streak virus
(Albuquerque et al., 2010), Tomato interveinal chlorosis virus, Tomato mottle
leaf curl virus, e Tomato golden vein virus (Albuquerque et al., 2012), Tomato
bright yellow mosaic virus (Acesso GenBank: KC791690), Tomato bright yellow
mottle virus (Acesso GenBank: KC791691), Tomato golden leaf distortion virus
(Acesso GenBank: HM357456) e Tomato golden leaf spot virus (Acesso

GenBank: KC626021).

Os virus tomato severe rugose virus (ToSRV), tomato golden vein virus
(TGVV), tomato common mosaic virus (ToCmMYV), tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV) e tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) sdo os agentes
predominantes nas principais areas produtoras do pais (Fernandes et al., 2008)
(Albuguerque et al., 2012) (Rocha et al., 2013) (Barbosa et al., 2015). No

entanto, as populagbes de begomovirus ao longo do tempo demonstram alta
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instabilidade, e podem ser bastante variaveis entre diferentes regides

geograficas (Ribeiro et al., 2003) (Fernandes et al., 2008).

Atualmente, n&o existem variedades comerciais de tomateiro imunes aos
diferentes begomovirus que ocorrem no Brasil. Algumas cultivares que
apresentam tolerancia a alguns virus estdo disponiveis no mercado e s&o
amplamente utilizadas pelos produtores (Quezado-Duval et al., 2014) (Inoue-
Nagata et al., 2014) (http://www.cnph.embrapa.br). A busca por novas fontes
de resisténcia em plantas de tomate selvagens também vem sendo objeto de
estudo de alguns grupos de pesquisa (Santana et al., 2001) (Santos et al.,

2015).

Em trabalho realizado por Pereira-Carvalho et al (2010), foram avaliados
diferentes acessos de espécies selvagens de Solanum, para resisténcia a
infeccédo pelo virus tomato rugose mosaic virus (ToRMV), e demonstrado que
espécies como S. pimpinellifolium, S. chilense, S. habrochaites, e S.
peruvianum podem ser utilizadas como potenciais fontes de resisténcia a
begomovirus. No entanto, existem limitagdes para introgressdo de genes de
algumas dessas espécies selvagens para espécies cultivadas, devido ao
isolamento genético existente entre elas. Isso torna necessario a aplicagcéo de
técnicas especiais, como resgate de embrido em meios artificiais apds o

cruzamento (Bhatia et al., 2004).
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1.6 Begomovirus em feijoeiro no Brasil

O feijao comum (Phaseolus vulgaris; Familia: Fabaceae), € uma
leguminosa que representa uma importante fonte de proteinas na alimentacéo
humana, principalmente em paises em desenvolvimento. O Brasil € um grande
produtor mundial dessa cultura, com uma produ¢do média de 3 milhdes de
toneladas nos ultimos anos (FAOSTAT). No entanto, desde 1972 a produgéo
de feijdo no Brasil vem sofrendo uma queda significativa associada a
ocorréncia de uma begomovirose importante, conhecida como mosaico

dourado do feijoeiro (Morales and Anderson, 2001).

O mosaico dourado € uma doenga causada pelo begomovirus bipartido
bean golden mosaic virus (BGMV), e cuja infecgao resulta em sintomas como
aspecto de mosaico, com amarelecimento/enrolamento das folhas e nanismo
(Faria et al., 2000). S6 no Brasil, 0 mosaico dourado causa perdas anuais que
variam de 90.000 a 280.000 toneladas na produgédo de feijdo, e em muitas
regides o cultivo dessa leguminosa tem sido inviabilizado devido a alta

prevaléncia do BGMV (Aragéo, 2014).

Diferente do que é observado em relagao a diversidade de espécies que
infectam tomateiro no Brasil, poucas espécies de begomovirus associados a

feijoeiro tem sido identificadas até hoje no pais (Brown et al., 2015). O BGMV é
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um dos principais agentes, apresentando pouca variabilidade genética entre

diferentes isolados (Faria and Maxwell, 1999) (Sobrinho et al., 2014) .

As tentativas dos programas de melhoramento em encontrar
germoplasma para resisténcia ao BGMV, ndo tem gerado gendtipos imunes a
esse virus (Bianchini, 1999). No entanto, uma linhagem de feijdo
geneticamente modificada - que demonstra imunidade ao BGMV - foi obtida por
Bonfim et al (2007). Essa linhagem, denominada Embrapa 5.1, expressa de
forma constitutiva um intron-hairpin RNA (hpRNA) para silenciamento do gene
rep de BGMV, gene indispensavel para que ocorra a replicagdo desse virus
(Aragao and Faria, 2009) (Aragao et al., 2013). Em 2011, apds avaliacdes de
biosseguranga, essa linhagem de feijoeiro foi liberada para cultivo e consumo
no Brasil pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio), e
podera beneficiar produtores, gerando maior produtividade, diminuigdo do uso
de inseticidas e assim resultar em grande reducdo de custos (Cipriano et al.,

2014).

1.7 RNA de interferéncia

RNA de interferéncia € um mecanismo bioquimico, potente e especifico
de silenciamento de genes, que ocorre em uma variedade de organismos como
mamiferos, fungos e plantas (Hannon, 2002) (Mello and Conte, 2004) (Saurabh
et al., 2014) (Rana, 2007). Esse mecanismo foi identificado pela primeira vez

em Caenorhabditis elegans por Fire et al (1998). Esses pesquisadores
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demonstraram que a injecdo de um RNA dupla-fita (dsRNA), com sequéncia
homdloga a um gene-alvo, foi capaz de gerar uma interferéncia altamente
especifica no produto desse gene, resultando em queda drastica na sua
expressao. Eles demonstraram ainda que o dsRNA deve ter uma sequéncia
homologa ao RNA mensageiro ja processado, sem a presenga de introns, o

gue demonstra que esse mecanismo funciona a nivel pés-transcricional.

Desde entdo, diversos trabalhos tem validado e demonstrado a
importancia do mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional (PTGS) -
altamente especifico e robusto — em diversas areas do conhecimento (Ketting
and Plasterk, 2005) (Aragao and Faria, 2009). Estudos bioquimicos e genéticos
revelaram o mecanismo pelo qual dsRNAs podem mediar o silenciamento pos-
transcricional de genes. Em geral esse mecanismo envolve duas etapas: etapa

iniciadora e etapa efetora (Figura 5).

Inicialmente, dsRNAs longos - produzidos por genes endodgenos,
particulas virais, elementos de transposigao ou transgenes experimentais - s&o
reconhecidos e clivados pela DICER, uma enzima altamente conservada
evolutivamente, que possui grande afinidade por dsRNA. Estruturalmente, a
DICER € uma proteina que contém um dominio com afinidade ao dsRNA
(dsRBD), dois sitios cataliticos tipo RNAse Ill, um dominio com fung¢ao helicase
e um dominio PAZ (Bernstein et al., 2001), provavelmente relacionado a
montagem do complexo de silenciamento . A DICER se liga ao dsRNA e cliva

essas moléculas em moléculas menores, com cerca de 25nt de extensao e
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overhangs de 2nt nas regides 5'e 3, denominados small interfering RNAs

(siRNAs) (Hamilton, 1999) (Hannon, 2002).

Ja na etapa efetora, os siRNAs por sua vez sao rearranjados em um
complexo regulatério multi-protéico, denominado complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC) (Hammond et al.,, 2000). Esse complexo de
silenciamento, formado por uma das fitas do siRNA (fita guia), enzima Dicer e
proteinas da familia Argonauta, € responsavel por identificar e catalisar a
clivagem ou, bloquear a tradu¢cdo, de mRNAs complementares dentro da célula
(Preall and Sontheimer, 2005). No inicio da formacdo do RISC, os siRNAs
dupla-fita formados pela DICER, s&o inicialmente incorporados ao complexo -
em um processo ativo dependente de ATP — e uma das fitas desse RNA é
entdo degradada, para que o complexo de silenciamento seja ativado.
Aparentemente o siRNA dupla-fita se associa a proteina Argonauta no
complexo RISC, e uma das fitas torna-se substrato dessa nuclease (fita
passageira). A clivagem e subsequente dissociacdo dos fragmentos da fita
passageira resulta na ativagado do RISC - em um processo que é independente
de ATP - que passa a reconhecer e clivar sequéncias de mRNA
complementares a fita guia (Rand et al., 2005). Varios fatores estdo envolvidos
no momento de escolha da fita-guia, porém fatores como menor estabilidade
na regido 5 e, determinadas caracteristicas de sequéncia, parecem favorecer

que determinada fita seja retida no complexo (Czech and Hannon, 2011).
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Figura 5: Mecanismo de RNA de interferéncia (RNAi): RNAs dupla-fita (dsRNASs)
longos ou RNAs em forma de grampo (hairpin RNA-hpRNA) sao clivados pela DICER
em pequenos (20-25nt) RNAs interferentes (siRNAs), com 2nt overhangs nas regides
3" e 5. Eses siRNAs s&o incorporados em um complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC), que contém uma proteina argonauta, a proteina DICER e outros fatores
celulares. O RISC ativo, o qual contém a fita-guia de RNA, passa a reconhecer e clivar
sequéncias de mRNA complementares. O RISC é novamente reutilizado em varios
eventos de clivagem (Modificado de Rana, 2007).
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Em plantas, as RNA polimerases dependentes de RNA (RdRps) atuam na
via de silenciamento, resultando na amplificacdo do sinal dessa via. Essas
proteinas agem como primers e, a partir de um RNA fita-simples, produzem
RNAs de dupla-fita, que novamente sdo reconhecidos pela DICER, resultando
em maior quantidade de moléculas de siRNAs e amplificacdo da via de
silenciamento (Ahlquist, 2002). Ainda ndo é muito claro como as RdRps
diferenciam RNAs enddgenos, que ndo devem ser silenciados, de RNAs virais
ou de elementos de transposi¢ao, mas alteragdes na estrutura do RNA podem
estar envolvidas nesse processo (Baulcombe, 2004) (Abernathy and

Glaunsinger, 2015).

Além do mecanismo de PTGS, em plantas, moléculas de RNA dupla-fita,
podem desencadear a metilagdo de DNA de sequéncias homologas, resultando
em silenciamento génico a nivel transcricional (TGS) (Mette et al., 2000).
Transcritos génicos se associam a moléculas de RdRp, resultando em RNAs
de dupla-fita no nucleo. Esses RNAs sao clivados pela DICER - assim como no
mecanismo de PTGS - formando siRNAs que sao transportados para o
citoplasma, onde se associam a proteinas Argonauta e, sdo novamente
importados para o nucleo. No nucleo, esses siRNAs direcionam a metilacéo de
sequéncias de DNA homdlogas, resultando no processso de metilagao de DNA
dependente de RNA (RdDM), com consequente formagédo de regides
heterocromaticas e supressao da transcrigdo (Matzke et al., 2001) (Castel and

Martienssen, 2013). Essa etapa de metilac&o inicial, € seguida por uma etapa
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de manuteng¢ao, onde o padrdao de metilagcdo é mantido, de forma dependente

ou independente dos siRNAs (Bond and Baulcombe, 2014).

Uma outra via de silenciamento, relacionada ao silenciamento de genes
endogenos, envolve uma classe de moléculas de RNAs pequenos (20-24nt),
denominados micro RNAs (miRNAs), que desempenham um importante papel
biolégico no desenvolvimento de plantas e animais. miRNAs atuam em
transcritos celulares alvo, induzindo sua clivagem ou supressao da tradugéo.
Nessa via de silenciamento, RNAs nado codificantes em forma de grampo,
denominados pri-miRNA, sado sintetizados pela RNA polimerase Il, e em
seguida processados por uma proteina tipo-DICER (DCL1). pri-miRNAs sofrem
uma clivagem inicial para a produgao dos pre-miRNAs, que sao exportados do
nucleo para o citoplasma, onde sao reconhecidos e clivados pela DICER,
formando miRNAs maduros. Esses miRNAs sdo associados ao RISC e, de
acordo com a complementariedade ao RNA alvo, resultardo em clivagem
(complementariedade perfeita) ou supressao da tradugao (complementariedade

imperfeita) (Brodersen and Voinnet, 2006) (Czech and Hannon, 2011).

1.8 RNA de interferéncia como estratégia para resisténcia aos
begomovirus

Em plantas, o mecanismo de silenciamento génico, via RNA de

interferéncia, € um mecanismo de defesa inato que atua contra patégenos
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virais (Voinnet, 2005). Durante uma infeccdo por geminivirus, plantas séo
capazes de ativar naturalmente as vias de silenciamento - PTGS e TGS - e
produzir siRNAs especificos contra o virus responsavel pela infecgcao
(Rodriguez-Negrete et al., 2009) (Aregger et al., 2012). No entanto, esses
siRNAs muitas vezes sido detectados em uma etapa tardia da infecgcédo, o que

nao é favoravel ao controle do patégeno (Ibrahim and Aragéo, 2015).

Em plantas transgénicas, o mecanismo de RNAi pode ser engatilhado
através da expresséo constitutiva de moléculas de RNA em forma de grampo
(intron-hairpin RNA - hpRNA) (Figura 6). Smith et al (2000) demonstraram que
os hpRNAs, sdo moléculas efetoras altamente eficientes, e desde entdo essa
tecnologia vem sendo amplamente utilizada no melhoramento de plantas,
visando resisténcia a diferentes espécies de begomovirus (Pooggin et al.,
2003) (Fuentes et al., 2006) (Ramesh et al., 2007) (Ammara et al., 2015) (Chen

et al., 2015), resultando em niveis variados de tolerancia.
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Figura 6: Estratégia para obtencdo de resisténcia a begomovirus, através do
mecanismo de silenciamento génico pdés-transcricional (PTGS). Plantas transgénicas
modificadas para expressar um RNA em forma de grampo (hpRNA) com uma
sequéncia do gene viral rep (que codifica para a proteina Rep, essencial para que
ocorra a replicacao viral). O hpRNA é convertido em siRNAs de dupla fita através da
acao da DICER (DCL). Uma das fitas dos siRNAs é subseqientemente incorporada ao
RISC. Guiado pela fita-guia proteinas Argonauta (AGO1) clivam o mRNA alvo,
resultando em silenciamento génico. Apds a infeccdo das células vegetais,
begomovirus expressam a proteina Rep, que € essencial para que ocorra a replicagado
viral. No entanto, em plantas geneticamente modificadas, o gene rep é silenciado,
resultando na ndo expressao dessa proteina, e interferindo no ciclo viral.
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Casos de imunidade a esses virus utilizando essa estratégia também tém
sido relatados. Fuentes et al (2006) demonstraram que uma linhagem de
tomate transgénica, expressando um ApRNA complementar ao gene C1 de
tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), foi imune a esse virus. Resultado similar
foi demonstrado em trabalho realizado por Bonfim et al (2007), no qual plantas
de feijao (Phaseolus vulgaris) transgénicas, expressando um hpRNA
complementar ao gene rep do bean golden mosaic virus (BGMV), foram

imunes a esse virus, mesmo sob alta presséo de indculo.

Além de imunidade a um determinado agente viral, esse mecanismo
também vem sendo utilizado para gerar resisténcia a dois ou mais virus.
Diversas construgdes génicas, com alvo em diferentes genes virais (Ammara et
al., 2015) (Sharma et al., 2015) (Chen et al.,, 2015) tem sido avaliadas, e
demonstram a aplicabilidade dessa tecnologia na obtencdo de plantas com

resisténcia a diferentes begomovirus.

