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RESUMO

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma das fruteiras mais cultivadas e 0 mamao uma
das frutas mais consumidas nas regioes tropicais e subtropicais do mundo. O Brasil
€ o maior produtor mundial de mamé&o e os estados do Espirito Santo e da Bahia
sao responsaveis por mais de 70% da area brasileira produtora deste fruto. As
doencgas, no entanto, constituem os principais fatores limitantes da produgédo. A
meleira do mamoeiro, causada pelo Papaya meleira virus (PMeV), de genoma de
RNA fita-dupla (dsRNA), é uma das que ainda ndo possui uma cultivar resistente.
Uma via de resisténcia as viroses em plantas é ativada por moléculas de dsRNA.
Apoés perceber a presenca do dsRNA, a célula inicia uma rota de degradacgao de
moléculas de RNA, que podem ser virais, impedindo, assim, o progresso da
infeccdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a indugéo de resisténcia ao PMeV
em mudas de mamoeiro utilizando moléculas de dsRNA extraidas do genoma viral.
Quatro diferentes tratamentos foram avaliados qualitativa e quantitativamente por
meio do diagnostico molecular do virus por RT-PCR convencional e RT-PCR em
tempo real, respectivamente, em amostras de folha. As mudas de mamoeiro
inoculadas apenas com PMeV mostraram intensa infeccdo pelo virus logo nos
primeiros dias pds-inoculagéo, enquanto as mudas inoculadas simultaneamente com
PMeV e dsRNA do mesmo virus mostraram uma infecg¢ao viral mais atenuada, o que
sugere uma reducdo no sucesso infeccioso pelo virus causador da meleira. A
inoculagcao combinada em mudas de mamoeiro do PMeV com o dsRNA viral reduziu
0 progresso da infecgao.

Palavras-chave: Fitopatologia. Papaya meleira virus.Reacdo em cadeia da

polimerase via Transcriptase Reversa.



ABSTRACT

Carica papaya L. is one of the most cultivated and consumed fruits in tropical and
subtropical regions of the world. Brazil is the world's largest producer of papaya and
the states of Espirito Santo and Bahia are responsible for more than 70% of the
Brazilian production of this fruit. Diseases of fruit trees are the main limiting factors.
Papaya meleira disease, caused by the Papaya meleira virus (PMeV), is one disease
that does not have a resistant cultivar. However, the PMeV genome is a double-
stranded RNA (dsRNA) and it has been shown that virus resistance in plants can be
activated by dsRNA molecules. After detecting the presence of dsRNA, the cell
initiates a process of degradation of RNA molecules, which may be viral, thus
preventing the progress of the infection. This study aimed to induce resistance to
PMeV in papaya seedlings using dsRNA molecules extracted from the viral genome.
Four different treatments were evaluated qualitatively and quantitatively by means of
molecular diagnosis of the virus in leaf samples by RT-PCR and gRT-PCR (real-time
PCR), respectively. The papaya seedlings inoculated only with high load PMeV
showed severe infection in the first days post-inoculation, while the seedlings
inoculated with high viral load and additional dsRNA showed a milder viral infection,
suggesting a reduction in infection by the virus that causes meleira. The combined
inoculation of papaya seedlings with PMeV and viral dsRNA reduced the progress of

the infection.

Key words: Phytopathology. Papaya meleira virus. Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Papaya meleira virus (PMeV): um virus de dsRNA que afeta a cultura do

mamoeiro no Brasil

O Brasil, por sua extensao e geografia, permite o cultivo de praticamente todas as
fruteiras de climas quente e umido, temperado, temperado-frio e semi-arido, o que o
torna um dos poucos paises a ter condigbes potenciais para atender ao crescimento
da demanda externa por frutas e derivados. Uma das fruteiras mais cultivadas nas

regides tropicais e subtropicais do mundo € o mamoeiro.

O Brasil ocupa o primeiro lugar na producdo de mamao, com cerca de 1,57 milhdes
de toneladas (t) produzidas em 2006, sendo considerado o maior produtor mundial
desta fruta (FAO, 2010). Os Estados do Espirito Santo e da Bahia sdo responsaveis
por mais de 70% da area brasileira produtora (RUGGIERO et al., 2003).

No Espirito Santo, a area cultivada com mamoeiro chegou a ultrapassar 10 mil
hectares, concentrando-se principalmente nos municipios da Regido Norte (Figura
1). De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF), o Espirito Santo
exportou em 2007 um total de aproximadamente 16 mil toneladas de mamao, o que
trouxe para o Estado uma renda de mais de US$ 18 milhdes.

A cultura, entretanto, é bastante suscetivel as viroses, um dos principais fatores
limitantes da produgéo. Algumas das consequéncias importantes do ataque de virus
em plantas sdo o menor rendimento da producdo e a ma qualidade dos produtos
(HABIBE; NASCIMENTO, 2005). As viroses constituem o principal grupo de
microorganismos que causam doengas no mamoeiro, ocasionando grandes perdas
na producédo, podendo chegar a destruicdo total das plantagdes infectadas,
provocando a mudanga constante de zonas produtoras, e afastando-as cada vez
mais dos mercados consumidores (REZENDE; FANCELLI, 1997).
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Figura 1: Principais municipios produtores de mamao do estado do Espirito Santo, localizados no
norte do estado. Fonte: < http://www.nofate-es.kit.net/espirito_santo.htm>. Acesso em 10. jan. 2011.
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O virus da meleira, Papaya meleira virus (PMeV), cujo genoma € um RNA dupla-fita
(dsRNA), € um dos principais que infectam o mamoeiro no Brasil. Esse virus &
responsavel por causar uma doenca conhecida como “meleira do mamoeiro”, um

importante problema fitossanitario na produgdo de mamao.

Depois dos primeiros relatos de sua ocorréncia no Espirito Santo e na Bahia, a
doenca foi reportada em outras regides do Brasil, onde até 100% das plantas em
algumas lavouras foram afetadas (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003). Hoje,
essa doencga representa um dos principais fatores limitantes para a cultura do
mamao. A floracao de plantas infectadas é seguida pela exsudagao de latex aquoso
e fluido de frutos e folhas (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003). A exsudacao de
latex ocorre naturalmente no mamao apdés a incisao, ja que todos os tecidos da
planta possuem laticiferos, que formam um complexo conjunto de células capazes
de produzir latex. Normalmente, essas células estao sob alta pressao de turgéncia, e
o latex produzido tem uma consisténcia leitosa. A exsudacao de latex de plantas
sadias ocorre normalmente por meio de lesdes no tecido, enquanto em plantas com
a doencga isso ocorre espontaneamente (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003).
Uma vez exposto a atmosfera, o latex é oxidado levando a pequenas lesbes
necréticas nas pontas de folhas jovens (Figura 2B) e a coloracdo escura e “melada”
no fruto (Figura 2A) (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003). Essa Uultima
caracteristica junto com manchas na polpa e a mancha zonada no fruto (Figura 2C),
observadas em um estagio avangado da doenga, comprometem comercialmente o

fruto.

Diferentes mecanismos foram propostos na tentativa de explicar a etiologia da
meleira. Apés um andlise por microscopia eletrénica (KITAJIMA et al.,, 1993), a
deteccao da ocorréncia de particulas parecidas com virus de aproximadamente 50
nm de didmetro em latex e laticiferos de plantas doentes e o isolamento de
moléculas de dsRNA de aproximadamente 12000 pb de tecidos infectados
reforcaram a possivel etiologia viral da meleira do mamoeiro. Ao contrario da maioria
dos virus de RNA de plantas, em que moléculas de dsRNA séo formadas em passos
especificos durante a replicagdo do genoma viral, particulas virais isoladas a partir
de plantas com a meleira do mamoeiro apresentam o dsRNA como um genoma
permanente (KITAJIMA et al., 1993; ZAMBOLIM et al., 2003). O virus foi chamado
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de Papaya meleira virus (ZAMBOLIM et al., 2003). Seu genoma incomum e sua
ocorréncia limitada aos laticiferos do mamoeiro o distinguem de muitos outros virus

de plantas.

(C)

(B)

Figura 2: Frutos e folha de maméo com os principais sintomas da meleira do mamoeiro. (A)
Exsudacgdo espontanea de latex aquoso na superficie dos frutos. Note o latex oxidado, ao lado
esquerdo do fruto, com um aspecto “melado”. (B) Queima na ponta das folhas jovens. (C) Manchas
zonadas superficiais de cor verde-clara. Fonte: VENTURA, et al., 2004.

Dados recentes de microscopia eletrbnica e dados moleculares indicam que as
particulas virais estdo fortemente ligadas aos polimeros presentes no latex,
possivelmente como um mecanismo de protecdao ou para auxiliar o transporte viral
(RODRIGUES et al., 2005). Curiosamente, a morfologia dos polimeros e a fisiologia
dos laticiferos sdo alteradas pelo virus. Acidos nucléicos extraidos de latex de
mamoeiros com sintomas caracteristicos da meleira apresentaram a banda
caracteristica de 12 kbp do PMeV (Figura 3).
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12 kbp

Figura 3: Separagao por eletroforese em gel de agarose 1% dos acidos nucléicos extraidos de latex de mamoeiros adultos com sintomas da
meleira. Apds corrida, a banda de dsRNA de 12 kbp correspondente ao genoma do PMeV aparece em todas as amostras de latex, guardadas
a -20°C diluidas em tampao citrato pH 5,0 (1:1). Fonte: RODRIGUES et al., 2009.
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Varias outras espécies de plantas foram testadas quanto a sua susceptibilidade ao
PMeV. O dsRNA viral péde ser apenas extraido de Brachiaria decumbens embora
essas plantas permanecessem livres de sintomas (ZAMBOLIM et al., 2003).

Ao mapear mamoeiros doentes no campo mensalmente, Ventura e colaboradores
observaram que a disseminag¢ao da doencga ocorre ao longo das linhas da plantacao,
sugerindo que a propagacao do PMeV é induzida por tratos culturais, embora outros
estudos epidemiolégicos fortemente indiquem também o envolvimento de vetores.
Ambos os insetos, Bemisia tabaci e Trialeurodes variabilis, foram considerados
pragas para a cultura do mamao no Brasil (CULIK et al., 2003). Assim, a exposicao
de plantas de maméao saudaveis a B. tabasi infectados com o dsRNA do PMeV
resultou na presenca de ambos, dsRNA e sintomas da meleira no mamoeiro (VIDAL
et al.,, 2000). Inversamente, T. variabilis ndo foi capaz de transmitir o PMeV para
mamoeiros sadios em plantagdes no estado do Espirito Santo sob condi¢des
controladas, mesmo quando a ocorréncia da doenca era acompanhada de grandes
populacdes dos insetos (ANDRADE et al., 2003). Assim, testes adicionais poderiam

mostrar a descoberta de outros vetores potenciais para a transmissao do PMeV.