1.9 Nicotiana benthamiana como planta modelo

Nicotiana benthamiana, membro da familia Solanaceae, € uma espécie
de planta de origem australiana, amplamente utilizada pela comunidade
cientifica como planta modelo. N. benthamiana tornou-se uma espécie
importante em estudos de interagdo patdogeno-hospedeiro, particularmente

aqueles envolvendo agentes virais. Essa espécie modelo € altamente
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susceptivel a maioria dos virus que infectam planta, fato que esta intimamente
ligado a uma mutacdo no gene de uma RNA polimerase dependente de RNA
(NbRdJRP1m), que resulta em deficiéncia na sua via de silenciamento. Aliado a
isso, N. benthamiana é facilmente transformada geneticamente e regenerada, o
que facilita sua utilizacdo como modelo em diversos estudos moleculares,
dentre eles, o uso de transgenia visando resisténcia a virus (Goodin et al.,

2008).

Em 2012, o draft do genoma de N.benthamiana foi disponibilizado em
uma plataforma on line (http://solgenomics.net), criada para auxiliar
pesquisadores de todo o mundo na obtengdo da sequéncia de genes, estudo
do genoma dessa espécie e estudos gendbmicos comparativos entre

solanaceas (Bombarely et al., 2012).
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1.10 Objetivo Geral

1. Avaliar a ferramenta de RNA de interferéncia como forma de controle de
begomoviroses em feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e tomateiro (Solanum

lycopersicum).
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2 Capitulo 2

Reducao da carga viral em mosca branca (Bemisia tabaci Gen.) se
alimentando em plantas de feijao transgénicas, resistentes ao bean
golden mosaic virus, via RNAi
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2.1 Resumo

O begomovirus bipartido bean golden mosaic virus (BGMV), transmitido pela
mosca branca (Bemisia tabaci), € o agente responsavel pelo mosaico dourado
do feijoeiro, uma das doengas mais limitantes para o cultivo de feijdo no Brasil.
O mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI) foi utilizado para silenciar o gene
rep do BGMV e uma linhagem de feijao geneticamente modificada (GM), imune
a esse virus, foi previamente gerada. Nesse estudo, nos investigamos se
moscas brancas viruliferas, infectadas pelo BGMV, poderiam reduzir sua
quantidade de DNA viral, apos se alimentarem em plantas de feijao GM. Para
isso, moscas viruliferas foram transferidas para plantas de feijdo GM e nao-
GM, onde permaneceram durante um periodo de 4 e 8 dias. A abundéancia de
DNA viral foi estimada, através de uma PCR semi-quantitativa, para
amplificacdo de fragmentos especificos do gene REn (Replication Enhancer)
do BGMV, e da subunidade | da citocromo oxidase de B. tabaci (BtCOIl). A
quantidade de DNA viral foi significativamente reduzida em moscas brancas
que se alimentaram em plantas de feijao GM (comparado a moscas que se
alimentaram em plantas ndo-GM), em 52% e 84%, nos periodos de 4 e 8 dias

respectivamente.

Palavra-chave: Bean golden mosaic virus, resisténcia a virus, carga viral,

mosca branca

Capitulo publicado na revista Virus Research (Anexo 1):

Paula, Nayhanne T.de, Faria, Josias C.de, Aragdo, Francisco J.L., Reduction of viral
load in whitefly (Bemisia tabaci Gen.) feeding on RNAIi- mediated bean golden mosaic
virus resistant transgenic bean plants. Virus Research
http://dx.doi.org/10.1016/j.virusres.2015.08.012
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2.2 Abstract

The bipartite begomovirus bean golden mosaic virus (BGMV), transmitted by

the whitefly Bemisia tabaci, is the responsible agent of golden mosaic, one of
the most limiting diseases for bean cultivation in Brazil. The RNA interference
(RNAi) mechanism was explored to silence the rep gene from BGMV and a
genetically modified (GM) bean immune to the virus was previously generated.
In this study, we investigated if BGMV-viruliferous whiteflies would reduce DNA
viral amount after feeding on GM bean plants. For this, BGMV-viruliferous
whiteflies were transferred to GM bean plants and non-GM bean plants, over
the period of 4 and 8 days. The viral DNA abundance was estimated by a semi-
quantitative PCR, for amplication of specific fragments of REn gene (Replication
Enhancer) of BGMV, and subunit | of cytochrome oxidase from B. tabaci
(BtCOIl). BGMV DNA amount was significantly reduced in whiteflies feeding in
GM-plants (compared with insects feeding on non-GM plants) for a period of 4
and 8 days in 52% and 84% respectively.

Keywords: Bean golden mosaic virus; virus resistance; viral load; whitefly
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2.3 Introducgao

O bean golden mosaic virus (Familia Geminiviridae) - um begomovirus
bipartido transmitido pela mosca branca (Bemisia tabaci) - é o agente
responsavel pelo mosaico dourado do feijoeiro (Phaseolus vulgaris), uma
doenga limitante para a produgdo de feijdo no continente americano, cujo
método de controle € baseado principalmente na aplicacdo de inseticidas de

alta toxidez, para controle do vetor (Aragéo, 2014).

Em 2007, uma planta de feijdo trangénica imune ao BGMV foi gerada
(Bonfim et al.,, 2007). Pesquisadores utilizaram a estratégia de RNA de
interferéncia (RNAI), para silenciar o gene rep do BGMV, um gene fundamental
para que ocorra a replicagdo viral (Figura 1). Esse evento transgénico
(conhecido como 5.1, Embrapa 5.1 ou EMB-PV051-1) foi completamente
caracterizado (Aragéao et al., 2013), e em 2011, autorizado para liberagdo
comercial no Brasil, pela Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranga

(CTNBIo).

A interagdo existente entre os begomovirus e a mosca branca é
complexa. Uma vez adquiridos, esses agentes podem permanecer no inseto
durante toda a sua vida, e sdo capazes de alterar parametros bioldgicos da
mosca, como expectative de vida, taxa de fecundidade e fitness para transmitir
novos virus. Diante disso, a possibilidade de replicagdo dos begomovirus no

corpo do inseto, vem sendo especulada (Czosnek et al., 2001) (Hogenhout et
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al., 2008). Estudos demonstraram que o begomovirus monopartido tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) parece se replicar em B. tabaci (Sinisterra et al.,
2005) (Pakkianathan et al., 2015), enquanto o bipartido tomato mottle virus
(ToMoV) parece nédo se replicar (Sinisterra et al., 2005). No entanto, a
possibilidade de replicagdo desses virus em mosca branca ainda € uma

questao controversa e que deve ser melhor investigada.

Nesse trabalho, nds investigamos se moscas brancas viruliferas,
infectadas com BGMV, podem reduzir sua carga viral apds se alimentarem em

plantas de feijdo geneticamente modificadas, imunes a esse virus.
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2.4 Materiais e métodos

2.4.1 Ensaio biolégico

Grupos de aproximadamente 100 moscas brancas (misto de machos e
fémeas) foram coletados de uma colénia de moscas, se alimentado em uma
planta de feijao infectada pelo bean golden mosaic virus (BGMV), e em seguida
transferidos para plantas de feijao transgénicas (Embrapa 5.1) e nao-
transgénicas. As moscas viruliferas foram mantidas nessas plantas durante um
periodo de 4 e 8 dias, e entido coletadas para a analise do DNA do BGMV. Trés
grupos de 2 plantas foram utilizados para cada tratamento, e os experimentos

foram repetidos 3 vezes.

2.4.2 PCR semi-quantitativa

DNA total foi isolado das moscas brancas, de acordo com protocolo ja
descrito (Calder6on-Cortés et al., 2010). Resumidamente, os insetos foram
macgerados em N liquido, e homogeneizados em 1mL de tampdo de extragcéo
contendo, 20mM EDTA (pH 8), 100mM Tris-HCI (pH 7,5), 1,4 M NaCl, 2%
CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide), 4% PVP (Polivinil-pirrolidona) e 2%
de B-mercaptoetanol. Essa mistura foi incubada a 60°C por 30 minutos.

Posteriormente foi adicionado 1 volume de clorofane (Fenol-Cloroférmio-Alcool
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isoamilico), e a mistura foi centrifugada a 13000 xg por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado e precipitado com 2 volumes de etanol absoluto. O
precipitado foi lavado em etanol 70% e ressuspendido em H;O milli-Q

autoclavada.

O DNA foi submetido a uma reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
semi-quantitativa, de acordo com Bonfim et al (2007), utiizando o par de
primers AC3F (5- TGTTGCGAAACGTACAGCTCTG-3) e AC3R (5-
CACAACGACCAGAGTATACCAC-3') para amplificar um fragmento de 223 pb
do gene REn (Replication Enhancer) de BGMV. Como controle interno, o par
de primers MOSCA44F (5-GAGGTATTTGGAAGGTTGGGGA-3) e
MOSCA579R (5- TAATCTGAATATCGGCGAGGCA-3') foi utilizado para
amplificar 536 pb do gene da subunidade | da citocromo oxidase de B. tabaci
(BtCOI) (Acesso no GenBank: EU760723.1). O numero de ciclos de
amplificacdo foi otimizado para finalizar a reagdo no estagio exponencial,

garantindo uma analise semi-quantitativa

A intensidade relativa das bandas presentes no gel de agarose, foi
determinada através do programa Quantity One v4.6.3. A quantificacao relativa
foi realizada por comparagédo da intensidade das bandas referentes ao gene
REn e BtCOI. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos 3

vezes.
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2.4.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + desvio-padrdo. Diferencas
estatisticas foram analizadas pelo teste t, através do programa GraphPad
Prism v. 6.02 (GraphPad Software Inc.). Diferencas apresentando valores de

P<0.05, foi consideradas estatisticamente significantes.
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2.5 Resultados e discussao

A analise por PCR semi-quantitativa demonstrou que a quantidade de
DNA do bean golden mosaic virus (BGMV) diminui em moscas brancas
viruliferas transferidas para plantas de feijdo geneticamente modificadas (GM),
quando comparado a insetos transferidos para plantas de feijao ndo-GM. Os
resultados revelaram que apds um periodo de 4 e 8 dias de alimentacdo em
plantas GM, a reducdo de DNA do BGMV foi de 52% e 84% respectivamente,

comparado a moscas que se alimentaram em plantas ndo-GM (Figura 2).

Contrario ao que foi observado em tomato yellow leaf curl virus (Sinisterra
et al., 2005) (Pakkianathan et al., 2015), nossos resultados sugerem que o
BGMV parace nao ser capaz de se replicar com alta eficiéncia em mosca
branca. A redugédo na quantidade de DNA desse virus, observada em moscas
expostas ao feijago GM, pode ser atribuida ao fato de que os insetos n&o
adquirem particulas virais sintetizadas de novo, uma vez que o BGMV nao é
capaz de se replicar nessas plantas, como previamente demonstrado (Bonfim
et al., 2007). Em adicdo, o aumento na quantidade de DNA observado em
moscas brancas transferidas para plantas de feijdo ndo-GM pode ser atribuido

ao aumento de particulas do BGMV, durante o periodo de 8 dias.

Ainda assim, n6s nado podemos excluir a possibilidade de que os
pequenos RNAs interferentes (siRNAs), expressos pelas plantas GM, para

silenciamento do gene rep, poderiam interferir na interagdo virus-inseto.
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Recentemente, pesquisadores demonstraram que siRNAs, sdo moléculas
capazes de silenciar genes em B. tabaci (Upadhyay et al., 2011) (Thakur et al.,
2014). Embora transcritos virais de begomovirus, como tomato yellow leaf curl
virus e tomato mottle virus, tenham sido observados em mosca branca (Mehta
et al.,, 1994) (Sinisterra et al., 2005) (Pakkianathan et al., 2015), ainda n&o foi
estabelecido se o genoma do BGMV pode ou nao ser transcrito pelas células

do seu vetor.

A reducdo na quantidade de DNA do BGMV em B. tabaci com o uso de
variedades GM imunes a esse virus, poderia ajudar no controle do mosaico
dourado tanto em campos de feijdo GM, quanto em campos ndo-GM, através
da reducédo do indculo viral, e da probabilidade de emergéncia de novos virus,
associados a co-existéncia de distintos agentes virais no mesmo campo. Essa

possibilidade sera posteriormente avaliada sob condi¢gdes de campo
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Figura 1: Deteccao de pequenos RNAs interferentes (siRNAs), isolados a partir de
folhas de plantas de feijao transgénicas (T) e n&o-transgénicas (NT). O RNA foi
hibridizado com uma sonda de DNA, correspondente a um fragmento do gene rep,
entre as posigcdes 1.838 e 2.232 no genoma do bean golden mosaic virus (BGMV). O
gel do RNA, corado com brometo de etideo, estda demonstrado (loading control).
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Figura 2: Quantificagcdo de DNA do bean golden mosaic virus (BGMV) em moscas
brancas (Bemisia tabaci), se alimentando em plantas de feijdo geneticamente
modificadas (GM) e ndo-GM, por 4 e 8 dias. Para a analise semi-quantitativa, reacdes
de PCR foram submetidas a um tratamento inicial a 95°C (5 min) e 25 ciclos de
amplificacdo (95°C por 1 min, 55°C por 1 min, e 72°C por 1 min), com um ciclo de
extensdo de 5 min a 72°C. O gene da subunidade | da citocromo oxidase de B. fabaci
(BtCOl) foi usado como controle interno. Dados representam a média + desvio-padrao
de trés replicatas bioldgicas. ** P<0.05.
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3 Capitulo 3

RNA de interferéncia como estratégia para resisténcia ampla a
begomovirus que infectam tomateiro (Solanum Ilycopersicum) no
Brasil
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3.1 Resumo

Os begomovirus (Familia Geminiviridae) representam um importante grupo de
patogenos, que infectam uma grande variedade de espécies de plantas, e
causam perdas significativas na agricultura. No Brasil, o cultivo de tomateiro
(Solanum lycopersicum) é ameagado por diversas espécies emergentes
desses virus. Nesse estudo, o mecanismo molecular de RNA de interferéncia
(RNAI) foi utilizado como ferramenta para a obtengdo de plantas transgénicas
de Nicotiana benthamiana, com resisténcia de amplo espectro a begomovirus
que infectam tomateiro no Brasil. Uma sequéncia quimérica de 1.286
nucleotideos, homodloga ao gene rep de quatro importantes espécies
associadas a tomateiro - tomato leaf distortion virus (ToLDV), tomato golden
vein virus (TGVV), tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV) e tomato severe
rugose virus (ToSRV) - foi utilizada para gerar uma constru¢ao do tipo intron-
hairpin. Através do sistema de transformacéo via Agrobacterium tumefaciens,
20 linhagens de plantas de N. benthamiana transgénicas foram geradas.
Dessas, 3 linhagens demonstraram uma maior propor¢do de plantas
resistentes, quando desafiadas com DNA do TGVV, pelo método de
biobalistica. Essa propor¢do de plantas resistentes foi dependente da
concentracdo de DNA viral utilizada no bombardeamento (=1000 ng/uL, 500
ng/pL ou 250 ng/pL de DNA viral/planta), com um maior numero de plantas n&o
infectadas, observado quando uma menor presséo de infecgcédo (=250 ng/uL de
DNA viral/planta) foi utilizada. Essas linhagens também foram desafiadas com
0s agentes virais tomato rugose mosaic virus (ToRMV), tomato chlorotic mottle
virus (ToCMoV) e tomato interveinal chlorosis virus (TolCV). Nossos resultados
sugerem que a resisténcia a todos os virus avaliados foi dependente da zigose
do transgene. Uma proporgao de 77% das plantas que apresentaram o fen6tipo

de resisténcia, demonstraram ser homozigotas.