Os danos causados aos tecidos do mamoeiro durante o manejo da cultura podem
favorecer a transmissdo do PMeV para plantas sadias vizinhas, ja que o virus possui
uma vasta distribuicdo na planta (RODRIGUES; FERNANDES; VENTURA, 20083;
RODRIGUES et al.,, 2005). Simulando tal situacdo, foram avaliados diferentes
métodos de transmissdo tais como por meio de cortes nas folhas e peciolos e por
meio da friccdo do caule induzindo feridas que seriam trazidas pela abras&o.
Curiosamente, a infeccdo somente ocorreu quando latex infectado foi diretamente
injetado dentro do tecido do caule. Esses resultados mostram que as ferramentas de
trabalho ou 0 movimento de tratores ao longo da plantagéo, nao transmitem o PMeV,
sendo a protecdo provavelmente feita pela polimerizagdo do latex na planta que
rapidamente obstrui a superficie ferida (MOUTIM et al., 1999). Condi¢des analogas
ocorrem com a grande maioria dos virus de planta, suportando a idéia do
envolvimento de vetores, especialmente daqueles vetores que possuem um
aparelho bucal de sucgéo.

A facil identificagcdo dos sintomas da doenca e a subsequiente erradicagdo das
plantas doentes é uma estratégia para controlar a meleira do mamoeiro (VENTURA;
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COSTA; TATAGIBA, 2003). Entretanto, os sintomas sao disparados somente apés a
floracao e, portanto, plantas infectadas livres dos sintomas sdo capazes de transmitir
o PMeV (VENTURA et al., 2004). Um método de diagndstico molecular foi entao
estabelecido usando moléculas de dsRNA como alvo (RODRIGUES et al., 2005).
Esse método, baseado na ocorréncia de virus em tecidos ricos em laticiferos
(RODRIGUES; VENTURA; FERNANDES, 2003) e sua intima relagdo com os
polimeros do latex (RODRIGUES et al., 2005), € aplicavel para ambos, tecido (folha)
e latex, de plantas assintomaticas, com o virus detectado quinze dias apds a

inoculagao.

Apesar de diferentes genoétipos serem avaliados em programas de reproducdo no
Brasil, ainda ndo existe uma cultivar' resistente ao PMeV. Atualmente, tem-se
avaliado a indugdo geral de resisténcia ao patégeno usando moléculas de elicitores
de natureza quimica ou biolégica. Resultados interessantes tém sido obtidos usando
oxido nitrico (NO) como um elicitor quimico. Mudas de duas diferentes cultivares de
mamao tratados com NO mostraram acumulo de compostos usados para defesa,
principalmente acucares e fendis, bem como a modificagdo dos padrdes de
transcricdo de genes de defesa e uma alta atividade de enzimas de detoxificagao
(SANTOS; FERNANDES; VENTURA, 2005). O NO é uma molécula sinalizadora em
varios processos, tais como no desenvolvimento de plantas, na indugdo de genes
que codificam hormbnios e de proteinas relacionadas a defesa (SOOSAAR,;
BURCH-SMITH; DINESH-KUMAR, 2005). Assim, o aumento da expressao do gene
da peroxidase (PRO) e da atividade da PRO foram observados, provavelmente para
permitir que a planta reforce a estrutura da parede celular e para ativar vias
regulatérias de defesa (SOOSAAR; BURCH-SMITH; DINESH-KUMAR, 2005).
Resultados similares foram obtidos usando extratos de levedura, indicando que os
elicitores nesse extrato poderiam também aumentar a resposta de defesa do

mamoeiro.

Moléculas de dsRNA de origem viral podem ser usadas como elicitores biolégicos.
Ao serem introduzidas artificialmente nas plantas, elas desencadeiam uma resposta
de defesa induzida por RNA (TENLLADO et al., 2003). Assim, como o dsRNA do

'Cultivar é a designacéo dada a uma planta cultivada, correspondendo a um determinado genétipo
que foi seleccionado e recebeu um nome Unico e devidamente registado com base nas suas
caracteristicas produtivas, decorativas ou outras que o tornem interessante para cultivo.
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PMeV esta presente no latex de plantas infectadas em alta concentracao, pode ser
facilmente extraido (RODRIGUES et al 2005). Dessa forma, essas moléculas de
dsRNA podem ser usadas como elicitores biol6gicos. Sendo artificialmente
introduzidas em mudas ou em mamoeiros adultos, podem representar uma
alternativa potencial para desafiar plantas de maméao a responderem a infecgédo do
PMeV. Esse processo, portanto, seria uma alternativa ao uso de agroquimicos e ao

desenvolvimento de plantas transgénicas.

1.2 Replicacao dos virus na planta

Os virus sao particulas pequenas cujo material genético pode ser DNA ou RNA. A
grande maioria das viroses de plantas possui genoma de RNA senso, embora
também existam genoma de RNA antisenso e RNA dupla-fita (dsRNA). Outras
viroses de planta tem DNA como genoma, que pode ser fita simples (ssDNA) ou fita
dupla (dsDNA). Eles dependem inteiramente da célula hospedeira para se replicar e
produzir novas particulas infecciosas, uma vez que possuem um grupo limitado de
genes que codificam informacdo principalmente para replicacdo, encapsidacao e

movimento intercelular, sendo conhecidos como parasitas intracelulares obrigatérios.

Devido a sua alta taxa de replicagao e por serem propensos a erros de replicacao do
genoma, causando mutagdes espontaneas (DOMINGO; HOLLAND, 1997; NIEHL;
HEINLEIN, 2009), os virus sdo capazes de formar populagdes com uma grande
diversidade de gendtipos, o que contribui para a adaptacdo as mudancas que
ocorrem na célula hospedeira (NIEHL; HEINLEIN, 2009).

Em plantas, a infecgdo viral, muitas vezes, esta associada ao aparecimento de
diversos sintomas, como amarelecimento e necrose nas superficies foliares. Alguns
virus, no entanto, replicam-se sem provocar sintomas aparentes, enquanto outros
podem produzir diferentes sintomas numa mesma planta, os quais ainda podem
variar dependendo do cultivar e das condigdes ambientais. Muito provavelmente o

aparecimento de sintomas esta associado a interagdo dos componentes virais com
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os fatores do hospedeiro, 0 que afeta a fisiologia e o desenvolvimento da planta
(LALIBERTE; SANFACON, 2010).

Um modelo do processo de replicacdo existe para virus cujo genoma é de RNA
senso, que por definicdo, pode ser traduzido pela maquinaria da célula. Uma ou
mais poliproteinas virais sdo traduzidas e posteriormente clivadas por proteases
celulares ou virais em proteinas. Apds isso, um complexo de replicagdo formado
pela RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), proteinas ndo estruturais, RNA
viral e fatores do hospedeiro é montado para sintetizar o RNA viral (ORTIN; PARRA,
2006; MILLER; KRIJNSE-LOCKER, 2008; LALIBERTE; SANFACON, 2010).

Embora ja tenha sido proposto um paralelo entre os complexos de replicacdo de
virus com genoma de RNA senso e retroviroses, ndo é simples formular um anico
modelo que explique como o processo de replicagdo acontece para todos 0s virus
de planta. Mesmo para virus cujo genoma € de RNA senso, que possuem um
modelo do processo de replicagdo mais bem entendido, ndo é possivel abordar

todos os aspectos relacionados a replicacao viral.

As etapas do ciclo de vida do virus podem ocorrer associadas a alteracbes em
certas estruturas celulares, como na membrana de diferentes compartimentos
celulares (mitocondria, reticulo endoplasmatico, etc.) e no cloroplasto (MILLER;
KRIJNSE-LOCKER, 2008; LALIBERTE; SANFACON, 2010), que sdo usados para
formar estruturas, conhecidas, em plantas, como virosomas ou viroplasmas, para
abrigar o processo de replicagdo viral (NETHERTON et al., 2007; NOVOA et al.,
2005). As primeiras observagdes de que os virus causam alteragdes na membrana
da célula infectada foi feita por Microscopia Eletrdnica (ME).

As modificagbes na estrutura da membrana de células vegetais geralmente
envolvem a formacgao de esferas e vesiculas, que inicialmente estédo ligadas a dupla
camada da membrana. Acredita-se que essas alteracbes aumentam a concentragao
local dos componentes necessérios a replicacado, fornecem a base para ancorar o
complexo de replicagdo, confinam o processo de replicagcdo em um local especifico
do citoplasma, ajudam a prevenir a ativagdo de certos mecanismos de defesa que
podem ser disparados pela formacdo de dsRNA durante o processo de replicacao,
além de fornecer certos lipidios que sdo necessarios para a sintese do genoma
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(McCARTNEY et al., 2005; COTTON et al., 2009; LALIBERTE; SANFACON, 2010).
As membranas do reticulo endoplasmatico (RE) e das mitocondrias fornecem uma
fonte abundante de membrana que podem facilmente expandir e se rearranjar, o que
pode justificar o fato de elas serem preferencialmente usadas (MILLER; KRIJNSE-
LOCKER, 2008).

Proteinas de origem viral individualmente sdo capazes de induzir alteracées nas
estruturas de membrana. Estudos mostram que a expressao de proteinas virais em
cultura de células induz alteragdes que sao similares aguelas observadas em células
infectadas. Uma vez que essas membranas sdao de origem celular, existem
provavelmente, fatores celulares que também exercem um importante papel no
processo de replicacdo viral. Existem, por exemplo, proteinas celulares que, por
diferentes mecanismos, levam a deformacgdo, a curvatura da membrana (MILLER,;
KRIJNSE-LOCKER, 2008).

Um modelo para explicar o processo de replicagéo viral (Figura 4) mostra que apés a
liberacao do RNA gendmico viral no citoplasma da célula hospedeira, a maquinaria
celular usada para a sintese de proteinas é usurpada para sintetizar proteinas virais.
Essa sintese ocorre, muito provavelmente, em ribossomos associados ao reticulo
endoplasmatico. Apés varios processos de traducdo, muitas proteinas virais que se
ligam a membrana acumulam na membrana externa do RE, o que da inicio a sua
curvatura (LALIBERTE; SANFACON, 2010). Para processos de replicacdo que nao
acontecem no RE, existe um tipo de sistema de transporte ou de sinalizacao entre
este e as organelas alvo (TABAK et al., 2003) para que as proteinas virais
sintetizadas sejam translocadas para o seu destino final (LALIBERTE; SANFACON,
2010). As proteinas iniciam, entdo, a montagem do complexo de replicagdo e a
medida que componentes de replicagcdo acumulam, aumenta a curvatura da
membrana. Isso leva a formacao de esferas e vesiculas com uma unica membrana,
dentro do lumen da organela (Figura 4), que podem ou nado ter conexdo com 0

exterior.
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Figura 4: Modelo para a formagéo de vesiculas virais na membrana do RE. (a) Apds a liberagao do
RNA gendmico viral no citoplasma, a produ¢éo de proteinas virais € realizada nos ribossomos
associados ao RE. (b) Durante a tradugdo do RNA viral, proteinas virais que se associam a
membrana acumulam na membrana do RE e iniciam a sua curvatura. (c) A curvatura da membrana
aumenta com o acumulo dos componentes de replicagdo, o que leva a formagao de uma vesicula
com uma unica membrana dentro do limen da organela, que pode ou nao ter conexao com o
exterior. (d) Para algumas viroses, a vesicula produzida sofre um segundo evento de formagéo,
adquirindo uma segunda membrana. (e) A vesicula se destaca do RE como uma vesicula com dupla
camada de membrana. Fonte: LALIBERTE; SANFACON, 2010.

Para algumas viroses, as vesiculas formadas permanecem dentro da organela alvo
e 0 processo de formacao de novas particulas virais pararia neste momento. Para
muitas outras viroses, grandes grupos de vesiculas aparecem no citoplasma, onde
teriam uma dupla camada de membrana. Existem dois mecanismos que poderiam
explicar a formacao da dupla camada de membrana das vesiculas virais. Em um dos
modelos as vesiculas produzidas apds a primeira formagcdo dentro do limen da
organela alvo, sofreriam um segundo evento de formagéao, adquirindo uma segunda

membrana e se destacando do RE. Em um modelo alternativo, a membrana do RE
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sofreria uma protusao e se destacaria originando vesiculas com dupla camada. Vale
ressaltar que muitas viroses formam uma rede de vesiculas conectadas a
membrana, onde outros processos virais, além da replicacdo, acontecem. No
entanto, independente das caracteristicas Unicas de cada virose, tais processos de
montagem da particula viral fornecem uma impressionante estrutura biolégica com
ambientes favoraveis para a sua reproducao (LALIBERTE; SANFACON, 2010).

Os virus de dsRNA, como observado para outros virus, possuem uma capa protéica,
chamada capsideo, que atua, principalmente, protegendo o genoma viral
(REINISCH, 2002). A interagdo entre as proteinas capsidiais e a associagdo do
genoma do virus com estas proteinas estabiliza fortemente a estrutura do capsideo.
Durante todo o ciclo replicativo dos virus de dsRNA, o seu genoma permanece
dentro do capsideo, que é formado por algumas camadas de proteinas, sendo que a
mais interna delas atua como um nucleo em miniatura. Este ndcleo possui uma
enzima polimerase, RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que produz novos
dsRNAs durante as replicacdes do virus. As RdRps também integram um complexo
de transcricdo responsavel pela sintese e processamento dos RNAs mensageiros,
que comandam a producdo de proteinas virais no citoplasma das células
hospedeiras (REINISCH, 2002; HULL, 2004).

1.3 Movimento dos virus nas plantas

Apb6s o processo de replicacdo, as novas particulas virais sintetizadas podem se
movimentar na planta hospedeira. As viroses de plantas se movimentam no
hospedeiro usando varias vias, sendo as mais comuns o0 movimento célula-célula
por meio dos plasmodesmos (PD), Unica organela intercelular do reino das plantas
(OPARKA, 2004), e o movimento entre érgdaos por meio do sistema vascular, mais
especificamente pelo elemento do tubo crivado do floema (LUCAS et al., 2001;
OPARKA; SANTA CRUZ, 2000; VAN BEL, 2003). Alguns virus ainda podem se
movimentar utilizando os vasos do xilema (HULL, 2004; KEHR; BUTZ, 2008).
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Enquanto o movimento sistémico depende da habilidade do virus para se mover em
diferentes tipos celulares, incluindo mesofilo, parénquima, células companheiras e
elementos crivados, 0 movimento célula-célula envolve somente células da epiderme
e do mesodfilo (NIEHL; HEINLEIN, 2011).

Plasmodesmos sdo canais de comunicagdo que permitem o trafego de
macromoléculas entre células adjacentes (Figura 5). Eles sdo responsaveis pela
conexao citoplasmatica entre células vizinhas, possibilitando a troca de moléculas de
informagéo, funcionais e estruturais durante o crescimento e o desenvolvimento da
planta. Substancias podem se mover entre as células com velocidade muito superior
a observada no transporte através de membranas.

O floema (Figura 6) é um tecido responsavel pelo transporte de nutrientes organicos,
especialmente agucares produzidos pela fotossintese. Esse tecido é capaz de
translocar uma grande quantidade de material muito rapidamente. Os elementos
crivados, que s&o as células crivadas e elementos do tubo crivado, s&o os elementos
condutores do floema. As células crivadas apresentam as chamadas areas crivadas,
isto é, areas que apresentam poros através dos quais se interconectam os
protoplastos® de elementos crivados contiguos, tanto no sentido vertical como
lateral.

2 Protoplasto é o contetido vivo de uma célula, basicamente constituido das organelas celulares e
outras estruturas que sejam ativas no metabolismo celular.
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Figura 5: Estrutura basica de um plasmodesmo entre células adjacentes formado na citocinese. Cada
plasmodesmo é constituido de um desmotibulo (DM) envolto pela membrana plasmatica (PM),
continua entre as células adjacentes. O DM é uma porgao do reticulo Endoplasmatico (ER), que se
estreita no canaliculo que atravessa a parede celular (CW) de cada uma das células adjacentes,
formando uma ligagao entre os seus citoplasmas. Fonte: MAULE, A. J., 2008.
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Figura 6: Floema em corte longitudinal, mostrando os elementos do tubo crivado e as células
companheiras. Os poros presentes na placa crivada permitem a comunicacao entre protoplastos de
elementos do tubo crivado continuos, que se enfileiram formando o tubo crivado, promovendo a
condugao de substancias. Fonte: <http://curlygirl.no.sapo.pt/tecidopl.htm>. Acesso em: 15 fev. 2011.

Para se mover por meio de PD, os virus possuem diferentes mecanismos. Os dois
mecanismos mais bem caracterizados sdo os movimentos guiados por tubulo e os
movimentos nao guiados por tabulo (NIEHL; HEINLEIN, 2011). O transporte guiado
por tubulo envolve a modificacdo estrutural do PD pela insercdo de um tubulo
sintetizado com o auxilio de proteinas de movimento viral (MP) interagindo com
proteinas localizadas no plasmodesmo (PDLP) (KASTEEL et al., 1996; WELLINK et
al., 1993) (Figura 7b). Nesse caso, o desmotubulo esta ausente e em varios casos o
diametro do poro foi dilatado (KORMELINK et al., 1994; VAN DER WEL et al., 1998).
Ja& o mecanismo de movimento ndo guiado por tubulo nao envolve maiores
mudangas na estrutura do plasmodesmo. Na presenca de MP, 1,3-B-glucanase
degrada uma calose presente no PD, o que provoca a dilatagcdo do poro.
Adicionalmente, fluxo de ions na membrana plasmética ativa enzimas relacionadas a
modificagdo da parede celular, que reduzem a rigidez da mesma. A quebra da actina

por MP resulta em um distanciamento dos componentes protéicos no desmotubulo
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do PD e o relaxamento da membrana plasmatica. Complexos de ribonucleoproteinas
virais se movem entdo pelo PD por difusdo ao longo do desmotibulo (NIEHL;
HEINLEIN, 2011) (Figura 7c).

Pelo modelo descrito, percebe-se que para acelerar o movimento célula-célula do
virus, MPs aumentam o tamanho limite de exclusdo (SEL) do PD. Entretanto, os
mecanismos utilizados por essas proteinas virais para regular o aumento do SEL é
pouco conhecido. Varios modelos ja foram propostos para explica-los. Dentre eles,
sugere-se a participacdo de componentes do citoesqueleto (CHEN et al., 2010).

Ja foi relatado que filamentos de actina podem estar envolvidos na regulagdo do
transporte por meio de PD pelo controle da permeabilidade do mesmo. Assim, Chen
e colaboradores (2010) investigaram se a actina do citoesqueleto participa no
aumento do SEL do PD induzido por MP de Cucumber mosaic virus (CMV). Os
resultados mostram que os filamentos de actina estao, de fato, envolvidos e que a
sua despolimerizacao € também necessaria para essa atividade.

Quando a infecgao se inicia em células da epiderme, o virus segue para o mesofilo e
floema (parénquima e células companheiras) utilizando os PDs de células
adjacentes. A partir das células companheiras, os virus chegam até os vasos do
floema, onde ocorre 0 movimento em longa-distancia para os diferentes 6rgaos da
planta, seguindo o fluxo de fotoassimilados. Novamente, através do movimento
célula-célula, os virus sao liberados do floema, resultando em infec¢ao sistémica. O
mecanismo de movimento através do floema é diferente daquele do movimento
célula-célula. Ainda ndo se sabe se as MPs estdo também envolvidas no movimento
dependente do floema (SAREILA et al., 2004).
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Figura 7: Modelo de modificagdo do PD por MP. (a) Estrutura de PD ndo-modificado. (b) Modificacdo do PD por MP de Grapevine fanleaf virus (GFLV). A
formacéo do tubulo ocorre pela interacdo de MP com PDLP. O tubulo substitui o desmotibulo dentro do PD. (¢) Modificagdo do plasmodesmo por Tobacco

mosaic virus (TMV), permitindo o movimento de ribonucleoproteinas (RNP) por difusdo ao longo do desmotubulo. Fonte: NIEHL; HEINLEIN, 2011.
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A movimentacao de alguns virus, no entanto, ainda é pouco compreendida, como é
0 caso do Papaya meleira virus (PMeV), que causa a meleira do mamoeiro. Apesar
disso, acredita-se que o PMeV se movimenta, possivelmente, através dos varios
laticiferos do mamoeiro, cujas células estao distribuidas em praticamente todos os
orgaos e tecidos da planta (RODRIGUES et al., 2009). Apés a analise de tecidos de
folhas e frutos de mamoeiros com meleira, utilizando microscopia eletrénica de
transmissao, verificou-se que o PMeV esta presente apenas nos laticiferos das
plantas (KITAJIMA et al.,, 1993). Além disso, a ocorréncia do virus em diferentes
orgaos do mamoeiro foi determinada em flores, folhas, caule e frutos verdes
indicando que o virus se concentra nos 6rgaos que exsudam latex em abundancia,
quando incisados (RODRIGUES et al., 2009).