Palavra-chave: Begomovirus, RNAI, S. lycopersicum, N. benthamiana
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3.2 Abstract

The Begomovirus (Family Geminiviridae) represents an important group of
pathogens that infect a wide range of plant species and cause significant losses
in agriculture. In Brazil, tomato (Solanum lycopersicum) cultivation is threatened
by diverse species of these viruses. In this study, the molecular mechanism of
interfering RNA (RNAi) was used as a tool to generate transgenic plants of
Nicothiana benthamiana with wide resistance to Brazilian tomato
begomoviruses. A chimeric sequence of 1.286 nucleotides, homologous to rep
gene from four important tomato-begomovirus species - tomato leaf distortion
virus (ToLDV), tomato golden vein virus (TGVV), tomato mottle leaf curl virus
(TMoLCV) and tomato severe rugose virus (ToSRV) - was used to generate an
intron-hairpin  construct. Using Agrobacterium tumefaciens system of
transformation, 20 lines of transgenic plants of N. benthamiana were generated.
Of these, three lines demonstrated significant proportion of resistant plants,
when challenged with the DNA of TGVV, by biolistic method. The proportion of
resistant plants was dependent upon viral DNA load used in bombardment
(=1000 ng/pL, 500 ng/uL or 250 ng/pL of DNA/plant), with the higher number of
uninfected plants observed when lower infection pressure (=250 ng/uL of
DNA/plant) was used. These lines were also challenged with viral agents
tomato rugose mosaic virus (ToRMV), tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)
and tomato interveinal chlorosis virus (TolCV). Our results suggest that
resistance to all evaluated viruses was transgene zygosis dependent. A
proportion of 77% of the plants that showed resistant phenotype were shown to

be homozygous.

Keywords: Begomovirus, RNAI, S. lycopersicum, N. benthamiana
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3.3 Introducgao

O género Begomovirus compreende um grupo de agentes virais
importantes na agricultura, pois sdo capazes de infectar e causar danos —
resultando em menor produtividade — em varias espécies de plantas
economicamente importantes. No Brasil, desde 1990, epidemias causadas por
uma grande variedade de espécies de begomovirus, vem sendo relatadas em
tomateiro (Solanum lycopersicum), com pelo menos 16 espécies ja
identificadas (Brown et al., 2015), o que caracteriza uma grande ameaga a

produgao dessa hortalica no pais.

Os begomovirus que infectam tomateiro no Brasil apresentam alta
variabilidade genética (Ribeiro et al., 2003) (Rocha et al., 2013). Poucas
variedades de tomateiro disponiveis no mercado, que apresentam certo grau
de toleréncia a alguns virus, tem sido amplamente utilizadas pelos produtores.
No entanto, ndo existem plantas imunes a esses virus, e a resisténcia de amplo

espectro ainda € um desafio.

O Silenciamento génico, via RNA de interferéncia, € um mecanismo de
defesa inato das plantas, que atua contra patégenos virais. Esse mecanismo
pode ser induzido em plantas transgénicas, através da expressao de moléculas
de RNA em forma de grampo (infron hairpin RNA — hpRNA), e resultar na
degradagcdo de transcritos virais especificos (Smith et al., 2000). Essa

estratégia tem sido amplamente utilizada no desenvolvimento de plantas com
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resisténcia a begomovirus, com resultados promissores, inclusive como ja foi

demonstrado pelo nosso grupo (Bonfim et al., 2007) (Aragé&o et al., 2013).

Este trabalho descreve a eficiéncia de um hpRNA quimérico, em plantas
de Nicotiana benthamiana transgénicas, para o silenciamento do gene rep de
diferentes espécies de begomovirus que infectam tomateiro (Solanum

lycopersicum) no Brasil.
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3.4 Objetivos

3.4.1 Objetivo Geral

Desenvolver um cassete de expressao de intron-hairpin RNA (hpRNA)
quimérico, direcionado para o gene rep de diferentes begomovirus que
infectam tomateiro (Solanum lycopersicum) no Brasil, e avaliar sua eficiéncia
no silenciamento desse gene em plantas transgénicas de Nicotiana

benthamiana.

3.4.2 Objetivos especificos

1. Identificar em grupos de espécies de begomovirus, baseado na

identidade nucleotidica, regides conservadas dentro do gene rep;

2. Construir um cassete de expressdo de hpRNA quimérico, com
sequéncia homdloga ao gene rep de diferentes espécies de begomovirus

associados a tomateiro;

3. Avaliar a eficiéncia desse hpRNA no silenciamento do gene rep,
através do desafio das plantas de N. benthamiana transgénicas, via
bombardeamento de particulas, com quatro espécies de begomovirus que

infectam tomateiro.
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3.5.1 Identificagao de sequéncias conservadas do gene rep

Inicialmente, sequéncias de nucleotideos correspondentes ao gene rep de

11 espécies de begomovirus associados a tomateiro no Brasil, depositadas no

GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI), foram

selecionadas (Tabela 1). Essas sequéncias foram alinhadas através do

software Mega 5.0 (Koichiro et al., 2011) para analise de regides conservadas

dentre os acessos selecionados.

Tabela 1: Lista dos 11 virus que infectam tomateiro no Brasil, selecionados para a

analise da sequéncia do gene rep.

Virus

Acesso GenBank

tomato rugose mosaic virus (ToRMV)
tomato severe rugose virus (ToSRV)
tomato golden mosaic virus (TGMV)
tomato mild mosaic virus (ToMIMV)
tomato yellow spot virus (ToYSV)
tomato leaf distortion virus (ToLDV)
tomato yellow vein streak virus (ToYVSYV)
tomato golden vein virus (TGVV)
tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV)
tomato chlorotic mottle viruS (ToCMoV)

tomato interveinal chlorosis virus (TolCV)

AF291705.1
DQ207749.1
JF694490.1
KC706611.1
DQ336350.1
EU710749.1
EF417915.1
JF803254.1
JF803246.1
AF490004.1
JF803252.1
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O alinhamento das sequéncias do gene rep, foi utilizado para a montagem
de uma arvore filogenética, baseada no método Neighbor-Joining, com 1.000
repeticoes “bootstraps”, o que possibilitou a identificacdo de quatro clusters de
virus com maior identidade de nucleotideos (Figura 1). As sequéncias virais de
cada cluster foram alinhadas separadamente e uma regido conservada do
gene rep, de um virus de cada grupo, foi selecionada para compor o cassete
de expressdo de hpRNA, sendo: Uma regido de 326 pb de ToSRV
(nucleotideos 1937 a 2262), uma regido de 320 pb do genoma TolLDV
(nucleotideos 2204 a 2523), uma regidao de 319 pb do genoma de TGVV
(nucleotideos 2088 a 2406), e uma regido de 321 pb do genoma de ToMLCV
(nucleotideos 2042 a 2362). A localizagdo das sequéncias escolhidas, dentro

do gene rep de cada virus, € demonstrada na figura 2
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ToYSVrep
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100 TGVVrep
100 TMoLCVrep

76 ToCMoVrep

99 TolCVrep

Figura 1: Arvore filogenética baseada no alinhamento de 11 sequéncias do gene rep
de diferentes isolados de begomovirus que infectam tomateiro no Brasil. Os virus
utilizados no alinhamento foram: tomato rugose mosaic virus (ToRMV), tomato severe
rugose virus (ToSRV), tomato golden mosaic virus (TGMV), tomato mild mosaic virus
(ToMIMV), tomato yellow spot virus (ToYSV), tomato leaf distortion virus (ToLDV),
tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), tomato golden vein virus (TGVV), tomato
mottle leaf curl virus (TMoLCV), tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) e tomato
interveinal chlorosis virus (TolCV). A arvore foi construida pelo método Neighbor-
Joining, com 1000 repetigbes “bootstraps”, utilizando o programa Mega 5.0 (Koichiro et
al., 2011). Os quatro grupos com maior identidade nucleotidica sdo demonstrados por
ramos de diferentes cores, sendo: verde para o grupo do virus ToSRV, bege para o
grupo do virus ToLDV, cinza para o grupo do virus TGVV e amarelo para o grupo do
virus TOMLCV. Os numeros abaixo dos ramos representam a porcentagem de vezes
que cada ramo é repetido nas repeti¢cdes “bootstraps” (Felsenstein, 1985).
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Figura 2: Representacdo das regides do gene rep, escolhidas para construgdo do
cassete de expressado de hpRNA. As figuras representam o DNA-A completo dos virus
selecionados, com a localizagdo do gene rep (roxo) no genoma, e a localizagdo dentro
desse gene das sequéncias escolhidas para constru¢cdo do DNA quimérico para
expressdao do hpRNA (transgene rep). a) tomato severe rugose virus (ToSRV), com
um DNA-A de 2.593 pb e a regido de 326 pb, selecionada para construgcdo do cassete
de interferéncia, demonstrada em verde. b) tomato leaf distortion virus (ToLDV), com
DNA-A de 2.645 pb, e a regiao selecionada de 320 pb demonstrada em bege. c)
tomato golden vein virus (TGVV), com 2.564 pb e a regido selecionada de 319 pb em
cinza. d) tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV), com 2.631 pb, e a regido de 321 pb
selecionada demonstrada em amarelo.
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3.5.2 Construcao do cassete de expressao de hpRNA

As quatro regides do gene rep selecionadas, foram dispostas in tanden, e
sintetizadas com a adi¢ao dos sitios de restricdo Apal, Xbal e Kpnl, Spel nas
extremidades, resultando em um DNA quimérico de 1.286 pb (Epoch life
Science, Inc.). Essa sequéncia quimérica foi clonada nas orientagbes sense e
antisense, flanqueando o intron 3 do gene da malato sintase de Arabidopsis
thaliana (AtMS), no vetor pSIU, desenvolvido por Tinoco et al (2010), formando
um cassete para expressao de um hpRNA. Esse cassete foi liberado do vetor
pSIU através de digestdo com as enzimas EcoRI e Hindlll, e clonado no vetor
binario pPCAMBIA 3300 (Cambia, Australia), dando origem ao vetor denominado

pC3300-fourgemini, de 12.325 pb (Epoch life Science, Inc.) (Figura 3).
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Figura 3: Estratégia para construgdo de um cassete de expressdo de hpRNA quimérico para
silenciamento do gene rep de begomovirus. Uma sequéncia de DNA quimérico, formada por
sequéncias de quatro grupos virais, dispostas in tandem, foi clonada no vetor pSIU, entre os
sitios Xbal e Kpnl, resultando no vetor pSlU-fourgemini 1. A mesma sequéncia foi clonada
nesse vetor, em sentido contrario, entre os sitios Spel e Apal, resultando no vetor pSIU-
fourgemini 2. Isso permitiu a formacédo de um cassete de hpRNA, direcionado para o gene rep,
entre os sitios EcoRI e Hindlll. Tomato severe rugose virus (ToSRV), tomato mottle leaf curl
virus (TMoLCV), tomato golden vein virus (TGVV), tomato leaf distortion virus (ToLDV),
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (35SCaMV), intron 3 do gene da malato
sintase de Arabidopsis thaliana (AtMS intron), terminador do gene da nopalina sintase (nos3’).
O cassete de interferéncia (3.951 pb) retirado do vetor pSlU-fourgemini2 foi clonado, entre os
sitios EcoRI e Hindlll do vetor binario pCambia-3300, resultando no vetor pC3300-fourgemini
(12.325 pb). Tomato severe rugose virus (ToSRV), tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV),
tomato Golden vein virus (TGVV), tomato leaf distortion virus (ToLDV), promotor 35S do virus
do mosaico da couve-flor (35SCaMV), intron 3 do gene da malato sintase de Arabidopsis
thaliana (AtMS intron), terminador do gene da nopalina sintase (nos3’), gene de resisténcia a
canamicina (Kanamycin), regiées entre as quais o DNA de interesse é clonado (T-border), gene
de resisténcia ao herbicida glufosinato de amdmio (bar), replicon para replicagdo em A.
tumefaciens (pVS1 rep), regido para estabilidade em A. tumefaciens (PVS1 sta).
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3.5.3 Anadlise in silico do cassete de expressao de hpRNA

O cassete para expressao de hpRNA desenvolvido, foi submetido a uma
analise in silico utilizando as ferramentas on line Mfold e DSIR (Designer of
Small Interfering RNA). O software Mfold

(http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/) foi utilizado para predi¢do da

estrutura secundaria formada pelo hpRNA e sua estabilidade, conforme
descrito por Zuker et al (2003). A analise dessa sequéncia pelo software DSIR,
o qual utiliza um algoritmo descrito por Vert et al (2006), possibilitou a predicéo

de potenciais siRNAs para a regido alvo dentro do gene rep.

3.5.4 Transformacgao de bactérias

3.5.4.1 Escherichia coli cepa XL1-blue

Células eletrocompetentes de E. coli XL1-blue (Stratagene) foram
transformadas por eletroporagdo com 20 ng de DNA do plasmideo pC3300-
fourgemini, de acordo com protocolo pré-estabelecido (BRASILEIRO, A.C.M.
CARNEIRO, 1998). Apos a transformagéo, 100 yL da amostra foram plaqueados
em meio LB (Luria-Bertani) solido contendo canamicina (100 mg/L), e incubados
a 37°C overnight. Clones selecionados foram multiplicados em 3 mL de meio LB
liquido, contendo canamicina, e apds crescimento por 16hrs a 37°C, o DNA foi
purificado (mini-prep) de acordo com protocolo descrito por Sambrook & Russell

(2001). A clonagem foi confirmada por analise de restrigdo com diferentes
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endonucleases, seguindo as recomendagdes dos fabricantes. Clones que
exibiram o perfil de restricdo esperado foram sequenciados (Macrogen Inc.

Coréia do Sul).

Quinhentos microlitros do clone contendo o plasmideo de interesse,
crescido em meio LB liquido, foram misturados com 500 pyL de solugao de
glicerol 60% (v/v) autoclavado. As bactérias, a uma concentracdo final de 30%

de glicerol, foram armazenadas em freezer -80 °C.

3.5.4.2 Agrobacterium tumefaciens cepa EHA-105

A linhagem desarmada EHA-105 de A. tumefaciens, que possui o gene de
resisténcia a rifampicina, foi preparada e transformada com DNA do plasmideo
pC3300-fourgemini por eletroporagdo (BRASILEIRO, A.C.M. CARNEIRO, 1998).
Apods a transformacgao, 100 yL da amostra foram plaqueados em meio LB sdlido
contendo os antibiéticos canamicina (100 mg/L) e rifampicina (100 mg/L), e

incubados a 28°C por 48 horas.