1.4 Defesa natural das plantas contra patégenos

Para que as células da planta possam responder prontamente a invasao de
microorganismos, elas precisam ter a habilidade, primeiramente, de detectar a
presenca de patdgenos. De acordo com o0 modelo mais aceito, o reconhecimento do
patdégeno ocorre gragas a dois grupos importantes de receptores (GLOWACKI et al.,
2010). O primeiro grupo, receptores de reconhecimento (PRRs), compreende os
receptores especializados no reconhecimento de moléculas associadas ao patégeno
(PAMPs), como lipopolissacarideos, mureina, flagelina ou quitina, que séo
conservadas nos microorganismos, mas estdo ausentes nas células hospedeiras.
PRRs sédo usualmente proteinas transmembrana localizadas na superficie celular,
que ao reconhecerem PAMPs derivados de microorganismos, permitem a ativagao
da cascata de sinalizacdo MAP kinase pela planta, o que resulta na indugdo de uma
resposta de defesa priméria ou basal que inibe a invasdo do patégeno (RAFIQI et
al., 2009). A resisténcia a patdgenos fornecida por esses receptores sdo chamadas
de imunidade desencadeada por PAMP (PTl) (UEMATSU; ARIKA, 2006;
ALTENBACH; ROBATZEK, 2007; IRITIl; FAORO, 2007; ZIPFEL, 2008).
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O outro grupo compreende principalmente receptores intracelulares chamados de
proteinas de resisténcia (proteinas R). Muitas dessas proteinas ja identificadas
pertencem a familia de proteinas de ligacao a nucleotideo com ricas repeticdes de
leucina (NBS-LRR). Esses receptores detectam elicitores do patégeno introduzidos
nas ceélulas hospedeiras (GLOWACKI et al., 2010).

Se 0 hospedeiro ndo possui receptores apropriados, elicitores patogénicos (fatores
de viruléncia) induzem a supressdo dos mecanismos de defesa, o que resulta na
susceptibilidade desencadeada pelo elicitor (ETS). Por outro lado, se o hospedeiro
tem receptores disponiveis, os elicitores patogénicos (que nesse caso funcionam
como fatores de aviruléncia na célula-alvo) permitem o inicio de uma relevante
resposta de defesa, geralmente conhecida como imunidade desencadeada pelo
elicitor (ETI).

De acordo com o modelo zig-zag, o desenvolvimento de uma resposta ETI pelo
hospedeiro leva a uma presséao seletiva, que resulta na produgéo de novos elicitores
pelo patdégeno, ndao reconhecidos pelos receptores da planta. Consequentemente,
esses novos elicitores exercem pressdo no hospedeiro de forma que este produza
novos receptores. Este ciclo pode acontecer infinitamente (JONES; DANGL, 2006;
HEIN et al, 2009).

1.4.1 Modelos moleculares para o reconhecimento do patégeno

No modelo gene-a-gene ocorre um reconhecimento especifico direto do elicitor
patogénico pelo receptor do hospedeiro (FLOR, 1971) (Figura 8a). Embora tenham
sido identificados receptores envolvidos nesse tipo de interagdo, em muitos casos,
outras proteinas do hospedeiro cooperam para que a resposta de resisténcia seja
iniciada. Esse fenébmeno pode ser explicado pelo modelo conhecido como “modelo
guarda”, em que a proteina que pode ser alvo do elicitor patogénico € “guardada”
por uma proteina-guarda, um receptor NBS-LRR, que se liga ao elicitor patogénico.
Dessa forma, ndo ocorre uma detecgcado direta da molécula elicitora do patégeno



34

(Figura 8b). Nesse caso, o que pode ser observado sao alteragcdes funcionais e/ou
estruturais na célula hospedeira (JONES; DANGL, 2006; DE WIT, 2007; TAMELING;
BAULCOMBE, 2007).

Um novo modelo de interagcéo planta-patégeno € o modelo decoy, uma modificacao
do “modelo guarda”. De acordo com este modelo, proteinas especificas, que séao
similares aquelas que podem ser alvos de elicitores patogénicos, sdo produzidas
pela planta em algumas interacdes planta-patégeno. A fungdo dessas proteinas
decoy é se ligar aos elicitores e mediar as interagcdes dos mesmos com proteinas R.
Elas ndo tém nenhuma funcdo na célula quando as proteinas R estdo ausentes

(Figura 8c).

No entanto, ja foi apresentado um novo conceito de classificacdo de receptores e
elicitores envolvidos na imunidade da planta (MACKEY; McFALL, 2006). Esse
conceito sugeriu que fatores de microorganismos reconhecidos por interagdes
diretas com os receptores do hospedeiro deveriam ser classificados como padroes
moleculares associados ao microorganismo (MAMPs), enquanto fatores
reconhecidos por outros receptores deveriam ser classificados como padrdes
moleculares induzidos por microorganismos (MIMPs). Nesse modelo, entdo, as
proteinas receptoras classificadas como MAMP podem interagir diretamente com
elicitores especificos e as proteinas receptoras MIMP detectam as interacdes entre

os elicitores patogénicos e suas proteinas alvo.

A percepgao de MAMPs ou MIMPs pelas proteinas receptoras R leva a resposta de
hipersensibilidade (HR), que € uma forma de morte celular programada no local da
infeccdo. Embora isso ndo previna a invasao do hospedeiro pelo patégeno, essa

resposta pode limitar a dispersdo do patégeno para outros 6rgaos da planta.

Embora na planta existam diferentes receptores celulares, como ja descritos, que
ativam diferentes vias de sinalizagdo, acredita-se que PTlI e ETI estéo
interconectados para parar a infeccdo do patéogeno (PANSTRUGA et al., 2009;
TRUMAN et al., 2006).



35

a - Modelo gene-a-gene

' . patégeno avirulento/
elicitor . hospedeiro resistente

patogénico

v\

patdgeno virulento/
hospedeiro suscetivel
proteina R
nao-funcional
b - "Modelo guarda”
tei proteina R
e f:;:::, patégeno avirulento/
% i e hospedeiro resistente
patogénico L) 1 /
" -
"guarda” }.’ patégeno virulento/
ativo hospedeiro suscetivel
proteina R
nao-funcional
¢ - Modelo "decoy™
s p
ativo
”;':::"' proteina R ' patégeno avirulento/
Pcici ¥ . hospedeiro resistente
elicitor i
patogénico ~ / ‘
) \
proteina ‘ .
'I'i'ﬂ alva pmte‘nl R :I- = .
ative nio-funcional ]

r J_,/' patégeno virulento/
hospdeiro suscetivel

o

Figura 8: Modelos de reconhecimento planta-patégeno. (a) Modelo de reconhecimento gene-a-gene,
um reconhecimento especifico direto do elicitor patogénico pelo receptor do hospedeiro
desencadeando um processo de resisténcia. (b) Modelo de reconhecimento “guarda”, em que uma
proteina guarda coopera para que a resposta de resisténcia seja iniciada se ligando ao elicitor
patogénico. (c) Modelo de reconhecimento “decoy”. Uma proteina similar a proteina alvo do elicitor
patogénico se liga ao mesmo e media sua interagdo com proteinas R. Fonte: GLOWACKI, S;
MACIOSZEK, V.; KONONOWICZ, A. K., 2010.
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As respostas de defesa da planta podem também ser ativadas em érgdos nao
colonizados pelo patégeno. A resposta sistémica adquirida (SAR) é um exemplo de
mecanismo de defesa que é ativado em oOrgaos distantes em resposta a uma
infeccao local. SAR confere uma resisténcia aumentada contra um ataque
subsequente de patégenos.

A capacidade de expressar a defesa sistemicamente permite que as plantas
contenham a habilidade dos microorganismos de se deslocarem dos 6rgaos
infectados e causarem danos em 6rgaos adicionais. A comunicacao entre o érgao
infectado e o restante da planta é essencial para a ativagdo da defesa sistémica.
Essa comunicacao precisa de um “sinal sistémico” mével e de um condutor deste
sinal, que é o sistema vascular, um excelente canal para o transporte e a distribuicao
dos sinais sistémicos.

Ja foram identificados varios metabdlitos que provavelmente funcionam como sinais
sistémicos na defesa da planta contra patégenos. Dentre eles encontram-se metil

salicilato, jasmonatos, acido azelaico e terpendides (SHAH, 2009).

Pequenas moléculas de RNA de interferéncia (siRNA) também estdo envolvidas na
sinalizacao celular. Acredita-se que siRNAs derivados de virus sejam responsaveis
pela resposta de defesa antiviral sistémica da planta. O pequeno tamanho desses
siRNAs facilita o transporte tanto por meio do PD como do floema (FAGARD;
VAUCHERET, 2000). Entretanto, o transporte através do floema nao é passivo,
sendo necessarias proteinas transportadoras (KEHR; BUHTZ, 2008). Assim, siRNA
pode ser transportado e agir sistemicamente a longas distancias para mediar a
protecdo antiviral em células ndo infectadas (SIDAHMED; WILKIE, 2010).



37

1.5 Defesa natural das plantas contra viroses

Um fendbmeno conhecido como silenciamento do RNA ocorre em muitos organismos
vivos, como em fungos ou mesmo em mamiferos. Em plantas esse fenbmeno €

conhecido como silenciamento pés-transcricional do gene (PTGS).

Um exemplo de PTGS ocorre durante a infecgao viral, em que moléculas de dsRNA
ou de RNA em sua estrutura secundaria sao produzidas (SIDAHMED; WILKIE, 2010;
PURKAYASTHA; DASGUPTA, 2009). A célula reconhece essas moléculas como
PAMP e inicia a degradagdo das mesmas em pequenas moléculas conhecidas como
siRNA por uma nuclease conhecida como Dicer (DING, 2010). Essas moléculas de
siRNA virais, entdo, guiam uma imunidade antiviral especifica, uma vez que elas
selecionam e destroem um RNAm alvo por pareamento de bases apds se ligar a
uma proteina Argonauta (AGO) em um complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC). A proteina AGO, guiada pelo siRNA, faz a clivagem endorribonuclécica do
RNAm alvo no meio do duplex siRNA-RNAm (Figura 9). Portanto, as moléculas de
siRNA determinam a especificidade do silenciamento mediado pela AGO (DING,
2010).

Além disso, o silenciamento do RNA em plantas pode ser amplificado. Um fenébmeno
conhecido como transitividade aumenta o quantidade inicial de siRNAs pela
producao de novos siRNAs. Tang e colaboradores (2003) sugeriram que fragmentos
de RNA gerados pela clivagem mediada por RISC podem ser convertidos em dsRNA
pela atividade de RdRp. Isso, entdo, desencadearia a producao de novos siRNAs e
consequentemente o fenébmeno de transitividade. Em plantas, esse mecanismo

pode ser estavel por varios meses (VOINNET et al., 1998).

Durante o silenciamento do RNA também pode ocorrer a metilagdo do DNA, apesar
de este processo estar usualmente associado ao silenciamento transcricional do
gene. Isso sugere que moléculas de RNA séo capazes de interagir com o DNA e
induzir uma metilagdo sequéncia-especifica (WASSENEGGER et al., 1994; JONES
et al., 1998; METTE et al., 1999). Esse processo foi detectado em plantas de tabaco
contendo varias copias de Potato spindle tuber viroid (PSTVd) (WASSENEGGER,
2000).



38

citoplasma

w dsRMA viral

LICER

siRNA
especifico
de virus

v/ g \\5,— —_—
RMNA mensageiro x
alvo viral

clivagem do RNA

Figura 9: Esquema de imunidade antiviral baseada no RNA desencadeada por moléculas de dsRNA virais. No citoplasma, as moléculas de dsRNA virais séo
processadas pela enzima DICER em moléculas de siRNA. Uma das fitas do siRNA é guiada pela RISC, em associagdo com a proteina AGO, a uma
molécula de RNAm alvo viral sequéncia-especifica. A proteina AGO, entéo, cliva o RNAm, promovendo o seu silenciamento e impedindo o progresso da

infeccao viral.
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1.6 Supressores virais do silenciamento do RNA

Viroses de plantas codificam proteinas especificas que funcionam como supressoras
do silenciamento do RNA. Muitas dessas proteinas sdo conhecidas como “fatores de
patogenicidade”, que estdo envolvidos no desenvolvimento de sintomas durante a
infeccdo (VOINNET et al., 1999). Em geral, os supressores virais interferem em uma

ou mais etapas da via de silenciamento para causar a doenca.

Alguns supressores virais funcionam antes da formacao de siRNAs, o que previne a
percepcao dos sinais de silencimento pela planta. Algumas viroses, como Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV), por exemplo, inibem a producéo de dsRNA dirigida
pelo hospedeiro. Um proteina conhecida como V2 se liga a SGS3, necesséria para o
funcionamento da RNA polimerase, inibindo a atividade da mesma (GLICK et al,
2008). Ainda, estudos com Cauliflower mosaic virus (CaMV), mostram que a
proteina P6 impede o processamento do dsRNA em siRNAs (HAAS et al, 2008).

Outro grupo de supressores virais previne o transporte dos sinais de silenciamento
ou inibem a acao destes sinais. Um exemplo é a proteina 2b de Cucumber mosaic
virus (GUO; DING, 2002). Vérias viroses também impedem a metilagdo de siRNAs,
necessarias para manter a sua estabilidade, mediada pela proteina HEN1. A
replicase de Tobacco mosaic virus é capaz de impedir esse processo (LOZSA,
2008). Outras viroses sao capazes de sequestrar as moléculas de siRNAs
(VARGASON, 2003).

Proteinas supressoras virais também podem prevenir a formagdo do sinal de
silenciamento. A proteina 25 (P25) de Potato virus X (PVX) é o unico membro deste
grupo (VOINNET et al., 2000). Ainda h& as proteinas virais capazes de suprimir 0
silenciamento local ou sistémico possivelmente por interferir na fungdo da DICER
(QU et al., 2003).

Vale ressaltar, no entanto, que nem todas as viroses de planta codificam proteinas
supressoras do silenciamento do RNA (VOINNET, 2001).
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1.7 Inducao de resisténcia contra viroses

A transgenia gerou a grande possibilidade de produzir plantas transgénicas que sao
resistentes a virus. Isso otimizou a resisténcia conseguida por genética classica,
uma vez que esta, devido a grande plasticidade viral, ndo é duravel no campo. A
resisténcia a viroses pode ser dividida em uma protecdo mediada por proteina ou
por RNA.

1.7.1 Resisténcia mediada por proteina (PMR)

O primeiro relato sobre PMR usou a expressao do gene para a proteina do capsideo
viral (CP) de Tobacco mosaic virus para produzir resisténcia em plantas de tabaco
(POWEL et al., 1986). Desde entdo, um grande numero de estudos tem utilizado
PMR para conferir resisténcia e controlar viroses em plantas (FITCHEN; BEACHY,
1993; TEPFER, 2002). No entanto, a resisténcia mediada pela proteina do capsideo
viral pode fornecer tanto uma protecdo ampla quanto limitada (TEPFER, 2002).
Plantas transgéncias de batata expressando o gene CP da cepa N605 de Potato
mosaic virus, por exemplo, sdo resistentes a esta cepa e também a cepa 0803
(MALNOE et al., 1994). Por outro lado, mamao (Carica papaya) expressando 0 gene
CP da cepa HA de Papaya ringspot virus (PRSV-P) conferiu resisténcia apenas a
esta cepa (TENNANT; GONSALVES; LING, 1994).

Acredita-se que a resisténcia mediada por CP estd baseada no bloqueio da
remontagem do virus invasor devido a presengca do gene CP transgenicamente
expresso (FUCHS; GONSALVES, 2007).

Dentre as proteinas virais usadas para o PMR estao ainda as replicases, proteinas
de movimento e proteases, mas, na grande maioria das vezes, sao usadas proteinas
do capsideo viral (TEPFER, 2002; TAKAHASHI et al., 2003).
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1.7.2 Resisténcia mediada por RNA

O processo de PTGS, também conhecido como silenciamento do RNA, se refere a
processos relacionados ao controle pés-transcricional da expressao do gene, e em
plantas ele funciona como um mecanismo de defesa antiviral. O PTGS foi
primeiramente descrito em plantas de petunia, em que o transgene para a chalcone
sintetase e o gene enddgeno para a mesma enzima foram co-suprimidos (VAN DER
KROL et al., 1990; NAPOLI et al.,1990)

Moléculas de siRNA especificas, resultantes de um segmento de dsRNA, que
corresponde a uma ou mais sequéncias virais, podem ser introduzidas nas células.
Isso pode ocorrer com auxilio de moléculas lipidicas (SIOUD; SORENSEN, 2003;
ZHANG et al., 2004) ou o siRNA pode ser parte de um vetor de expressdao em que
ele esta sob o controle de um promotor (FUTAMI, et al., 2002; MATSUKURA et al.,
2003).

A célula transformada, ao entrar em contato com o virus cujo genoma possui
sequéncias homologas ao transgene (siRNA), dispara uma rota de degradacao de
moléculas de RNA virais, impedindo assim, o progresso da infeccao (FIRE et al.,
1998; TENLLADO et al., 2003; PRUSS et al., 2004).

Desde a descoberta da via de silenciamento do RNA, a degradacdo de moléculas
especificas de RNA é um potencial mecanismo para produzir plantas transgénicas
resistentes a viroses especificas (RITZENTHALER, 2005).

1.8 Plantas transgénicas resistentes a virus

A resisténcia € o processo mais efetivo para controlar viroses de plantas. Varias
abordagens da resisténcia derivada do patégeno (PDR) sao interessantes para

conferir um feno6tipo resistente. Uma delas é que a resisténcia ao virus pode ser
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incorporada na planta sem alterar as suas propriedades fenotipicas intrinsecas,
processo que seria praticamente impossivel de ser conseguido por cruzamento
convencional. Outro ponto € que 0 mesmo gene de resisténcia pode ser usado em
diferentes géneros e espécies de plantas que sao afetados por um determinado
virus. Ainda, a resisténcia pode ser incorporada em plantas propagadas

vegetativamente.

A transgenia é um método potencial para produzir plantas resistentes. No entanto,
existem alguns riscos relacionados as plantas geneticamente modificadas que
devem ser considerados, como a heteroencapsidagdo, a recombinagdo, o fluxo
génico, o efeito em organismos néo-alvos e a seguranca alimentar em termos de
alergenicidade (DeZOETEN, 1991; HAMMOND; LECOQ; RACCAH, 1999;
MARTELLI, 2001; TEPFER, 2002; ROBINSON, 1996).

A heteroencapsidacdo se refere a encapsidacdao do genoma de um virus pela
proteina do capsideo de outro virus, como ocorre algumas vezes em plantas
infectadas por mais de um virus. Esse processo também pode resultar de
subunidades de CP expressas em plantas transgénicas. Uma vez que CP pode
carregar determinantes para patogenicidade e especificidade, entre outras
caracteristicas (CALLAWAY et al., 2001), as propriedades das viroses podem mudar
em plantas transgénicas. Consequentemente, é teoricamente possivel o surgimento

de novos virus infecciosos.

A recombinacdo se refere a troca de material genético entre duas diferentes
moléculas de RNA durante a replicagdo viral. Ela pode ocorrer, portanto, entre
transcritos do transgene viral e o genoma de outro virus durante a replicacao na
célula de uma planta transgénica. J& que a recombinacao altera 0 genoma viral,
novas propriedades podem ser transmitidas para a progénie viral. Essas
propriedades podem afetar negativamente o ambiente ja que pode ocorrer, por
exemplo, aumento da patogenicidade (FUCHS; GONSALVES, 2007).

O fluxo génico entre plantas cultivadas e selvagens € uma grande questao
ambiental. Plantas selvagens podem receber genes e/ou transgenes de plantas
transgénicas por meio do pélen e, entdo, sua progénie poderia expressar transgenes

virais e resistir as viroses correspondentes. Esse processo poderia aumentar o
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desempenho dessas novas plantas tornando-as mais competitivas se o gene
transferido conferir vantagem seletiva (ELLSTRAND; PRENTICE; HANCOK, 1999;
SNOW; PALMA, 1997; STEWART; HALFHILL; WARWICK, 2003).

Muitos estudos tém sido, portanto, conduzidos para tentar resolver as questdes de
seguranga envolvendo plantas transgénicas resistentes a virus, principalmente
aqueles relacionados a heteroemcapsidacdo e a recombinacdo (FUCHS;
GONSALVES, 2007). O problema, na verdade, ndo esta na ocorréncia, mas sim nas
consequéncias, que sao fundamentais para avaliar o impacto das plantas
transgénicas resistentes a virus, ja que o0s riscos ndo sdo fundamentalmente

diferentes das culturas convencionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a inducao de resisténcia ao Papaya meleira virus em mudas de mamoeiro

usando o genoma viral, de dsRNA, como elicitor biolégico.

2.2 Objetivos especificos

e Cultivar plantulas de mamoeiro de forma a conseguir grande concentracao de

latex;
e Inocular diferentes grupos de mudas de mamoeiro;

e Coletar amostras de latex e de folha em intervalos determinados de tempo e
proceder com a extragdo de 4cidos nucléicos;

e Avaliar o progresso da infeccdo viral, respectivamente, por extracdo do
genoma total do PMeV, por RT-PCR convencional e por RT-PCR em tempo

real.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo de mudas de mamoeiro

Plantulas de mamoeiro, cultivar Golden, fornecidas pelo Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER), foram cultivadas em
tubetes de plastico contendo terra adubada e areia branca na proporcao 3:1,
respectivamente, em telado no Nucleo de Biotecnologia da Universidade Federal do
Espirito Santo. Apds 30 dias, 12 plantulas foram transferidas para vasos de 8 Kg
também contendo terra adubada e areia branca na proporcao ja citada acima, onde
foram cultivadas por um periodo de trés a quatro meses, sendo irrigadas e adubadas

a base de nitrogénio, fésforo e potassio, além de uréia durante todo o experimento.