As colbnias obtidas foram submetidas a uma reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR) para deteccdo de clones positivos. Nessa reagdo, um
fragmento de 577 pb do plasmideo pC3300-fourgemini foi amplificado,
utiizando-se a enzima Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen), de
acordo com instrucbes do fabricante. Nessa reacdo foi utilizado um par de

primers denominados 4geminiF (5 - AGCTGATCTGCCGTCGATTT - 3’) e
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4geminiR (5’ - TCCGACGTCAAGTCCTAGTAAA - 3’), desenhados para uma
regidao especifica do plasmideo pC3300-fourgemini, através da ferramenta

Primer designing tool (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/), e

sintetizados pela Macrogen Inc. (Coréia do Sul). As amostras foram submetidas
a um programa de ciclagem com as seguintes condi¢des: 95 °C por 5 minutos
seguido de 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 1
minuto e uma extensao final a 72 °C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram
separados em gel de agarose 1% diluido em tamp&o Tris-Borato-EDTA (TBE),
com posterior imersdo em solucdo de brometo de etideo por 15 minutos. Em
seguida o gel foi visualizado em transiluminador (Bio Rad Laboratories), e

amostras que apresentaram uma banda de 577 pb foram consideradas positivas.

Um clone de A. tumefaciens positivo foi selecionado para os posteriores
eventos de transformacédo de N. benthamiana. Cento e vinte microlitros desse
clone, crescido em meio LB liquido com os antibidticos seletivos, foram
misturados com 80 pyL de solugdo de glicerol 50% (v/v) autoclavado. Essas
aliquotas de bactérias, a uma concentracdo final de 20% de glicerol, foram

armazenadas em freezer -80 °C.
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3.5.5 Transformagao genética de Nicotiana benthamiana, via
Agrobacterium tumefaciens

Aliquotas do clone de Agrobacterium tumefaciens contendo o plasmideo
pC3300-fourgemini, armazenados em freezer -80 °C, foram descongelados e
plagueadas em meio AB sdlido (Chilton et al.,, 1974), contendo os antibidticos
rifampicina (100 mg/L) e canamicina (100 mg/L). Essa amostra foi incubada a
28°C por 2 dias. Em seguida, toda a cultura bacteriana foi raspada do meio e
ressuspendida em meio MS liquido (Murasnige and Skoog, 1962) contendo
sacarose (30 g/L). A suspensao bacteriana foi homogeneizada e diluida até a
obtengdo de uma ODggo = 0,5, mensurada em espectrofotobmetro (BioPhotometer

plus - Eppendorf).

Discos foliares de N. benthamiana foram imersos em uma suspensao
bacteriana por 15 minutos. Em seguida, esses explantes foram transferidos para
um meio MS sdélido, suplementado com 30 g/L de sacarose, 0,1 mg/L de acido
naftalenoacético (NAA) e 1 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP) por 2 dias a
24°C. Apés esta etapa, os explantes foram transferidos para um meio de
regeneragao contendo sais de MS, suplementado com 30 g/L de sacarose, 0,1
mg/L de NAA, 1 mg/L de BAP e 250 mg/L do antibidtico cefotaxima, no qual
permaneceram durante cinco dias. ApoOs esse periodo, os explantes foram
transferidos para um novo meio de regeneragdo contendo sais de MS,

suplementado com 30 g/L de sacarose, 0,1 mg/L de NAA, 1 mg/L de BAP, 250
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mg/L do antibiético cefotaxima e 6 mg/L de glufosinato de aménio, utilizado

como agente seletivo das plantas transgénicas.

Brotos diferenciados e alongados foram transferidos para um meio de
enraizamento, composto por sais de MS, suplementado com 30 g/L de sacarose,
0,1 mg/L de NAA, 250 mg/L de cefotaxima e 6 mg/L de glufosinato de amonio,
até o aparecimento de raizes. Apds o0 enraizamento as plantas foram

aclimatadas e transferidas para a casa de vegetagao.

3.5.6 Triagem das linhagens de N. benthamiana transgénicas

3.5.6.1 Teste rapido para presencga da proteina PAT (phosphinothricin-N-
acetyltransferase)

O gene bar foi utilizado como marcador de selecdo de plantas
transgénicas. Plantas regeneradas foram testadas para a presenca da proteina
PAT (phosphinothricin-N-acetyltransferase), que é codificada por esse gene
(Block et al., 1987). PAT €& uma enzima que inativa a agdo de herbicidas que

possuem a fosfinotricina (PPT, Glufosinato de Am&énio) como composto ativo.

A presenca da PAT foi determinada através do teste de
imunocromatografia de fluxo lateral AgraStrip® LL Seed & Leaf (Romer Labs),
de acordo com as instrucbes do fabricante. Pedacos de folhas das plantas
regeneradas foram maceradas em tubos contendo 500 pyL de tamp&o AgraStrip.
Em seguida, fitas de detecgdo foram inseridas no tubo contendo o tecido

macerado, e a presenca da proteina PAT foi determinada de acordo com o
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padrdo de marcas coloridas apresentados na fita. Plantas que apresentaram a
presenca de uma marca colorida (Nao expressam a proteina PAT) foram
consideradas n&o transgénicas, e plantas que apresentaram duas marcas

coloridas (Expressam a proteina PAT), foram consideradas transgénicas.

3.5.6.2 Reagao em cadeia pela polimerase (PCR)

Inicialmente, DNA das folhas foi isolado de acordo com protocolo descrito
por Doyle & Doyle (1987), com modificagdes. Discos foliares foram coletados,
macerados na presenca de tampao CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide),
contendo 1% de polivinil-pirrolidona (PVP-40), e incubados a 65°C por 20 a 30
minutos. Essa mistura foi tratada com cloroférmio puro e centrifugada a 16000
xg por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e precipitado em 2,5 volume de
etanol absoluto. Uma nova etapa de centrifugagao foi realizada a 16000 xg por 5
minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em

agua milli-Q autoclavada.

Um microlitro do DNA foi submetido a PCR, utilizando-se a enzima Taq
DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen), de acordo com instrugbes do
fabricante. Nessa reagdo um fragmento de 1.089 pb foi amplificado com a
utiizacdo de primers especificos para o transgene: 35SAMVF (5-
CCACTATCCTTCGCAAGAC-3") e 4geminiR (5-
TCCGACGTCAAGTCCTAGTAAA-3’). As amostras foram submetidas as

seguintes condi¢des de ciclagem: 95 °C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de
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95 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e uma extensao final
a 72 °C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose
1% diluido TBE, com posterior imersdo em solugao de brometo de etideo por 15
minutos. Em seguida o gel foi visualizado em transiluminador (Bio Rad

Laboratories).

3.5.7 Teste de progénie

A geracgao T4, das linhagens transgénicas geradas, foi analisada para a
presenca da proteina PAT, pelo teste de imunocromatografia de fluxo lateral
AgraStrip® LL Seed & Leaf (Romer Labs), conforme anteriormente descrito (item

3.5.6.1).

Essa analise permitiu a determinagdo do padrdo de segregacado do

transgene através do teste de qui-quadrado ( x?), com a seguinte férmula:

X?=% [(Fo-Fe)?*/Fe], onde:
Fo = Frequéncia observada para cada classe

Fe= Frequéncia esperada para cada classe com base na propor¢édo de Mendel
para um locus, dois ou trés loci.

O teste de qui-quadrado com corregado de Yates foi utilizado nos casos

em que uma das frequéncias era menor que cinco.



75

3.5.8 Preparo dos clones infecciosos

3.5.8.1 Preparacao do clone infeccioso de tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV)

Vinte nanogramas de DNA do clone infeccioso ToCMoV-[BA-Se1] (DNA-A
e DNA-B) (Ribeiro et al., 2007), gentilmente cedido pela Dra. Simone Ribeiro
(Embrapa-Cenargen), foram utilizados para transformar  células
eletrocompetentes de E. coli XL1-blue (Stratagene), por eletroporacao
(BRASILEIRO, A.C.M. CARNEIRO, 1998). Essa amostra foi plaqgueada em meio
LB solido contendo ampicilina (50 mg/L), e incubada a 37°C overnight. Clones
selecionados foram multiplicados, e o DNA purificado, conforme descrito por

Sambrook & Russell (2001).

Trinta microgramas de ambos componentes genémicos foram digeridos
para possibilitar a separagdo da sequéncia do virus do vetor de clonagem pBS
KS+ (Stratagene). O DNA-A foi digerido com a enzima de restrigdo Kpnl, e o
DNA-B com a enzima Hindlll, de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes. Apds
confirmacéo da digestao por eletroforese em gel de agarose 1% diluido em TBE,
com posterior imersdo em solugdo de brometo de etideo por 15 minutos, os
fragmentos virais foram ligados com a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen),
conforme instru¢cdes do fabricante. Em seguida, o DNA foi precipitado com 2,5
vol de etanol absoluto, e posteriormente ressuspendido em 30 yL de agua milli-

Q autoclavada.
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3.5.8.2 Preparagao do clone infeccioso de tomato golden vein virus
(TGVV)

Uma aliquota do clone infeccioso de TGVV (DNA-A e DNA-B) (Ferreira et
al., 2008) , foi gentilmente cedida pela Dra Alice Kasuko Inoue-Nagata (Embrapa
Hortaligas). A multiplicagdo desse clone em E. coli foi realizada seguindo os
mesmos parametros do item anterior, exceto que clones positivos foram

selecionados em meio LB solido contendo canamicina (100 mg/L).

Os clones foram confirmados pelo perfil de restrigdo a partir da digestao
com endonucleases especificas, de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes.
Clones que apoés a digestdo com as enzimas EcoRI e Pstl, apresentaram um
fragmento de 7 kb (referente ao vetor pCambia 0380) e um segundo fragmento

de 5.2 kb (dimero viral) foram considerados positivos.

3.5.8.3 Preparagao do clone infeccioso de tomato rugose mosaic virus
(ToRMV)

Uma aliquota do clone infeccioso de ToRMV (DNA-A e DNA-B)
(Fernandes et al.,, 2006), foi gentiimente cedida pelo Dr Murilo Zerbini
(BIOAGRO-UFV). A multiplicagdo desse clone em E. coli foi realizada seguindo
0s mesmos parametros citados para o clone de ToCMoV, descrito

anteriormente.
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Os clones foram confirmados pelo perfil de restrigdo a partir da digestao
com endonucleases especificas, de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes.
Clones de E. coli transformados com o DNA-A, que apds a digestdo com a
enzima EcoRI, apresentaram um fragmento de 2.600 pb foram considerados
positivos. Para o DNA-B, clones que apds a digestdo com Ncol apresentaram

um fragmento de cerca de 863 pb foram considerados positivos.

3.5.8.4 RCA (Rolling-circle amplification)

Uma amostra de DNA amplificado por RCA foi gentiimente cedida pela
Dra Alice Kasuko Inoue-Nagata (Embrapa Hortalicas). DNA total de um
tomateiro com sintoma de begomovirose, foi isolado e submetido a amplificacéo
por RCA, através do uso da phi-29 DNA polimerase (TempliPhi, GE) como

descrito por Inoue-Nagata (2004).

A concentracdo do produto amplificado foi estimada por um
espectrofotdbmetro de pequena escala (ND-1000 NanoDrop Spectrophotometer-
BIORAD), a partir da leitura dos comprimentos de onda 260nm e 280nm. A partir
dessa leitura, o DNA foi diluido em agua milli-Q autoclavada até atingir uma
concentragédo final de 1 pg/uL. Esse DNA foi utilizado no desafio de plantas

transgénicas.

Plantas desafiadas com a amostra de RCA, foram analisadas para

identificacdo do virus responsavel pela infeccdo. De maneira sucinta, DNA
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dessas plantas foi analisado por PCR, com a utilizacdo dos primers pARc496 e
pALv1978 (Rojas, 1993). O produto dessa amplificagdo foi clonado no vetor
pGEM-T Easy (Promega), de acordo com instru¢des do fabricante. Esse DNA foi
utilizado para transformar células de E. coli eletrocompetentes (item 3.5.4.1),
clones foram selecionados, e posteriormente sequenciados (Macrogen Inc,
Coréia do Sul). A sequéncia gerada foi analisada por meio da ferramenta
BLASTn (nucleotide Basic local alignment search tool), para identificagdo de

sequéncias com 100% de identidade.

3.5.9 Desafio das plantas transgénicas, via bombardeamento de

particulas e analise das plantas desafiadas:

Plantas transgénicas (Ty), transformadas com o vetor pC3300-fourgemini,
foram mantidas em casa de vegetagdo para obtengcdo da geragdo T¢. Essa
progénie foi inoculada com DNA do virus TGVV, via bombardeamento de
particulas (BRASILEIRO, A.C.M. CARNEIRO, 1998). Pelo menos 4 plantas T
transgénicas de cada linhagem foram inoculadas com DNA do TGVV. De
maneira sucinta, 5 yL (1 pg/uL) de cada componente do DNA viral foi precipitado
em microparticulas de tungsténio na presenca de CaCl, 1 M, espermidina 13
mM e etanol 70% (v/v). Por fim, 3,2 yL de DNA foi depositado nas membranas
carreadoras, que foram colocadas no acelerador de particulas (gene gun) e

aceleradas a 1.000-psi contra mudas de aproximadamente trés semanas. Essas
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plantas foram analisadas para a presenca do DNA viral 30 dias pés-inoculagao
(30-dpi). Plantas nao-transgénicas inoculadas com DNA viral foram utilizadas

como controle.

DNA das plantas foi isolado, de acordo com os parametros citados
anteriormente (item 3.5.6.2). Uma reagao de amplificagdo por PCR foi realizada,
utilizando-se a enzima Taq DNA polymerase Recombinant (Invitrogen), de
acordo com instrugdes do fabricante. Para essa reagao, os primers degenerados
pARc496 (5 -AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG-3") e pALv1978 (5'-
GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT-3"), descritos por Rojas et al
(1993), foram utilizados para detecgdao de um fragmento especifico do DNA-A
dos begomovirus. Como controle interno dessa reacgdo, o par de primers EF1F
(5-TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG-3') e EF1R (5-
AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC-3’), que amplificam um fragmento de 358
pb do fator de elongamento EF-1a (Elongation factor-1a) foi utilizado (Abreu and
Aragéo, 2007). As amostras foram submetidas a um programa de ciclagem com
as seguintes condig¢des: 95 °C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 95 °C por 1
minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e uma extensao final a 72 °C por
7 minutos. Os produtos da PCR foram ent&o separados em gel de agarose 1%
diluido em TBE, com posterior imersao em solucédo de brometo de etideo por 15
minutos. Em seguida o gel foi visualizado em transiluminador (Bio Rad
Laboratories), e amostras que apresentaram as bandas de interesse foram

consideradas positivas para infecgao pelo begomovirus inoculado.
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Apds analise dos resultados do experimento de trigem, linhagens
transgénicas que apresentaram uma maior proporgao de plantas n&o infectadas,
foram selecionadas para novos experimentos de desafio. Essas plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo para obtengdo da geragcdo T,. Para os
experimentos com a geracao T, pelo menos 15 plantas transgénicas de cada
linhagem, e 15 plantas ndo-transgénicas foram selecionadas para inoculagéo
com DNA de diferentes espécies de begomovirus (ToCMoV, TGVV, ToRMV,
RCA). As plantas transgénicas da geragcdo T, foram selecionadas através de
pulverizagdo das mudas com o herbicida glufosinato de amémio a 1% (FINALE

®, Bayer).

O desafio com o clone infeccioso de TGVV, foi realizado em diferentes
concentragdes — 1000 ng/uL, 500 ng/ yL e 250 ng/uL - de DNA viral, a fim de
avaliar uma possivel relagado entre a concentracdo de DNA viral, e a resposta

das plantas transgénicas.

Ap6s o bombardeamento, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacéo e foram analisadas por PCR, como previamente descrito, até 35-dpi,
para deteccdo de DNA dos virus inoculados. O primeiro teste de PCR nessas
plantas foi realizado em um periodo de 10-dpi. Em seguida, essa analise por
PCR foi realizada a cada 5 dias, até o periodo de 35-dpi, para analise de plantas

infectadas. Os sintomas desenvolvidos pelas plantas foram analisados 30 dias
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apos a inoculagéo, e foram classificados conforme descrito por Chakraborty et al

(2008).

3.5.10 Analise da zigose do transgene por PCR quantitativa em tempo-real
(qPCR)

DNA das plantas inoculadas com distintos virus foi analisado por PCR
quantitativa em tempo-real para determinagcdo da zigose (Homozigose ou
hemizigose) do transgene. Essa analise foi realizada pelo laboratério University
of Arizona Genetics Core (UAGC), localizado na Universidade do Arizona,
Tucson. DNA total das amostras foi liofilizado, e enviado para analise. Esse DNA
foi reidratado overnight em 100 yL de TE-buffer (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM
EDTA), e entdo transferido para placas de PCR. As reagdes de amplificagédo
foram realizadas em uma plataforma de qPCR (ABI 7300 real-time PCR system)
em misturas de 15 L, contendo:

7,5 pL 2X Life Technologies TagMan® Fast Advanced Master Mix
0,75 pL 20X solucéo primer controle/sonda

0,75 pL 20X solugao primer transgene/sonda

3,0 L DNA (20ng)

3,0 yL H20O pura

As solucbes primer/sonda foram adquiridas através da empresa IDT
(Integrated DNA Technologies), e correspondem a ensaios de gPCR PrimeTime,

desenhados através da ferramenta online disponibilizada pela IDT

(http://www.idtdna.com). As sequéncias dos primers e sondas utilizadas foram:
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Ensaio controle (Genoma de N. benthamiana)

Primer Forward: 5 - GCTCAGTGCCTAAATCGGAATA -3
Primer Reverse: 5'- GTGGTGGTGAAGGTGAAGTAG - 3
Sonda: /56-FAM/TCACCATCT/ZEN/CCTCCACCACCGTAT/3IABKFQ/

Ensaio transgene (vetor pC3300-fourgemini)

Primer Forward: 5- TCCTAGTTTGCGCGCTATATTT - 3
Primer Reverse: 5'- GCATGACGTTATTTATGAGATGGG - 3
Sonda:/SHEX/CGCGTATTA/ZEN/AATGTATAATTGCGGGACTCT/3IABKFQ/

Os primers direcionados para o genoma de N. benthaminana resultaram
na amplificagdo de um fragmento de 129 pb, do gene precursor da proteina tipo-
extensina ExT1, cuja sequéncia (Niben101Ctg00837g00001.1) esta disponivel
na plataforma sol genomics (http://solgenomics.net). Os primers direcionados
para o transgene, amplificaram um fragmento de 97 pb, especifico para o
terminador Nos3 do vetor pC3300-fourgemini. Nesse ensaio foram utilizadas
sondas contendo duas moléculas quencher (ZEN e 3IABKFQ), o que permite a
producao de dados com menor background e maior sinal.

As condigdes de ciclagem das reagdes foram as seguintes:

95°C por 3min
50 ciclos de 95°C, por 30 segundos
61°C por 1min.

Dados foram analisados atravées do software SDS, v1.4 (Life

Technologies), utilizando os parametros de Auto Ct (Cycle threshold) e Auto
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Baseline. Através dessa analise, valores de Ct para cada gene foram
estabelecidos.
A identificacdo de plantas homozigotas foi realizada através do método

comparativo de Ct (224

, como previamente descrito por Wang et al., (2015).
Como plantas homozigotas contém o dobro de sequéncias do transgene, em
relacdo a plantas hemizigotas, a comparagdo da proporgao controle/transgene
entre as plantas transgénicas possibilita um calculo quantitativo dos produtos da
PCR. O valor de 2**°* de uma planta homozigota, deve ser o dobro de uma

hemizigota. O valor de Ct comparativo do controle e transgene pode ser

calculado através da seguinte férmula:

AACt = (Ct controle — Ct transgene)amostra 2~ (Ct controle — Ct transgene)amostra 1

Apos a identificagdo de plantas homozigotas e hemizigotas, os resultados
foram analisados através do teste de qui-quadrado (com corregdo de Yates
quando necessario) para verificagdo da probabilidade das frequéncias obtidas

em cada classe de plantas. A seguinte formula foi utilizada:

X?=% [(Fo-Fe)?*/Fe], onde:
Fo = Frequéncia observada para cada classe

Fe= Frequéncia esperada para cada classe com base na propor¢cdo de
segregacao mendeliana de 3:1. Uma vez que, as plantas n&o transgénicas foram
previamente eliminadas, testou-se a proporgédo de 2:1 (hemizigota: homozigota).
Considerou-se a=0,05.
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3.6 Resultados

3.6.1 Vetor pC3300-fourgemini

A arvore filogenética construida no programa Mega 5.0, a partir do
alinhamento de 11 sequéncias de nucleotideos do gene rep, de distintos
begomovirus que infectam tomateiro no Brasil, identificou quatro clusters de
virus, que apresentaram maior identidade nucleotidica. O primeiro cluster
compreendeu os virus tomato rugose mosaic virus (ToRMV), tomato severe
rugose virus (ToSRV) e tomato golden mosaic virus (TGMV), o segundo foi
formado pelos virus tomato mild mosaic virus (ToMIMV), tomato yellow spot virus
(ToYSV) e tomato leaf distortion virus (ToLDV), o terceiro compreendeu os virus
tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e tomato golden vein virus (TGVV) e
por fim o quarto cluster foi formado por tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV),
tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) e tomato interveinal chlorosis virus

(TolCV).

Um alinhamento das sequéncias virais de cada cluster permitiu a
identificacdo de uma regido conservada do gene rep entre esses virus, e uma
sequéncia conservada de um virus de cada grupo, foi selecionada para compor
um cassete de expressdo de hpRNA. Quatro sequéncias dispostas in tandem
resultaram em um DNA quimérico de 1.286 pb (Anexo 2), o qual foi clonado nas
disposigcdes sense e anti sense, flanqueando um introm, resultando na formacao

de um cassete de interferéncia para silenciamento do gene rep.
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O vetor binario contendo esse cassete de interferéncia, foi denominado
pC3300-fourgemini (Figura 4). A transcricdo do hpRNA nesse plasmideo esta
sob o controle do promotor 35S do virus cauliflower mosaic virus (CaMV) e uma
regido 5° untranslated region do RNA viral de alfafa mosaic virus (AMV), que

atua como uma sequéncia enhancer da transcrigdo (Datla et al., 1993).
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Figura 4: Vetor final pC3300-fourgemini (12.325 pb), desenvolvido para silenciamento
do gene rep de diferentes espécies de begomovirus que infectam tomateiro no Brasil.
Tomato severe rugose virus (ToSRV), tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV), tomato
golden vein virus (TGVV), tomato leaf distortion virus (ToLDV), promotor 35S do virus
cauliflower mosaic virus (35SCaMV), intron 3 do gene da malato sintase de
Arabidopsis thaliana (AtMS intron), terminador do gene da nopalina sintase (nos3’),
gene de resisténcia a canamicina (Kanamycin), regides entre as quais o DNA de
interesse é clonado (T-border), gene de resisténcia ao herbicida glufosinato de
amémio (bar), sequéncia 5 untranslated region do RNA viral de alfafa mosaic virus
(AMV), porgao alpha do gene LacZ (LacZ alpha).
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3.6.2 Analise in silico do hpRNA e sequéncias alvo

Uma analise in silico do cassete de expressdo de hpRNA pelo software
Mfold demonstrou que a estrutura secundaria de hpRNA, formada pela
expressdo desse cassete (sequéncias sense e antisense, separadas por um
introm), é termodinamicamente estavel, com uma energia livre minina (AG) de -
2.639,37 kcal/mol. A analise da sequéncia sense isolada, demonstrou que essa
sequéncia nao forma estruturas secundarias estaveis. Os potenciais siRNAs
formados para a regido alvo, determinados através do software DSIR s&o
demonstrados na tabela 2. De acordo com a predigdo do programa, 51 siRNAS

com uma porcentagem de eficiéncia superior a 80% foram detectados.
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Tabela 2: Potenciais sequéncias de siRNAs identificadas pelo programa DSIR para a regido alvo do gene
rep. siRNA_id: identificagdo de cada siRNA. Position: Posicdo de cada siRNA na sequéncia alvo. SS
Sequence: Sense strand (fita passageira). AS Sequence: Antisense strand (fita guia). Score: Predicédo de
eficiéncia do siRNA. Corrected score: Predicdo de eficiéncia corrigida diante de alguns fatores intrinsecos
da sequéncia-alvo, que podem influenciar a eficiéncia do siRNA.

Corrected
siRNA_id Position SS Sequence AS Sequence Score _Score
1 1255 CAAUCUAAAUAGUAAUUUAGA UAAAUUACUAUUUAGAUUGUG 103.7 91.7
2 584 CGUCCGACGUCAAGACCUACA UAGGUCUUGACGUCGGACGAG 102.5 97.5
3 304 CGACGUCAAGUCCUAGUAAAU UUACUAGGACUUGACGUCGGA 100.5 97.5
4 300 CGUCCGACGUCAAGUCCUAGU UAGGACUUGACGUCGGACGAU 99.9 96.9
5 305 GACGUCAAGUCCUAGUAAAUG  UUUACUAGGACUUGACGUCGG 99.5 96.5
6 1056 CGUCCGACGUCAAAUCCUAUG UAGGAUUUGACGUCGGACGAU 99.0 89.0
7 1120 CGACGGAAGAAGUGCUAGAGG UCUAGCACUUCUUCCGUCGAU 98.8 87.8
8 406 CCAACAAACAAGAAAUUUAUU UAAAUUUCUUGUUUGUUGGUG 98.7 94.7
9 1032 CGAACAUUCAGAGAGCUAAGU UUAGCUCUCUGAAUGUUCGGA 98.5 88.5
10 206 GGGAAAUACCAGUGCACAAAU  UUGUGCACUGGUAUUUCCCUU 97.7 95.7
11 649 CAAGAGAACUACACGAAGAUG UCUUCGUGUAGUUCUCUUGAG 97.2 91.2
12 638 CAUUCGUGUCUCAAGAGAACU UUCUCUUGAGACACGAAUGUU 96.3 90.3
13 150 GCAGAGAACUGCAUGAGAAUG UUCUCAUGCAGUUCUCUGCAG 96.3 95.3
14 414 CAAGAAAUUUAUUCGUGUAAC UACACGAAUAAAUUUCUUGUU 95.7 91.7
15 1236 AGUUCUUAUUUCAGUUUCACA UGAAACUGAAAUAAGAACUUU 95.6 83.6
16 187 CGUGCUUAUACAGUUCGAAGG UUCGAACUGUAUAAGCACGUG 95.1 94 .1
17 643 GUGUCUCAAGAGAACUACACG UGUAGUUCUCUUGAGACACGA 94.9 88.9
18 882 GGAGGUCAGCAAUCUGCAAAU  UUGCAGAUUGCUGACcUcCCcUC 94.7 86.7
19 277 GAACAUUCAGGGAGCUAAAUC  UUUAGCUCCCUGAAUGUUCGG 94.7 92.7
20 863 CGACGGCAGAUCAGCUAGAGG UCUAGCUGAUCUGCCGUCGAU 94.4 86.4
21 122 CCAACCAACAAGAAGUAUAUC  UAUACUUCUUGUUGGUUGGGG 94.4 934
22 471 UGUGCUUAUUCAAUUCGAAGG UUCGAAUUGAAUAAGCACAUG 93.9 89.9
23 876 GCUAGAGGAGGUCAGCAAUCU AUUGCUGACCUCCUCUAGCUG 93.7 85.7
24 1036 CAUUCAGAGAGCUAAGUCAUC  UGACUUAGCUCUCUGAAUGUU 93.4 834
25 434 CCAGAGAAUUUCACGAAGAUG  UCUUCGUGAAAUUCUCUGGUU 93.4 89.4
26 1050 AGUCAUCGUCCGACGUCAAAU UUGACGUCGGACGAUGACUUA 93.4 83.4
27 875 AGCUAGAGGAGGUCAGCAAUC UUGCUGACCUCCUCUAGCUGA 93.4 85.4
28 1079 GAUAAGGACGGAGAUACUAUC  UAGUAUCUCCGUCCUUAUCGA 93.3 83.3
29 435 CAGAGAAUUUCACGAAGAUGG AUCUUCGUGAAAUUCUCUGGU 93.1 89.1
30 350 CUCAUUGUUCAUUAACCAAAG UUGGUUAAUGAACAAUGAGGG 92.4 89.4
31 123 CAACCAACAAGAAGUAUAUCA  AUAUACUUCUUGUUGGUUGGG 92.3 91.3
32 276 CGAACAUUCAGGGAGCUAAAU  UUAGCUCCCUGAAUGUUCGGA 92.2 90.2
33 775 CGAACAUUCAGGGAGCUAAGA UUAGCUCCCUGAAUGUUCGGA 92.2 85.2
34 1243 AUUUCAGUUUCACAAUCUAAA UAGAUUGUGAAACUGAAAUAA 92.2 80.2
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482
1031
705
709
662
536
1064
407
721
222
229
728
66
89
465
785

CAGUUUCACAAUCUAAAUAGU
AAUUCGAAGGCAAAUUCAAAU
CCGAACAUUCAGAGAGCUAAG
GGUAAAUACAACUGCAAGAAC
AAUACAACUGCAAGAACAACC
CGAAGAUGGGCAACCUCAUCU
CAACAAGAUCAGCACAUUUCC
GUCAAAUCCUAUGUCGAUAAG
CAACAAACAAGAAAUUUAUUC
AGAACAACCGAUUCUUCGACC
CAAAUAACAGAUUCUUCGACU
CAGAUUCUUCGACUUGGUAUC
CCGAUUCUUCGACCUCGUAUC
CUCAUUGUUCUCUGACCAAAG
GAAGCACUUGCCCAACUUAAA
UCUCCAUGUGCUUAUUCAAUU
GGGAGCUAAGAGCUCUUCAGA

UAUUUAGAUUGUGAAACUGAA
UUGAAUUUGCCUUCGAAUUGA
UAGCUCUCUGAAUGUUCGGAU
UCUUGCAGUUGUAUUUACCCU
UUGUUCUUGCAGUUGUAUUUA
AUGAGGUUGCCCAUCUUCGUG
AAAUGUGCUGAUCUUGUUGGG
UAUCGACAUAGGAUUUGACGU
AUAAAUUUCUUGUUUGUUGGU
UCGAAGAAUCGGUUGUUCUUG
UCGAAGAAUCUGUUAUUUGUG
UACCAAGUCGAAGAAUCUGUU
UACGAGGUCGAAGAAUCGGUU
UUGGUCAGAGAACAAUGAGGG
UAAGUUGGGCAAGUGCUUCUU
UUGAAUAAGCACAUGGAGAUG
UGAAGAGCUCUUAGCUCCCUG
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92.2
91.7
91.6
91.6
91.5
91.3
91.3
91.3
91.2
91.1
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90.8
90.7
90.3
90.3
90.3