3.2 Inoculacao das mudas

As mudas foram divididas em quatro grupos de trés plantas cada (Figura 10):
Grupo 1: plantas inoculadas com tampéao fosfato pH 7,0 (1:1 v/v) — controle negativo;

Grupo 2: plantas inoculadas com latex infectado pelo PMeV, diluido em tampao
fosfato pH 7,0 (1:1 v/v) (20 ul)— controle positivo;

Grupo 3: plantas inoculadas apenas com dsRNA, extraido a partir de latex infectado

com PMeV, diluido em 20 pl de agua ultra-pura;

Grupo 4: plantas inoculadas simultaneamente com latex infectado pelo PMeV,
diluido em tampao fosfato pH 7,0 (1:1 v/v) (20 ul) e dsRNA, extraido a partir de latex
infectado com PMeV, diluido em 20 pl de agua ultra-pura.
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Figura 10: Mudas de mamoeiro, aos 4 meses pds-germinacao, separadas em quatro grupos distintos de
trés plantas cada. (1) Controle negativo. Mudas inoculadas com tampao. (2) Controle positivo. Mudas
inoculadas com latex infectado pelo PMeV. (3) Mudas inoculadas apenas com dsRNA viral. (4) Mudas
inoculadas simultaneamente com latex infectado pelo PMeV e dsRNA viral.

A inoculagdo foi feita com uma seringa estéril, como descrito previamente
(RODRIGUES et al.,, 2006b). Aliquotas de latex e de folha foram coletadas em
intervalos de, no maximo, sete dias, por um periodo de 71 dias.

As aliquotas de latex foram coletadas, apds incisées no 4pice caulinar utilizando
uma lamina estéril, e diluidas em tubos resfriados contendo tampao citrato de sodio
pH 5,0 (1:1 v/v), como descrito previamente (RODRIGUES et al., 2009), onde
permaneceram armazenadas a -20 °C até serem avaliadas.

As amostras de folhas foram coletadas em microtubos resfriados onde
permaneceram armazenadas a -80 °C até serem avaliadas.
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Ao final de 71 dias, procedeu-se com a extracdo de acidos nucléicos a partir de

ambas as amostras.

3.3 Diagnéstico molecular do PMeV

3.3.1 Extracao de acidos nucléicos a partir de latex

O diagnéstico molecular do PMeV em latex foi desenvolvido de acordo com a
metodologia previamente descrita (RODRIGUES et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2006b), que permite avaliar a presenca do dsRNA do PMeV.

As amostras de latex foram adicionados 150 ul de fenol pH 4,3/cloroférmio (2:1 v/v).
Os tubos foram agitados e centrifugados por 15 min a 12000 rpm a 4 °C. A solucao
sobrenadante foi novamente submetida a extragdo com fenol pH 4,3/cloroférmio (2:1
v/v), como descrito anteriormente, e posteriormente transferida para outros
microtubos, onde fez-se uma extracao apenas com 150 ul de cloroférmio, sempre
mantendo as condigdes de agitagdo, centrifugacdo e coleta do sobrenadante
descritas acima. Apos isso, todo o sobrenadante foi transferido para tubos contendo
50 pl de acetato de sodio 3 M pH 5,2 e 500 pl de etanol absoluto gelado.

Até que todas as extragbes fossem realizadas, as amostras permaneceram
armazenadas a -20 °C. Ap6s serem realizadas as extragcbes, as amostras, entao,
foram centrifugadas por 50 minutos e, posteriormente, colocadas para secar ao ar,
quando puderam ser ressuspendidas em 15 pl de agua ultra-pura e, entdo, avaliadas
quanto a presenca ou auséncia do PMeV, apos eletroforese horizontal em gel de

agarose 1%.
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As amostras também foram dosadas em espectrofotdmetro e foram avaliadas
quanto a quantidade e a pureza do acido nucléico extraido para, entdo, serem
usadas para o diagnéstico do virus por RT-PCR convencional.

3.3.1.1  Eletroforese dos acidos nucléicos extraidos a partir de latex

As amostras de acidos nucléicos extraidos de latex foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose horizontal 1%, diluido em TBE 1X (Tris 0,089 M; EDTA 2 mM;
acido bdrico 0,089 M), durante 1 hora e 30 minutos em uma voltagem de 80 V. O
gel foi corado com brometo de etideo, adicionado antes da polimerizagdo, em uma
concentracéo final de 15 ng/mL. Em cada pogo do gel foram aplicados, 10 ul de
amostra diluida em 1 ul de 5X Green GoTaq® Flexi Buffer  PROMEGA). A dosagem
foi realizada em espectrofotometro.

Os géis foram visualizados no sistema de captura de imagem L-Pix-HE com o

Software L-Pix IMAGE®, ambos da Loccus Biotecnologia.

3.3.1.2 Detecgdo do PMeV por RT-PCR convencional

3.3.1.2.1 Determinacao da concentragao e pureza dos acidos nucléicos

A determinagdo da concentracao e a relagdo de pureza dos acidos nucléicos foram
realizadas no espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer. Uma

aliquota de 2 pl de acidos nucléicos foi submetida as leituras nos comprimentos de
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onda de 260 nm e varredura de 220 nm a 350 nm. Os resultados foram avaliados no

programa NanoDrop® ND-1000 v 3.5.

3.3.1.2.2 Tratamento com DNase |

Dois microgramas (2 pg) de acido nucléico extraido de cada amostra foi tratado com
a enzima DNase | (PROMEGA). Cada amostra foi diluida para um volume final de 16
pl em agua ultra-pura onde foram adicionados 2 ul de tampéao para DNase e 2 ul da
enzima. Cada amostra, entdo, foi incubada a 37°C por 30 minutos. Passado esse
tempo, adicionou-se 2 pL de uma solucdo de EDTA 20mM e as amostras foram
novamente incubadas a 65°C por 10 minutos para a inativagcao da enzima.

3.3.1.2.3 Iniciador

O iniciador utilizado para essa andlise € apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncia, utilizagao e referéncia do iniciador utilizado para analise de amostras de latex.

Nome Gene Sequéncia Utilizacao Referéncia
Detecgéo do
RNA polimerase PMeV em ARAUJO,
C05-3’ dependente de  5° ACCACAATGGGTATTTAAAG 3’ amostras de latex

RNA (RdRp) sor RT-PCR etal., 2007.

convencional
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3.3.1.2.4 RT-PCR convencional

Uma aliquota contendo 1ug de RNA tratado com DNase | foi diluida em 10 pl de
solugcdo com agua DEPC 0,1%. Essas amostras foram aquecidas a 96 °C durante 3
minutos para desnaturacdo do dsRNA do PMeV (ZAMBOLIM et al.,, 2003) e
rapidamente depositados em gelo visando evitar o re-anelamento. Para a sintese do
DNA complementar (cDNA) utilizou-se uma mistura de reagédo contendo: 5 pl de
tampao 5X para a enzima M-MLV Reverse Transcriptase (RT) (PROMEGA), 0,5 pl
de uma mistura de dNTP 25 mM, 4 pl da solugéo do iniciador C05-3’ (125ng/ul), 1 pl
de uma solugao contendo a enzima RT e agua DEPC, em um volume total de 15 pl.
A mistura de reacao junto com o RNA foi incubada a 37°C por 1 hora e a trascriptase
reversa foi inativada a 90°C por 10 minutos.

O cDNA gerado foi submetido a reacao de PCR utilizando-se o iniciador C05-3’ e a
enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerase (PROMEGA). Para cada amostra utilizou-se
uma mistura contendo: 4 ul de tampédo 5X para a enzima, 1,5 pl de cloreto de
magnésio (MgClx) 25 mM, 0,2 ul de uma mistura de dNTPs 25 mM, 1,6 pl do
iniciador (125 ng/ul), solucao de cDNA (0,1 ug de RNA tratado com DNase I), 0,1 ul
de enzima (5 u/ul) e agua DEPC 0,1%, totalizando 20 pl. As amostras foram
submetidas, em sequéncia, aos ciclos: 1 ciclo a 94 °C por 3 min, 30 ciclos a 94°C por
1 min, 57°C por 2 min e 72°C por 2 min e 1 ciclo a 72 °C por 7 min (ARAUJO et al.,
2007), no Termociclador Mastercycler personal (Eppendorf). Manteve-se as

amostras a 4 °C para andlise posterior.

3.3.1.2.5 Eletroforese dos fragmentos de PCR

Os fragmentos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
horizontal 1,5%, diluido em TBE 1X (Tris 0,089 M; EDTA 2 mM; &cido bérico 0,089

M), durante 1 hora e 30 minutos em uma voltagem de 65 V. O gel foi corado com
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brometo de etideo, adicionado antes da polimerizagcdo, em uma concentracao final
de 15 ng/mL. Em cada poc¢o do gel foram aplicados 10 pl de amostra diluida em 1 pl
de 5X Green GoTaq® Flexi Buffer.

Os géis foram visualizados no sistema de captura de imagem L-Pix-HE® com o
Software L-Pix IMAGE®, ambos da Loccus Biotecnologia.

3.3.2 Extracao de acidos nucléicos a partir de folha

Cem miligramas (100 mg) de folha, de cada amostra coletada, foi submetida ao
tratamento de lise celular com nitrogénio liquido. A cada amostra foram adicionados
1 ml de tamp&o de extragdo composto de 1 % de CTAB, 1,4 M de NaCl , 20 mM de
EDTA, 100 ul de uma solucao 1 M de tris-HCI pH 6,8 e 1% de B- mercaptoetanol. O
tampao ainda foi suplementado com 1,5 % de PVP em microtubos de 1,5 ml.
Procedeu-se com breve agitagcdo e com centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos
a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e submetido a duas extracbées com 500 pl de
fenol pH 4,3/cloroférmio/alcool isoamilico (24:12:1) e uma extragdo com 500 ul de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) sempre mantendo as condicdes de agitacao,
centrifugacdo e coleta do sobrenadante ja descritas. Apds a Ultima extracdo, o
sobrenadante final foi precipitado em 600 pl de alcool absoluto gelado e 60 ul de
acetato de s6dio 3 M pH 5,2.

As amostras foram armazenadas a -20°C e, quando usadas para analise, foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 50 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi descartada e o
precipitado resultante foi lavado com 500 pl de etanol 70 % e centrifugado por 5
minutos. O alcool foi descartado e o precipitado foi seco ao ar por aproximadamente
1 hora e depois ressuspendido em 20 ul de dgua ultra-pura.