80.2
87.7
81.6
84.6
84.5
85.3
86.3
81.3
87.2
84.1
89.1
89.0
83.8
90.7
90.3
86.3
83.3
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3.6.3 Linhagens transgénicas de N. benthamiana
O plasmideo pC3300-fourgemini foi utilizado na transformagao genética
de N. benthamiana e um total de 20 transformantes primarios (To) foram
gerados, via A. tumefaciens. As 20 linhagens T, foram positivas para a
expressao da proteina PAT, e confirmadas para a presenga do transgene por

PCR (Figura 5).

a) NT 2 3 4 5 8 9 1012 13 16 19 20 21 22 23 24 25 29 30 35

b)
-y
‘_;5 NT 2 3 4 5 8 9 1012 13 1619 20 21 22 23 24 25 29 30 35
o £ 1500-
QO
o x 1000-
Eg 750~

Figura 5: Linhagens de Nicotiana benthamiana transgénicas (T,), transformadas com
o vetor pC3300-fourgemini. a) Analise de imunocromatografia de fluxo Iateral,
demonstrando a presenga da proteina PAT (phosphinothricin-N-acetyltransferase) em
20 linhagens de plantas transformadas. b) Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR),
para confirmagdo da presenga do transgene nas 20 plantas T, transformadas,
utilizando os primers 35SAMVF e 4geminiR, resultando na amplificagdo de um
fragmento especifico de 1.089 pb. Os numeros acima das figuras demonstram as
diferentes linhagens T, geradas (2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 29, 30, 35), NT: planta controle ndo-transgénica.
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3.6.4 Teste de progénie

As 20 linhagens T, foram mantidas em casa de vegetagéo para obtencéo
da geragao seguinte (T+1). As progénies foram analisadas para a presenga ou
nao da proteina PAT, codificada pelo gene bar, o que possibilitou determinar o
padrdao de segregacao do transgene. A analise dessa progénie pelo teste de
qui-quadrado (xz) (Com corregcdo de Yates quando necessario), demonstrou
que todas as linhagens geradas exibiram um padrdo de segregacéo

mendeliano (Tabela 3).
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Tabela 3: Analise do padrdao de segregagdo da geragcdo T, de 20 linhagens
transgénicas de N. benthamiana transformadas com o vetor pC3300-fourgemini

Linhagem Geragao T, Segregacao® O pa

2 5 0 15:1 212 0.56

4 15 1 15:1 0.26 1

30 15 1 15:1 0.26 1

(a) Plantas positivas e negativas foram determinadas pela presencga ou ndo da proteina PAT, pelo método
de imunocromatografia de fluxo lateral. (b) Foram testados os paddes de segregacéo 3:1, 15:1 e 63:1, e a
tabela demonstra a proporgdo mais provavel (menor valor de qui-quadrado). (c) O teste de qui-quadrado
com correcdo de Yates foi utilizado quando uma das frequéncias (positivas ou negativas) era menor que
5. (d) Probabilidade que as frequéncias observadas refletem o padréo de segregacgéo obtido. a=0,05
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3.6.5 Desafio de plantas transgénicas (T1) com begomovirus associados
a tomateiro (S. lycopersicum)

A geracédo T¢ dessas 20 linhagens transgénicas geradas, foi inoculada
com DNA do begomovirus tomato golden vein virus (TGVV), para identificar
possiveis linhagens resistentes a esse virus. Trinta dias pés-inoculagao (30-
dpi) essas plantas foram analisadas para a presenga de DNA do virus. Plantas
nao-transgénicas e linhagens susceptiveis foram positivas para o DNA viral por
PCR, e desenvolveram sintomas caracteristicos da infecgdo por esse virus,
como amarelecimento das nervuras, folhas curvadas menos desenvolvidas e
encarquilhamento. Das 20 linhagens transgénicas testadas, 3 linhagens
(Linhagens 19, 22 e 29) apresentaram uma maior proporgéo de plantas sem a
presenca de DNA viral, enquanto as outras 17 linhagens apresentaram uma
baixa proporgdo de plantas n&o infectadas. As linhagens 19, 22 e 29,
apresentaram uma propor¢cao de 75%, 80% e 87,5% respectivamente, de
plantas ndo infectadas (Tabela 4). Essas 3 linhagens foram selecionadas para
novos experimentos de inoculagdo, com a geragédo T,, com DNA de diferentes

begomovirus.



Tabela 4: Proporgdo de plantas da geragao T, infectadas, 30 dias apds a
inoculagdo com o virus tomato golden vein virus (TGVV)

Linhagem % de plantas T4 infectadas

3 80%

5 100%

9 100%

12 100%

16 75%

20 77%

22 20%

24 94%

29 12,5%

35 91%

94
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Plantas transgénicas da geragao T, das linhagens 19, 22 e 29 foram
inicialmente selecionadas para os novos experimentos de desafio, através de
pulverizagao das mudas com o herbicida glufosinato de amémio a 1%. Apds
um periodo de 4 dias da aplicagdo, ja era possivel diferenciar plantas
transgénicas de nao-transgénicas (segregantes). As plantas transgénicas nao
apresentaram nenhuma alteracao fenotipica e se desenvolveram normalmente.
Ja as plantas nao-transgénicas, apresentaram alteragbes como folhas
murchas, parada no desenvolvimento, e consequente morte da planta (Figura

6).

Figura 6: Selecdo de plantas transgénicas da geracédo T,, através de pulverizagéo
com o herbicida glufosinato de amémio a 1%. Mudas a serem desafiadas foram
inicialmente selecionadas. a) Plantas transgénicas apresentando desenvolvimento
normal, sem nenhuma alteragéo fenotipica. b) Plantas nao-transgénicas (segregantes)
apresentando alteracbes fenotipicas como folhas murchas e parada no
desenvolvimento.
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3.6.6 Desafio da geragao T, com o virus TGVV

O experimento de inoculagdo com o clone infeccioso de tomato golden
vein virus (TGVV), foi realizado em trés diferentes concentragbes (1000 ng/uL,
500 ng/pL e 250 ng/uL). Plantas transgénicas da geracéo T, das linhagens 19,
22 e 29, foram inoculadas com esse virus e analisadas até 35-dpi para a

presenca de DNA viral e sintomas.

3.6.6.1 Inoculagdao com 1000 ng/pL de DNA

Nesse experimento, um total 81 plantas transgénicas foram desafiadas,
sendo: 22 plantas da linhagem 22, 28 plantas da linhagem 29 e 31 plantas da
linhagem 19. Vinte e duas plantas nao-transgénicas foram utilizadas como

controle.

Com 20-dpi, 100% (22/22) das plantas n&o transgénicas demonstraram a
presenca de DNA do virus inoculado. Essas plantas desenvolveram sintomas
caracteristicos da infeccao por TGVV, como amarelecimento das nervuras e
grande distor¢c&o das folhas e ramos (Figura 7 A, B). Até 35-dpi, um total de 9%
(2/22) de plantas da linhagem 22 e 7,1% (2/28) da linhagem 29, permaneceram
sem a presenga de DNA do virus inoculado, sem sintomas de infecgéo (Figura
7 A, C) e com desenvolvimento normal, quando comparado a plantas n&o

inoculadas (Figura 7 D). Em relagdo a linhagem 19, no periodo de 15-dpi,
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100% (31/31) das plantas demonstraram infec¢gdo, com desenvolvimento de

sintomas similares as plantas ndo-transgénicas.
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Figura 7: Sintomas desenvolvidos por plantas inoculadas com o virus tomato golden
vein virus (TGVV). A) Planta nao-transgénica (NT) apresentando sintoma de
encarquilhamento severo, e planta transgénica (T) sem a presenga de sintomas. B)
Planta NT apresentando sintoma de mosaico, com o amarelecimento das nervuras. C)
Planta transgénica sem a presenga de sintomas virais. D) Planta controle néo
inoculada.
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A analise por qPCR (PCR-quantitativa) para identificacdo da zigose do
transgene, permitiu diferenciar plantas homozigotas e hemizigotas, dentre as
plantas inoculadas (Figura 8). Essa analise demonstrou que, plantas n&o
infectadas durante os 35-dpi, das linhagens 22 e 29, apresentam o transgene
em homozigose. O numero de plantas homozigotas e hemizigotas, de cada
linhagem desafiada, bem como o valor de qui-quadrado, realizado na

frequéncia esperada de 2:1, df=1, € demonstrado na tabela 5.

Tabela 5: Analise da zigose do transgene, via qPCR, em plantas da geracdo T,
inoculadas com TGVV (1000 ng/uL)

Linhagem Plantas inoculadas T X2 P

Homozigotas Hemizigotas

22 9 13 0,56 0,45
29 10 18 0,07 0,78
19 9 22 0,25 0,61

(a) Probabilidade que as frequéncias observadas refletem o padrdo de segregacdo 2:1
(Hemizigotas:homozigotas), a=0,05.
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Figura 8: Plantas da geragdo T,, inoculadas com o virus TGVV (1000 ng/uL). As
linhagens transgénicas 22, 29 e 19 sao denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Cada quadrado corresponde a uma planta inoculada. Assim, estao
representadas as 22 plantas transgénicas desafiadas da linhagem Nb4G 22, 28
plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 31 plantas transgénicas da linhagem
Nb4G19 e 22 plantas ndo-transgénicas, utilizadas como controle. Os diferentes
periodos de inicio da infecgdo, variando de 10 a 35 dias pds-inoculagédo (dpi) estédo
representados por diferentes tons de cinza. Plantas que ndo apresentaram infecgao
durante todo o periodo de andlise estdo representadas por quadrados brancos.
Plantas homozigotas estdo marcadas com um circulo amarelo.
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3.6.6.2 Inoculagao com 500 ng/pL de DNA

Um total de 66 plantas transgénicas foram desafiadas com o virus TGVV
a uma concentracdo de 500 ng/uL, sendo: 17 plantas da linhagem 22, 15
plantas da linhagem 29 e 19 plantas da linhagem 19. Quinze plantas n&o

transgénicas foram utilizadas como controle (Figura 9).

Com 15-dpi, 80% (12/15) das plantas nao-transgénicas demonstraram a
presenga de DNA do virus inoculado. Um total de 20% (3/15) das plantas foram
consideradas escape do teste, pois ndo desenvolveram infec¢gdo durante os 35
dias de analise. Plantas controle infectadas desenvolveram sintomas
caracteristicos da infeccao por TGVV, como amarelecimento das nervuras e

distorg&o foliar (Figura 7 B).

Até 35-dpi, um total de 11,8% (2/17) de plantas da linhagem 22 e 10,5%
(2/19) da linhagem 19, permaneceram sem a presenga de DNA do virus
inoculado, e sem sintomas de infec¢cdo. O desafio da linhagem 29 resultou em
100% (15/15) de plantas infectadas com 20-dpi. A analise dos sintomas
demonstrou que plantas transgénicas infectadas desenvolveram sintomas

similares aqueles de plantas nao-transgénicas infectadas.
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Figura 9: Plantas da geracdo T, inoculadas com o virus TGVV (500 ng/uL). As
linhagens transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 17 plantas transgénicas inoculadas
da linhagem Nb4G 22, 15 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 19 plantas
transgénicas da linhagem Nb4G19 e 15 plantas nao-transgénicas, utilizadas como
controle. Os diferentes periodos de inicio da infec¢ao, variando de 10 a 35 dias pos-
inoculagao (dpi) estdo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que nao
apresentaram infecgdo durante todo o periodo de analise estao representadas por
quadrados brancos.
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3.6.6.3 Inoculagao com 250 ng/pL de DNA

Um total de 66 plantas transgénicas foram desafiadas com o virus TGVV
a uma concentracdo de 250 ng/uL, sendo: 17 plantas da linhagem 22, 18
plantas da linhagem 29 e 16 plantas da linhagem 19. Quinze plantas n&o

transgénicas foram utilizadas como controle (Figura 10).

Com 15-dpi, 66,7% (10/15) das plantas n&o transgénicas demonstraram a
presenca de DNA do virus inoculado. Um total de 33,3% (5/15) das plantas
foram consideradas escape do teste, uma vez que nao desenvolveram infecgao
durante os 35 dias de analise. Plantas controle infectadas desenvolveram
sintomas como amarelecimento das nervuras e distor¢ao foliar (Figura 7 B). Até
35-dpi, 23,5% (4/17) de plantas da linhagem 22, 38,9% (7/18) da linhagem 29 e
18,7% (3/16) de plantas da linhagem 19 demonstraram a auséncia de DNA
viral, bem como de sintomas causados por esse virus. Em relacdo aos
sintomas desenvolvidos pelas plantas transgénicas infectadas, essas

apresentaram sintomas similares as plantas controle.
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Figura 10: Plantas da geracdo T,, inoculadas com o virus TGVV (250 ng/uL). As
linhagens transgénicas 22, 29 e 19 sao denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 17 plantas transgénicas da linhagem
Nb4G 22, 18 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 16 plantas transgénicas da
linhagem Nb4G19 e 15 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como controle. Os
diferentes periodos de inicio da infeccédo, variando de 10 a 35 dias pds-inoculagao
(dpi) estéo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que ndo apresentaram
infeccdo durante todo o periodo de andlise estdo representadas por quadrados
brancos.
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3.6.7 Desafio com o virus ToORMV

Um total de 85 plantas transgénicas T, foram utilizadas nesse
experimento, sendo: 29 plantas da linhagem 22, 24 plantas da linhagem 29 e
32 plantas da linhagem 19. Vinte plantas ndo transgénicas foram utilizadas

como controle.

Com 25-dpi, 100% (20/20) das plantas ndo transgénicas demonstraram
infeccdo pelo ToORMV. Essas plantas desenvolveram sintomas caracteristicos
da infecc&o por esse virus, como aspecto de mosaico e rugosidade das folhas
(Figura 11 A, D). Nas linhagens transgénicas 22 e 19, DNA viral foi detectado
em 100% das plantas desafiadas, no entanto essas linhagens apresentaram
plantas infectadas ap6s 35-dpi, 0 que determina um atraso de 10 dias no inicio
da infeccdo nessas plantas, em relacdo as plantas controle. Uma proporgao
12,5% (3/24) de plantas da linhagem 29, n&o apresentaram infecgdo por
ToRMV, e sintomas de infecgao viral, durante os 35 dias de analise. Essas
plantas transgénicas nao infectadas apresentaram desenvolvimento normal,

assim como plantas ndo inoculadas (Figura 11 B, C, D).



106

Figura 11: Sintomas desenvolvidos por plantas inoculadas com o virus tomato rugose
mosaic virus (ToRMV). A) Planta nao-transgénica inoculada com DNA viral,
apresentando sintoma de mosaico e rugosidade foliar. B) Planta transgénica sem a
presenca de sintomas. C) Planta controle n&o inoculada. D) Comparag¢ao de uma folha
transgénica (T), sem sintomas de infec¢do viral, e uma folha néo-transgénica (NT),
apresentando sintomas de infecgéo.
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A anadlise da zigose do transgene demonstrou que as plantas das
linhagens 22 e 19, que apresentaram atraso no surgimento da infeccao,
quando comparadas ao controle, bem como 3 plantas da linhagem 29, que n&o
apresentaram infecgdo durante o periodo de 35-dpi, sdo homozigotas para o
transgene (Figura 12). O numero de plantas homozigotas e hemizigotas, dentre
as plantas desafiadas, bem como o valor de qui-quadrado, realizado na

frequéncia esperada de 2:1, df=1, € demonstrado na tabela 6.

Tabela 6: Analise da zigose do transgene, via qPCR, em plantas da geracdo T,
inoculadas com ToRMV.

Linhagem Plantas inoculadas T X2 P

Homozigotas Hemizigotas

22 12 17 0,84 0,35
29 9 15 0,18 0,66
19 11 21 0,01 0,90

(a) Probabilidade que as frequéncias observadas refletem o padrdo de segregacéo 2:1, a=0,05.
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Figura 12: Plantas da gerag&do T,, inoculadas com o virus ToRMV. As linhagens
transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 29 plantas transgénicas da linhagem
Nb4G 22, 24 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 32 plantas transgénicas da
linhagem Nb4G19 e 20 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como controle. Os
diferentes periodos de inicio da infeccédo, variando de 10 a 35 dias pds-inoculagao
(dpi) estéo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que ndo apresentaram
infeccdo durante todo o periodo de andlise estdo representadas por quadrados
brancos. Plantas homozigotas estdo marcadas com um circulo amarelo.
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3.6.8 Desafio com o virus ToCMoV

Nesse experimento, um total de 57 plantas transgénicas da geragao T,
foram inoculadas com o clone infeccioso de tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV), sendo: 27 plantas da linhagem 22, 15 plantas da linhagem 29 e 15
plantas da linhagem 19. Vinte e oito plantas ndo-transgénicas foram utilizadas

como controle.

Com 15-dpi, 100% (28/28) das plantas ndo transgénicas demonstraram
infeccdo pelo virus inoculado, com desenvolvimento de sintomas
caracteristicos como mosaico e deformacédo das folhas (Figura 13 B). As
linhagens transgénicas 22, 29 e 19, exibiram uma proporgéo de 7,4% (2/27),
6,6% (1/15) e 6,6% (1/15) respectivamente, de plantas n&o infectadas e que
nao apresentaram sintomas, durante o periodo de analise de 35-dpi (Figura 13

A).

Figura 13: Sintomas desenvolvidos por plantas inoculadas com o virus tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV). A) Planta transgénica nao infectada, sem a presenca
de sintomas. B) Planta nao-transgénica apresentando sintomas caracteristicos de
infeccdo, como mosaico e deformacgéo foliar.
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A analise da zigose do transgene demonstrou que na linhagem 22, uma
das plantas nado infectadas € homozigota para o transgene. O mesmo né&o
ocorreu nas linhagens 29 e 19, e as unicas plantas nao infectadas foram
detectadas como hemizigotas (Figura 14). A analise das plantas desafiadas por
gPCR para analise da zigose do transgene, bem como o valor de qui-quadrado,
realizado na frequéncia esperada de 2:1, df=1, € demonstrado na tabela é

demonstrada na tabela 7.

Tabela 7: Analise da zigose do transgene, via qPCR, em plantas da geracdo T,
inoculadas com ToCMoV.

Linhagem Plantas inoculadas T X2 P

Homozigotas Hemizigotas

22 9 18 0,00 1,00
29 6 < 0,30 0,58
19 5 10 0,00 1,00

(a) Probabilidade que as frequéncias observadas refletem o padrdo de segregacéo 2:1, a=0,05.
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Figura 14: Plantas da geragédo T,, inoculadas com o virus ToCMoV. As linhagens
transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 27 plantas transgénicas da linhagem
Nb4G 22, 15 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 15 plantas transgénicas da
linhagem Nb4G19 e 28 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como controle. Os
diferentes periodos de inicio da infeccédo, variando de 10 a 35 dias pds-inoculagao
(dpi) estéo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que ndo apresentaram
infeccdo durante todo o periodo de andlise estdo representadas por quadrados
brancos. Plantas homozigotas estdo marcadas com um circulo amarelo.
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3.6.9 Desafio com RCA

Nesse experimento, um total de 45 plantas transgénicas da geragao T,
foram inoculadas, sendo: 15 plantas da linhagem 22, 15 plantas da linhagem
29 e 15 plantas da linhagem 19. Quinze plantas n&o-transgénicas foram

utilizadas como controle.

Com 15-dpi, 73,3% (11/15) das plantas n&o transgénicas demonstraram
infeccdo pelo virus inoculado, com desenvolvimento de sintomas
caracteristicos de begomovirose como aspecto de mosaico, folhas deformadas
e ramos contorcidos (Figura 15 B). Um total de 26,7% (4/15) das plantas foram
consideradas escape do teste, pois ndo desenvolveram infec¢do durante os 35
dias de analise. Ao fim do periodo de 35-dpi, a linhagen 22 apresentou 60%
(9/15) de plantas n&o infectadas, a linhagem 29 apresentou uma planta n&o
infectada (1/15) e a linhagem 19, apresentou uma proporcéo de 13,3% (2/15)
de plantas ndo infectadas. Essas plantas apresentaram desenvolvimento
normal, sem nenhum sintoma de infeccdo viral, diferente das plantas nao

transgénicas inoculadas (Figura 15 A).

O DNA das plantas infectadas foi analizado para identificacdo do virus
responsavel pela infeccio, e as sequéncias demonstraram 100% de identidade
nucleotidica com o virus tomato interveinal chlorosis virus (TolCV) (GenBank:

JF803253.1).
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Figura 15: Sintomas desenvolvidos por plantas inoculadas com RCA do virus tomato
interveinal chlorosis virus (TolCV). A) Planta transgénica nao infectada, sem a
presenca de sintomas. B) Planta n&o-transgénica apresentando sintomas
caracteristicos de infecgao, como mosaico e deformacao de folhas e ramos.

A anadlise da zigose do transgene por gPCR demonstrou que 78% (7/9)
das plantas que n&o apresentaram infecgdo, durante os 35 dias de analise,
referentes a linhagem 22, apresentam o transgene em homozigose. Plantas
ndo infectadas das linhagens 29 e 19 também foram detectadas como
homozigotas (Figura 16). O numero de plantas homozigotas e hemizigotas,
dentre as plantas desafiadas com RCA, bem como o valor de qui-quadrado,

realizado na frequéncia esperada de 2:1, df=1, € demonstrado na tabela 8.
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Tabela 8: Analise da zigose do transgene, via qPCR, em plantas da geracdo T,
inoculadas com RCA do virus tomato interveinal chlorosis virus (TolCV).

Linhagem Plantas inoculadas T X2 P

Homozigotas Hemizigotas

22 8 7 2,70 0,10
29* 2 & 0,22 0,75
19 6 9 0,30 0,58

(a) Probabilidade que as frequéncias observadas refletem o padréo de segregacéo 2:1, a=0,05.
* Na linhagem 29, o teste de qPCR foi realizado em 5 plantas desafiadas.
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Figura 16: Plantas da geracao T,, inoculadas com RCA do virus TolCV. As linhagens
transgénicas 22, 29 e 19 sdo denominadas Nb4G22, Nb4G29 e Nb4G19,
respectivamente. Os quadrados representam as 15 plantas transgénicas da linhagem
Nb4G 22, 15 plantas transgénicas da linhagem Nb4G29, 15 plantas transgénicas da
linhagem Nb4G19 e 15 plantas n&o-transgénicas, utilizadas como controle. Os
diferentes periodos de inicio da infeccédo, variando de 10 a 35 dias pds-inoculagao
(dpi) estéo representados por diferentes tons de cinza. Plantas que ndo apresentaram
infeccdo durante todo o periodo de anadlise estdo representadas por quadrados
brancos. Plantas homozigotas estdo marcadas com um circulo amarelo.



116

3.7 Discussao

Doengas causadas por begomovirus representam um importante
problema para a produgdo de tomate no Brasil e no mundo (Varma and
Malathi, 2003) (Fernandes et al., 2008) (Albuquerque et al., 2012). Estratégias
para controle desses virus baseiam-se principalmente no controle do vetor -
através da aplicagéo de inseticidas toxicos, que geram problemas ambientais e
selecdo de insetos resistentes (Dalton, 2006) - aliado a técnicas de manejo no
campo, como a eliminacdo de plantas infectadas e a criacdo de periodos de
vazio sanitario, que nao sao totalmente efetivas, uma vez que diversas plantas
daninhas funcionam como potenciais reservatorios e fontes de indculo de

diferentes espécies desses virus (Barbosa et al., 2009) (Barreto et al., 2013).

Estratégias para gerar plantas com resisténcia a esses agentes como a
expressao de genes da capa protéica (Kunik et al., 1994), expressédo de genes
virais truncados (Hashmi et al., 2011) e RNA antisense (Day et al., 1991)
(Aragao et al., 1998) foram inicialmente investigadas e resultaram em niveis
variados de tolerancia a esses virus. Nos ultimos anos, o mecanismo molecular
de RNA de interferéncia (RNAi), o qual envolve o silenciamento de genes
especificos a nivel transcricional (TGS) e pds-transcricional (PTGS), tem se
estabelecido como uma ferramenta importante no melhoramento de plantas
com resisténcia a patogenos virais (Tenllado et al., 2004) (Vanderschuren et

al., 2007) (Saurabh et al., 2014), e tem sido utilizada com sucesso na obtengao
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de plantas transgénicas imunes a diversos begomovirus (Fuentes et al., 2006)

(Bonfim et al., 2007) (Vanderschuren et al., 2009).

Nesse trabalho, foi descrita uma estratégia para controle dos
begomovirus que infectam tomateiro no Brasil. Essa cultura sofre infeccéo de
uma variedade de espécies desses virus (Fernandes et al., 2008) (Albuquerque
et al.,, 2012), o que torna a resisténcia de amplo espectro um desafio. Diante
disso, foi desenvolvido um cassete de interferéncia quimérico, que expressa
um hpRNA, que tem como alvo sequéncias conservadas do gene rep —
fundamental para a replicagao viral — de distintas espécies de begomovirus, e
sua habilidade no silenciamento desses agentes foi avaliada em plantas

transgénicas de Nicotiana benthamiana.

De um total de 20 plantas transgénicas geradas, um teste inicial de
inoculagdo com o virus tomato golden vein virus (TGVV) - um dos principais
begomovirus encontrados encontrados no Brasil (Fernandes et al., 2008) -
demonstrou que, somente 3 linhagens (Linhagens 19, 22 e 29) apresentaram
uma maior propor¢ao de plantas da geragédo T1 sem a presenga de DNA viral e
sintomas. Essa frequéncia de linhagens apresentando plantas resistentes é
relativamente baixa, uma vez que ja foi demonstrado que construgbes génicas
expressando moléculas de hpRNA, sdo capazes de induzir silenciamento
génico de sequéncias-alvo com 90 a 100% de eficiéncia (Smith et al., 2000)
(Wesley et al., 2001). No entanto, o local de integragdo de transgenes no

genoma é altamente variavel (Chyi et al., 1986), e esse resultado pode estar
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associado a baixa expressdo do hpRNA, devido a uma possivel insercdo em
regides de heterocromatina. Transgenes inseridos em regides hipermetiladas
do genoma, tendem a sofrer esse mesmo padrao de metilagao, resultando em

completa inibicdo ou significante redugédo da sua expressao (Lindsey, 1998).

ApOs os experimentos iniciais de inoculagdo com TGVV, a geragao T, das
3 linhagens que apresentaram melhores resultados, foram avaliadas quanto a
resisténcia a distintas espécies de begomovirus. Essas plantas foram
novamente inoculadas com TGVV, em diferentes concentra¢cdes de DNA viral,
e com os virus tomato rugose mosaic virus (ToRMV), tomato chlorotic mottle
virus (ToCMoV) e tomato interveinal chlorosis virus (TolCV), que séo
begomovirus responsaveis por causar infeccdo em tomateiro no Brasil
(Fernandes et al.,, 2006) (Ribeiro et al., 2007) (Albuquerque et al., 2012).
Nossos resultados demonstraram que, a propor¢cdo de plantas resistentes a
TGVV foi dependente da pressdo de DNA viral inoculada. As 3 linhagens
analisadas apresentaram uma maior quantidade de plantas n&o infectadas, a
uma pressdo de inoculo de aproximadamente 250 ng/uL de DNA viral por
planta, quando comparado a infecgao com cerca de 1000 ng/uL de DNA viral
por planta (Figuras 9 e 11). Zhang et al (2005) também demonstraram que a
resisténcia, baseada em silenciamento génico, € dependente da carga viral
utilizada no momento da inoculacdo, via bombardeamento. Esses
pesquisadores observaram que mesmo plantas transgénicas apresentando

resisténcia ao african cassava mosaic virus (ACMV), quando inoculadas com
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alta pressao de DNA desse virus (200 ng/uL de DNA viral/planta), se tornavam

infectadas.

Nossos resultados também demonstraram que a resisténcia de plantas
transgénicas a todos os virus avaliados, parece ser dependente da homozigose
do transgene. Uma propor¢ao de 77% das plantas que ndo apresentaram
infeccdo, demonstraram ser homozigotas. Os 23% de plantas n&o infectadas e
nao identificadas como homozigotas, podem ser escape do bombardeamento,
uma vez que casos de escape ocorreram nas plantas n&o-transgénicas. Essa
relagdo entre resisténcia e homozigose remete ao fendmeno de supresséao de
genes dependente de dosagem, previamente observado em plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum, nas quais a expressao de um transgene foi
totalmente suprimida em plantas homozigotas, e ndo em plantas hemizigotas
(de Carvalho et al., 1992). Posteriormente esse fenbmeno foi associado ao
mecanismo de silenciamento génico, direcionado por moléculas de siRNAs

(Deng et al., 2013).

Outros trabalhos também tem feito a associagdo entre resisténcia a
agentes virais e homozigose. Cruz & Aragéo (2014) observaram que somente
plantas transgénicas de feijdo-caupi homozigotas, ndo apresentaram infecgéo
apo6s terem sido desafiadas com os virus cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV) e cowpea severe mosaic virus (CPSMV). Resultado similar foi
demonstrado em plantas de feijdo transgénicas, imunes ao bean golden mosaic

virus (BGMV), nas quais sob alta pressao de inoculo viral, 100% das plantas
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homozigotas permaneceram sem sintomas, enquanto 28,7% das plantas
hemizigotas apresentaram sintomas brandos de infeccdo por esse virus

(Aragéo and Faria, 2009).

E importante mencionar que neste trabalho, nés utilizamos o
bombardeamento de particulas como metodologia de inoculagdo de plantas
transgénicas. De acordo com Zhang et al (2005), essa forma de infecgédo é
severa e provavelmente bastante diferente das condigcdes que ocorrem no
campo. Aliado a isso, o fato de N. benthamiana possuir uma mutagao no gene
da RNA polimerase dependente de RNA 1 (RdRP1m) (Yang et al., 2004), faz
com que nessas plantas a amplificagdo do sinal de silenciamento, na via de
PTGS, seja prejudicada (Baulcombe, 2007). Juntos, esses fatores também
poderiam explicar o padrao de plantas infectadas encontradas nesse estudo,
onde plantas transgénicas hemizigotas, e mesmo plantas homozigotas, foram

infectadas pelos virus TGVV, ToRMV, ToCMoV e TolCV.