As amostras foram dosadas em espectrofotdbmetro e foram avaliadas quanto a
quantidade e a pureza do acido nucléico extraido para, entdo, serem usadas para o

diagnéstico do virus por RT-PCR convencional e RT-PCR em tempo real.
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3.3.2.1 Determinagdo da concentracao e pureza dos acidos nucléicos

A determinacdo da concentracao e a relagdo de pureza dos acidos nucléicos foram

realizadas da mesma maneira como descrito para analise em amostras de latex.

3.3.2.2 Tratamento com DNase |

Para o tratamento com DNase | as amostras de folhas passaram pelos mesmos
processos descritos para esse tratamento em amostras de latex.

3.3.2.3 Iniciadores

Os iniciadores utilizados para essa andlise sdo apresentados na Tabela 2. O
tamanho do fragmento esperado de amplificagdo do PMeV é de 303 pb para a RT-
PCR convencional e de 71 pb para a RT-PCR em tempo real (Figura 11).



Tabela 2 - Seqliéncia, utilizagao e referéncia dos iniciadores utilizados para analise de amostras de folha.

53

Nome

Gene

Sequéncias

Utilizacéao

Referéncia

28S

RNA polimerase
dependente de
RNA (RdRp)

Direto 5° GCG AAG CCA GAG GAA ACT 3’

Indireto 5° GAC GAA CGATTT GCA CGT C 3’

Controle interno

ROJAS, et al., 2009

PMeVreal

RNA polimerase
dependente de
RNA (RdRp)

Direto 5 GTG GGT TTC CTG GAG CTA AA 3’

Indireto 5 TAAGGC TCC CCTTTTGTTCA &

Detecgéo do PMeV
por RT-PCR em

tempo real

PICCIN, et al., 2010

PMeVconv

RNA polimerase
dependente de
RNA (RdRp)

Direto 5 AAT TGG TCT GCC GAT GAA AG 3’

Indireto 5° TAA ATC AGC ATT CGC TGT CG 3’

Deteccao do PMeV
por RT-PCR

convencional

PICCIN, et al., 2010
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(=

ITIATTAGGACCGAGTGAATATTATARATTTGAACCATITAATGAGATTATTACTAGACE

6l AGITAGICCIAACTIAGAATIGICICTATATAARGGAGETAGTAGAGGTAACRATACTTA

121 CTCGACTACGATAGARAGTTACRACAGRAGAGRAGARMATATTAGARALGATATGTATRR

181 TAGTATGITITITTIAGIATAGTTARAAAGARATTCATCGICCTITTIALAACGTTTAGAGATTG

241 GIITARAAGITARATTTIICTIGGICIGLGICIGEIGGGTIITCCIGGAGCTARAGITARATIG

B e O e gl

301 GICIGCCGATGRAAGGATTAGAGTGAACARAAGGGGAGCCITATTARACGTITAGTIGTIGGA

BB LL L LN

36l AGAGGTIGATAAGGCTATCAATGATAGTITITCAAARCCCAGTACATTATTCTARRGCCGE

421 TCGTARATATGRAARAGGGAARARRTAGGGTAATATGGAACACTAGTTITATTARTGTIATTT

481 AGCTCARARGCTACCTATIATATACTITIGAATCTGTCCIGGATCCTTTACRAACATGATCR

541 ATTATTIGAATTARATCARAATARGTAGITIGGAATGCTITCGACAGCGAATGCTIGATITARG
RS 8 S 8 8 RS A

601 ATTTATTTCGAACAGAGAAAGGTIATTAT

Figura 11: Parte da sequéncia do gene para a enzima RdRp do PMeV e a regido de anelamento dos
iniciadores. Cada sinal > indica um nucleotideo que o iniciador direto se anela e o sinal < indica um
nucleotideo que o iniciador indireto se anela. A cor azul representa o par de iniciadores utilizados na
RT-PCR convencional, enquanto a cor vermelha representa o par de iniciadores utilizados na RT-
PCR em tempo real. Os nucleotideos apresentados estdao no sentido 5 — 3. Fonte: PICCIN et al.,
2010.

3.3.24 Deteccao do PMeV por RT-PCR convencional

Uma aliquota contendo 1ug de RNA tratado com DNase | foi diluida em 10 pl de
solugdo com agua DEPC 0,1%. Essas amostras foram aquecidas a 96 °C durante 3
minutos para desnaturacdo do dsRNA do PMeV (ZAMBOLIM et al., 2003) e
rapidamente depositados em gelo visando evitar o re-anelamento. Para a sintese do
cDNA foi empregado o iniciador PMeVconv indireto (125 ng/ul) e a enzima M-MLV
Reverse Transcriptase (RT) (200U/ul) (PROMEGA). Para cada amostra utilizou-se
uma mistura de reacao contendo: 5 pl de tampao para a enzima RT, 0,5 ul de uma
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mistura de dNTP 25 mM, 4 pl da solucao do iniciador indireto (125ng/ul), 1 pl de uma
solugcao contendo a enzima RT e agua DEPC 0,1%, em um volume total de 15 pul. A
mistura de reacao junto com o RNA foi incubada a 37°C por 1 hora e a trascriptase

reversa foi inativada a 90°C por 10 minutos.

O cDNA gerado foi submetido a reacdo de PCR utilizando-se os iniciadores
PMeVconv direto e indireto e a enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerase
(PROMEGA). Para cada amostra utilizou-se uma mistura contendo: 4 pl de tampao
para a enzima, 1,5 ul de cloreto de magnésio (MgCl,) 25 mM, 0,2 ul de uma mistura
de dNTPs 25 mM, 0,8 pl de cada um dos iniciadores, direto e indireto (125 ng/ul),
solucdo de cDNA (0,1 pg de RNA tratado com DNase I), 0,1 pl da enzima (5 u/pl) e
agua DEPC 0,1%, totalizando 20 pl. As amostras foram submetidas, em sequéncia,
aos ciclos: 1 ciclo a 94 °C por 3 min, 32 ciclos a 94°C por 1 min, 61°C por 1 min e
72°C por 1 min e 1 ciclo a 72°C por 7 min, no Termociclador Mastercycler personal®
(Eppendorf). Manteve-se as amostras a 4 °C para andlise posterior.

3.3.2.5 Eletroforese dos fragmentos de PCR

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose horizontal 1,5%,
diluido em TBE 1X (Tris 0,089 M; EDTA 2 mM; acido bérico 0,089 M), durante 1
hora e 30 minutos em uma voltagem de 65 V. O gel foi corado com brometo de
etideo, adicionado antes da polimerizagdo, em uma concentragéo final de 15 ng/mL.
Em cada poco do gel foram aplicados 10 pl de amostra diluida em 1 pl de 5X Green
GoTaq® Flexi Buffer.

Os géis foram visualizados no sistema de captura de imagem L-Pix-HE com o
Software L-Pix IMAGE®, ambos da Loccus Biotecnologia.
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3.3.2.6 Deteccao do PMeV por RT-PCR em tempo real

Ap6s o tratamento com a DNase |, 600 ng de RNA foram diluidos em agua DEPC
0,1% para um volume final de 9 pl e a essa amostra foram adicionados 2 ul de uma
solugdo de hexameros randémicos 50 uM e 1 pl de dNTP mix 10 mM. A solugéo foi
submetida a temperatura de 96 °C por 3 minutos e rapidamente colocadas no gelo.
O kit Super Script II° (INVITROGEN) foi utilizado para a producéo da fita de cDNA
em um volume de reacédo de 20 pl.

Para a deteccdo do PMeV por PCR em tempo real utilizou-se o equipamento da
Applied Biosystems 7500 real time PCR Systems. O volume total de reagéo de 20 pl
foi composto de: aliquota de cDNA (0,1 pg do RNA tratado com DNase |) diluido em
agua DEPC 0,1% em um volume final de 5 pl, 10 ul do Kit SYBR Green® PCR
Master Mix (Applied Biosystems) e 5 pul de uma solugao de mistura dos iniciadores a
3,6 uM. Utilizou-se o par de iniciadores PMeVreal direto e indireto para a detecgéo
do PMeV e o par de iniciadores do gene ribossémico 28 S como gene de referéncia
para o controle interno da reagdo. Submeteram-se as amostras a um ciclo de 95°C
por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, finalizando-
se por um ciclo de desnaturacao a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C

por 15 segundos.

O numero de ciclos requeridos para o sinal de fluorescéncia ultrapassar o limiar, Ct,
bem como a curva de dissociacao (do inglés melting curve) para a verificacao da
especificidade da reagdo foram analisados pelo programa 7500 System SDS
Software (Applied Biosystems versao 2.0.1).
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3.3.2.7 Quantificagcdo relativa do dsRNA viral por RT-PCR em tempo

real

A quantidade relativa de dsRNA do PMeV presente nas mudas de mamoeiro foi
avaliada com o auxilio do 7500 System SDS Software (Applied Biosystems versao
2.0.1).

O gene de referéncia, utilizado para normalizagdo das amostras (BUSTIN et al.,
2009), foi o0 gene riboss6mico 28S.

A amostra de referéncia (BUSTIN et al., 2009), utilizada para a quantificagao relativa
de dsRNA viral nas mudas, foi aquela de plantas inoculadas com latex infectado pelo
PMeV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivo das mudas de mamoeiro

Para exsudacao e coleta do latex, foram feitos cortes com lamina estéril no apice do
caule. Tais cortes deixam cicatrizes evidentes, mas ndo retardam o desenvolvimento
da planta quando ha o suprimento adequado de agua e nutrientes. As mudas com
déficit nutricional, mesmo que pequeno, ndo sao capazes de exsudar latex. Uma
observacao importante é que a fluidez do latex é diferente nas mudas inoculadas
com o latex infectado pelo PMeV e nas mudas inoculadas simultaneamente com o
dsRNA e o latex com PMeV. Esses tratamentos proporcionam a exsudagao de latex
bem mais fluido e mais claro, quando comparados ao latex exsudado pelas plantas
dos demais tratamentos. Além disso, a exsudacdo das plantas de todos os
tratamentos é maior nas trés primeiras semanas de coleta do latex. Foi também
facilmente percebido que a exsudagdo das plantas inoculadas com virus e das
plantas inoculadas simultaneamente com virus e dsRNA (grupos 2 e 4,
respectivamente), especialmente do grupo 2, perdura por mais tempo quando é feito
basicamente o mesmo corte em todas as plantas. Outro fato importante € que o latex
sofre um processo de polimerizacdo quando exsudado a partir da planta (MOUTIN et
al, 1999), o que dificulta a sua manipulacdo se as amostras ndo forem
imediatamente diluidas, nesse caso, em tampao citrato pH 5,0 (1:1 v/v)
(RODRIGUES et al, 2009).