Begomovirus sdo agentes que estdo sob constante evolugao, através de
altas taxas de mutacio, recombinagcdo e pseudo-recombinacdo, o que resulta
muitas vezes em novas espécies virais (Padidam et al., 1999) (Rocha et al.,
2013) (Silva et al., 2014). Nesse estudo, foi descrito uma estratégia baseada
em um constructo quimérico para expressao de um hpRNA, para resisténcia de
amplo espectro a begomovirus que infectam tomateiro no Brasil. Os resultados
demonstrados sdo animadores, e sugerem uma possivel relacdo entre o

fendtipo de resisténcia e a homozigose do transgene. No entanto, novos
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experimentos serdo necessarios para avaliar a proxima geragao das plantas
transgénicas (T3), que n&o apresentaram infecgéo pelos virus avaliados, a fim

de confirmar a sua resisténcia a esses agentes.
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3.8 Conclusao

Nesse estudo nds utilizamos o mecanismo molecular de RNA de
interferéncia (RNAI), como ferramenta para resisténcia de amplo espectro a
begomovirus que infectam tomateiro no Brasil. Os ensaios de inoculagdo das
plantas de Nicotiana benthamiana transgénicas com diferentes virus revelaram
que, o fendtipo de resisténcia das diferentes linhagens testadas, possivelmente
esta relacionado a carga de DNA viral utilizada no bombardeamento, e a
homozigose do transgene. Novos experimentos de desafio com a proxima
geracdo (T3) das plantas homozigotas, deverdo ser realizados para a
confirmacado desse fendtipo. Além disso, ensaios de Northern blot para
deteccdo de moléculas de siRNAs nessas plantas, também devem ser
realizados para confirmacado da resisténcia baseada em RNAIi. No futuro, a
estratégia que foi descrita nesse trabalho podera ser aplicada como forma de

resisténcia anti-viral em plantas de tomate.
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4 Consideragoes finais e perspectivas

Os begomovirus, representam o maior grupo de virus da familia
Geminiviridae, com 307 espécies aceitas atualmente. Esses agentes infectam
uma grande variedade de plantas dicotiledoneas em diversas regibes do
mundo, e sao responsaveis por grandes perdas na agricultura. No Brasil, desde
a década de 90, houve um aumento na incidéncia e gravidade de epidemias
associadas aos begomovirus em diferentes culturas, fato que esta associado a
introdugdo do bidtipo B de Bemisia tabaci no pais. O controle das doencgas
associadas a esses virus baseiam-se principalmente no controle do vetor,
aliado a técnicas de manejo no campo, que n&o sao totalmente efetivas. Assim,
diversas estratégias de engenharia genética tem sido utilizadas, na tentativa de

gerar plantas com resisténcia a esses patdgenos.

O mecanismo de RNAIi tem sido amplamente utilizado como ferramenta
para o controle genético de patdgenos virais. Estudos demonstraram que esse
mecanismo pode ser ativado de maneira eficiente através de moléculas do tipo

hpRNA, e resultar no silenciamento de genes especificos, de forma eficiente.

Neste trabalho nds avaliamos a ferramenta de RNAIi, como forma de
controle de begomoviroses. Em feijoeiro, essa tecnologia foi utilizada na
obtengdo de uma planta de feijdo transgénica, que é imune ao BGMV. Esse
virus € o agente responsavel pelo mosaico dourado do feijoeiro, uma doencga

que tem limitado a produgédo de feijdo em diversas regides do Brasil. Nos
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demonstramos que moscas brancas viruliferas, infectadas pelo BGMV, apds se
alimentarem em plantas de feijao transgénicas, apresentaram uma queda
significativa na sua quantidade de DNA viral, comparado a moscas que se
alimentaram em plantas de feijao ndo transgénicas. Esse resultado indica que
a tecnologia de RNAi pode atuar ndo somente no controle do mosaico dourado,
como também auxiliar no controle do in6culo viral no inseto vetor, o que
poderia atuar diretamente na reducdo da infeccdo pelo BGMV tanto em
campos transgénicos, quanto em campos nédo transgénicos. Testes em campo

serao realizados para comprovar essa hipotese.

O tomate, uma importante hortaliga cultivada no Brasil, sofre
constantemente com a alta incidéncia de diversas espécies de begomovirus.
Nés avaliamos a utilizacdo do mecanismo de RNAI, para a obtencéo de plantas
transgénicas com resisténcia ampla a esses agentes. Foi demonstrado que o
fendtipo de resisténcia a diferentes virus provavelmente esta associado a carga
de DNA viral utilizada para infectar as plantas transgénicas, e também a
homozigose do transgene. Novos testes com as plantas que apresentaram o
fendtipo de resisténcia deverédo ainda ser realizados, no entanto esse trabalho
demonstra uma importante alternativa para o desenvolvimento de cultivares
com resisténcia ampla aos begomovirus. No futuro, a estratégia que foi
utilizada nesse estudo sera transferida para tomateiro, para a obtencdo de
plantas com resisténcia as diferentes espécies de begomovirus que infectam

essa cultura.
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The RNAI concept was explored to silence the rep gene from the bean golden mosaic virus (BGMV)
and a genetically modified (GM) bean immune to the virus was previously generated. We investigated if
BGMV-viruliferous whiteflies would reduce viral amount after feeding on GM plants. BGMV DNA amount
was significantly reduced in whiteflies feeding in GM-plants (compared with insects feeding on non-GM
plants) for a period of 4 and 8 days in 52% and 84% respectively.
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Bean golden mosaic virus (Family Geminiviridae) is transmit-
ted by whitefly (Bemisia tabaci) in a persistent, circulative manner,
causing the golden mosaic of common bean (Phaseolus vulgaris).
It is a Begomovirus that has a bipartite genome with the DNA-
A coding for proteins responsible for viral replication (Rep and
REn), regulation of gene expression (TrAP), and particle encapsi-
dation, whereas the DNA-B encode proteins involved in cell-to-cell
and long-distance movement and symptom modulation (Hanley-
Bowdoin et al., 1999; Vanitharani et al., 2005; Fondong, 2013).

Golden mosaic causes severe yield losses in Latin America and
its control is based on controlling whiteflies by high-toxicity insec-
ticides, with the development of pesticide-resistant genotypes, low
cost-benefit ratio and environmental concerns. Begomoviruses have
a complex interaction with the whitefly vectors and several aspects
remain controversial (Czosnek et al., 2001; Hogenhout et al., 2008;
Czosnek and Ghanim, 2012). Sinisterra et al. (2005) have shown
that tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) seems to replicate in
B. tabaci biotype B, while tomato mottle virus (ToMoV) does not
appear to replicate. Viral transcripts of TYLCV (genes V1, V2, and
(C3)and ToMoV (genes AV1, BC1, and BV1) were detected in whitefly.

* Corresponding author. Fax: +55 61 34484777.
E-mail addresses: francisco.aragao@embrapa.br, fjlaragao@gmail.com
(F.J.L. Aragdo).
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After feeding on virus-infected tomato plants, insects were trans-
ferred to cotton, which is immune to both ToMoV and TYLCV. The
ToMoV gene transcripts rapidly became undetectable in whiteflies
while the TYLCV transcripts increased after 4 and 7 days, indicat-
ing active transcription. Although data have suggested that TYLCV
is able to replicate in whitefly it is still controversial and should
be better investigated (Zeidan and Czosnek, 1991; Czosnek et al.,
2001; Sinisterra et al., 2005).

We have used the RNAI strategy to generate a genetically mod-
ified bean immune to the bean golden mosaic virus by silencing
the viral rep gene (Bonfim et al., 2007; Aragdo and Faria, 2009). The
transgenic bean line (named as 5.1, Embrapa 5.1 or EMB-PV051-1)
was transformed with the vector pPBGMVRNAIAHAS (Bonfim et al.,
2007), using the biolistic method according to (Aragdo et al., 1996).
The pPBGMVRNAIAHAS contains the cassettes AACThpRNA and AtA-
has. Briefly, the AACThpRNA was constructed to express a siRNA
corresponding to a fragment of the BGMV rep gene and the AtAhas
gene encodes the acetolactate synthase from Arabidopsis thaliana
(Aragdoetal., 2000). The event Embrapa 5.1 was completely molec-
ular characterized (Aragdo et al., 2013). The siRNA were detected
in transgenic plants according to Bonfim et al. (2007) (Fig. 1).

In 2011, this event was approved for commercial release in
Brazil. We hypothesized that viruliferous whitefly, harboring the
bean golden mosaic virus, would reduce the viral load after feeding
on immune genetically modified plants.
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Fig. 1. Detection of the small interfering RNA (siRNA) isolated from leaves of trans-
genic (T) and non-transgenic (NT) bean plants. RNA blot was hybridized with a DNA
probe corresponding to a fragment within the rep gene, from positions 1838 to 2232
in the bean golden mosaic virus genome. Ethidium bromide stained RNA serves as
the loading control.

Groups of approximately 100 mixed-sex whiteflies were
collected from a colony feeding on bean golden mosaic virus
infected bean and transferred to transgenic (Embrapa 5.1) and
non-transgenic plants. Plants were maintained in contact with
viruliferous whiteflies during a period of 4 and 8 days. Then,
whiteflies were collected and analyzed for presence of BGMV
DNA. Three groups of two plants were used for each treatment.
Experiments were repeated three times. Total DNA was isolated
from whiteflies according to (Calderén-Cortés et al., 2010). Semi-
quantitative PCR was carried out according to Bonfim et al., (2007)
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using the primer pair AC3F (5'-TGTTGCGAAACGTACAGCTCTG-
3)JAC3R (5'-CACAACGACCAGAGTATACCAC-3’) to amplify a
223bp sequence from the replication enhancer (REn) gene
of BGMV. As an internal control, primer pair MOSCA44F
(5’-GAGGTATTTGGAAGGTTGGGGA-3')/MOSCA579R (5'-
TAATCTGAATATCGGCGAGGCA-3') was used to amplify a 536 bp
fragment of the cytochrome oxidase subunit I gene from B. tabaci
(BtCOI) (GenBank acession number EU760723.1). The number
of amplification cycles was optimized to stop the reaction at
the exponential stage, ensuring that amplification was semi-
quantitative. The relative intensity of the bands was determined
by scanning the PCR gel and analyzing the band intensity, using
the Quantity One program v4.6.3. Relative quantification was done
by comparing intensities of the REn and BtCOI bands. Experiments
were performed in triplicate and repeated three times. Data are
expressed as mean =+ SE. Statistical differences were analyzed by
t test using Prism v. 6.02 (GraphPad Software Inc.). P<0.05 was
considered statistically significant.

Semi-quantitative PCR analyses have shown that bean golden
mosaic virus load decreases in whiteflies transferred to GM-beans
when compared to insects that were transferred to non-GM beans
plants. Results revealed that after a period of feeding on GM-plants
for 4 and 8 days, the reduction of BGMV DNA was of 52% and
84% respectively (comparing whiteflies on non-GM and GM plants)
(Fig. 2).

Contrary to what was observed for the tomato yellow leaf curl
virus (Sinisterra et al., 2005) our results suggest that bean golden
mosaic virus might not be able to replicate with high efficiency in
whitefly. The reduction in viral load observed in whitefly exposed
to GM bean could be attributed to fact that the insects would
not acquire de novo synthesized viral particle, since bean golden
mosaic virus is not able to replicate in the transgenic plants as pre-
viously demonstrated (Bonfim et al., 2007). In addition, increase of
viralload observed in whiteflies transferred to non-GM beans could
be due to increase of bean golden mosaic virus particle over the
period of 8 days. Nevertheless, we could not exclude the possibil-
ity of that siRNA being expressed in transgenic plants for silencing
the viral rep gene, would interfere in the insect-virus interaction. It
was recently demonstrated that siRNAs are able to silencing genes
in B. tabaci (Upadhyay et al., 2011; Thakur et al., 2014 Thakur et al.,
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Fig. 2. Quantification of bean golden mosaic virus DNA in whitefly (Bemisia tabaci) interacting with genetically modified (GM) and non-genetically modified (non-GM) bean
plants for 4 and 8 days. For semi-quantitative analyses, PCR reactions were subjected to an initial treatment at 95 °C (5 min) and 25 cycles of amplification (95 °C for 1 min,
55°C for 1min, and 72°C for 1 min), with a final elongation cycle of 5 min at 72 °C. The cytochrome oxidase subunit I gene from B. tabaci (BtCOI) was used as internal control.

Data represent mean + SEM of three biological replicates. **P<0.05.
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2014). Although viral transcripts of Begomovirus species, such as
tomato yellow leaf curl virus and tomato mottle virus, have been
observed in whitefly (Mehta et al., 1994; Sinisterra et al., 2005), it
is still not established whether or not the bean golden mosaic virus
genome would be transcribed by whitefly cells.

The reduction of BGMV load in B. tabaci with the use of the
immune GM bean varieties would help the control of golden mosaic
in both transgenic and non-transgenic fields by reducing the virus
inoculum and the probability of emergence of novel viruses associ-
ated with the co-existence of distinct viruses in the same field. This
possibility will be further evaluated under field conditions.
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7 Anexo 2

Sequéncia de DNA (1286 pb) utilizada na constru¢cdo do cassete de
interferéncia do gene rep:

2ToSRV(826) >TMoLCV (321) >TGVV (319) ETGEDV(S20)

FourGemeni

GGGCCCTCTAG

TATATTGAGGGCCTCCATGATGGATCCTGAATTGAGGACCTTGG
CATACGTGTCATTTGCAGATTGCTGACCTCCTCTAGCTGATCTGCCGTCGATTTGGAAAACTCC
ATGATCAATGAAGTCTCCGTCTTTCTCCACGTAGGTTTTGACATCTGAAGAGCTCTTAGCTCCC
TGAATGTTCGGATGGAAATGTGCTGATCGGGTTGGGGATACGAGGTCGAAGAATCGGTTGTTCT
TGCAGTTGTATTTACCCTCGAATTGGATGAGCACATGGAGATGAGGTTGCCCATCTTCGTGTAG
TTCTCTTGAGACACGAATGTTCCAAAATCAATGAAGTCTCCGTCTTTTTCCATGTAGGTCTTGA
CGTCGGACGAGCTTTTAGCTCCCTGAATGTTTGGATGGAAATGTGCTGATCTTGTTGGGGATAC
CAAGTCGAAGAACCGTTGATTCTGGCATTTGAATTTGCCTTCGAATTGAATAAGCACATGGAGA
TGAGGTTCCCCATCTTCGTGAAATTCTCTGGTTACACGAATAAATTTCTTGTTTGTTGGTGTTT
TAAGTGTCTGTAATTGGGAAAGTGTTTCCTCTTTGGTTAATGAACAATGAGGGTATGTAAGGAA
GAAATTTTTTGCATTTAC

GGTACCACTAGT

Xbal TCTAGA
Spel ACTAGT
Kpnl GGTACC
Apal GGGCCC