Nesse trabalho, portanto, foi utilizada uma abordagem in vivo. A reduzida taxa de
crescimento por vezes observada nas mudas pode estar associada a elevada
temperatura a qual elas estiveram expostas. Isso explica a grande necessidade de
se administrar agua frequentemente, a fim de evitar tanto o aparecimento de folhas
murchas quanto a dificuldade no processo de exsudacado de latex. Sabe-se que o
processo de exsudacgao esta diretamente relacionado com a pressao de turgéncia
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dentro dos laticiferos (MOUTIN et al, 1999), que por sua vez € influenciada pelos

componentes do latex, como ions, compostos organicos e agua (HUNTER, 1994).

Segundo Tolley-Henry e Raper (1986), a dificuldade na absorcdo de nitrogénio
provoca sintomas caracteristicos de deficiéncia nutricional, como folhas amareladas.
Conforme Santana e colaboradores (2003), as diferentes concentragdes de
nutrientes podem ser obtidas mediante adubagdes e de acordo com Cruz e
colaboradores (2003), a deficiéncia de nitrogénio reduz o crescimento das plantas.
Dessa forma, o problema de amarelecimento das folhas mais velhas pode ser
contornado pela administragdo de adubo a base de nitrogénio, fésforo e potéssio
semanalmente e de matéria organica ao solo de cultivo das plantas. A adubagéo,
entdo, permitiu o melhor desenvolvimento das mudas e ainda contribuiu para elevar

a eficiéncia da exsudacgao de latex e do experimento como um todo.

4.2 Inoculacao das mudas

4.2.1 Avaliacao da presenca de PMeV no latex inoculado nas mudas

Amostras de latex de plantas adultas infectadas com PMeV foram utilizadas para
inoculacdo (20 pl) das mudas dos grupos 2 e 4. Dessa forma, o primeiro passo foi
certificar a presenca de virus nessas amostras, provenientes de plantas da Fazenda

Experimental de Sooretama, do INCAPER.

Apls a extragdo, 10 ul dos &cidos nucléicos, diluidos em agua DEPC 0,1%, foram
submetidos a eletroforese horizontal e separados em gel de agarose 1%. A banda
de 12 kbp, correspondente ao genoma viral, péde ser visualizada, confirmando,
portanto a infecgao (Figura 12).
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Latex de plantas sabidamente sadias foi utilizado como controle negativo (Figura
12).

M | 2

10 kbp

Figura 12: Aliquota de 10 pl de acidos nucléicos extraidos de latex de mamoeiro adulto diluidos em
agua ultra-pura, separados por eletroforese em gel de agarose 1% a 80 V. Acidos nucléicos extraidos
de latex de mamoeiros adultos com sintomas da meleira (1) e de mamoeiros sadios (2). (M) Marcador
de peso molecular de 1 kb. A banda de 12 kbp correspondente ao genoma do PMeV aparece apenas
nas amostras extraidas a partir de latex de plantas com sintomas da meleira (1). Essa banda, no
entanto, ndo é observada em amostras de acidos nucléicos extraidos de latex de mamoeiro sadio (2).
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4.2.2 Determinacao da concentracdo do dsRNA viral inoculado nas
mudas

Das mesmas amostras de latex da secdo anterior, provenientes da Fazenda
Experimental de Sooretama e confirmadas para a infecgdo com PMeV, foram
extraidos acidos nucléicos a serem inoculados nas mudas dos grupos 3 € 4, a saber
mudas inoculadas com dsRNA viral e mudas inoculadas simultaneamente com

PMeV e dsRNA viral, respectivamente.

Os &acidos nucléicos foram ressuspendidos e diluidos em 4gua ultra-pura para a uma
concentracdo de 0,19 pg/ul. A dosagem foi realizada em espectrofotbmetro
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, no comprimento de onda de 260nm. Nessa
concentragdo, os acidos nucléicos, contendo o dsRNA viral, foram inoculados nas

mudas dos grupos citados em um volume de 20 pl.

Para avaliar a concentracdo real de dsRNA inoculado nessas plantas, 20 pl de
amostra foram tratados com DNase | (PROMEGA) conforme especificacbes do
fabricante. Apds esse tratamento, procedeu-se com a dosagem em
espectrofotdmetro, ja descrito, para determinar a concentracdo de RNA total. Entao,
essa amostra foi submetida a um tratamento com RNase A. Essa enzima foi
adicionada a amostra de modo a se obter uma concentracdo final de 0,1 pg/ul da
mesma. O tratamento, que € capaz de clivar moléculas de RNA fita simples, foi
realizado a 37 °C por 20 minutos, permanecendo na amostra apenas moléculas de
dsRNA. Apés dosagem em espectrofotometro, verificou-se que a concentragcéo de
dsRNA inoculado nas plantas foi de 91,7 ng/ul.

4.2.3 Eficiéncia da inoculagao nas mudas

Mesmo utilizando-se um protocolo de inoculacdo descrito especificamente para o
PMeV em mamoeiro (RODRIGUES et al, 2006b), algumas dificuldades foram
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encontradas. A exsudacdo do latex ocorre imediatamente apdés o rompimento da
barreira fisica do caule pela seringa e é seguida por um processo muito rapido de

polimerizacéo. Isso dificulta ou mesmo impede a inoculagédo na planta.

Esse problema, no entanto, foi contornado através de modificagdes na injecao. Além
de ser feita no 4pice do caule, passou-se a fazer também no peciolo das folhas.
Observou-se que a inoculagcdo no peciolo é mais facil e permite a injecdo de um

maior volume da solugéo desejada.

A eficiéncia da injegdo do latex infectado como um método de inoculagdo do PMeV
foi confirmada apds observar que os acidos nucléicos extraidos a partir do latex e
das folhas das mudas formaram uma banda no gel de eletroforese de 12 kbp,
correspondente ao dsRNA viral.

Semelhantemente a injecéo, outros procedimentos simples sdo capazes de causar
lesbes moderadas em tecidos vegetais. Redinbaugh e colaboradores (2001)
demonstraram, por exemplo, que virus que infectam milho (Zea maize L.) podem ser
inoculados utilizando-se uma ferramenta de joalheiro, capaz de formar abertura
parcial na parede e na membrana celular. Ao contrario disso, grande parte das
estratégias de inoculagao utilizadas em virologia vegetal precisa de tecnologia e de
conhecimento técnico avancados. Comparado a isto, o procedimento de injecao de
latex infectado e dsRNA se apresenta como um método simples, de baixo custo e
eficiente para a inoculacdo do PMeV em mamoeiros, caracteristicas que facilitam

trabalhos futuros sobre meleira.
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4.3 Diagnéstico molecular do PMeV nas mudas inoculadas

4.3.1 Diagndstico molecular do PMeV em amostras de latex

4.3.1.1  Eletroforese dos acidos nucléicos

Kitajima e colaboradores (1993) verificaram que o PMeV esta presente apenas nos
laticiferos do mamoeiro. Este resultado serviu de base para a hipétese de que o
PMeV infecta, especificamente, os laticiferos (KITAJIMA et al., 1993; ZAMBOLIM et
al., 2003). Estes, no entanto, ndo parecem propicios a colonizacdo por
microorganismos em diferentes espécies. Dentre os virus de planta ja descritos, 0
PMeV parece ser um dos poucos virus de planta que é observado nos laticiferos
(RODRIGUES et al., 2009).

Conforme descrito por RODRIGUES e colaboradores (2005; 2006), observou-se em
gel de eletroforese uma banda com peso molecular aproximado de 12 kbp,
semelhante ao observado para o PMeV (KITAJIMA et al, 1993; ZAMBOLIM et al,
2003), quando acidos nucléicos foram extraidos a partir do latex das mudas
inoculadas com latex infectado com virus (Figura 13).

As amostras de latex das plantas inoculadas com dsRNA viral, apos serem
submetidas a eletroforese, ndo apresentaram a banda citada acima, mostrando,

portanto, a auséncia de infeccao pelo PMeV (Figura 13).

As amostras extraidas das plantas inoculadas simultaneamente com dsRNA do
PMeV e latex infectado com virus apresentaram as bandas caracteristicas do PMeV
apenas 43 dias apds a inoculagado (Figura 13), o que indica uma provavel resposta

de defesa da planta ao PMeV quando ela é tratada com o dsRNA do virus.
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Figura 13: Aliquota de 10 pl de acidos nucléicos extraidos de latex de mudas de mamoeiro, diluidos em agua ultra-pura, separados por eletroforese em gel
de agarose 1% a 80 V. Para as trés mudas (M1, M2, M3) inoculadas com latex infectado pelo PMeV observou-se a presenca do dsRNA viral, mostrando o
estabelecimento da infecgao 29 dias pés-inoculagao (dpi). As mudas de mamoeiro inoculadas com latex infectado pelo PMeV e tratadas com dsRNA viral
apresentaram um aumento do estado de resisténcia nos primeiros 43 dias pés-inoculagao (dpi). Auséncia de infeccao nas plantas inoculadas apenas com

dsRNA ou com tampao.
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O diagnéstico do PMeV utilizando a extracao de acidos nucléicos a partir de latex do
mamoeiro seguida da aplicacdo direta em gel de eletroforese € um procedimento
semelhante aquele proposto por Habibe e colaboradores (1999). Este procedimento
forneceu uma arraste dos acidos nucléicos, observado em algumas amostras
infectadas pelo PMeV (Figura 13). A ocorréncia do arraste indica que os acidos
nucléicos encontram-se ligados nos polimeros do latex. Algumas vezes, estes
polimeros podem apresentar um tamanho maior que os poros do gel, retendo os

acidos nucléicos ainda no pogo de aplicacao (Figura 13).

Considerando que o latex do mamoeiro é composto principalmente por proteinas
(MOUTIM et al., 1999), a utilizagdo de solventes organicos (fenol e cloroférmio)
permitiu a extracao dos acidos nucléicos presentes neste exsudado. O latex diluido
em tampdao citrato pH 5,0 fornece uma banda definida, composta de dsRNA. Este
resultado pode estar relacionado com o pH acido do tampao. Nessa condigédo, os
grupos fosfato das moléculas de RNA encontram-se protonados, eliminando
repulsdes eletrostaticas internas, o que as torna mais estaveis e de facil resgate
(FARRELL JUNIOR, 1998).

Além do dsRNA do PMeV, o DNA da planta foi também extraido, formando, muitas
vezes, uma banda de aproximadamente 14 kbp no gel de eletroforese (Figura 13).
Este resultado é semelhante ao observado por Tavares e colaboradores (2004).
Entretanto, a banda de DNA foi observada somente em algumas amostras,
indicando que a ocorréncia de DNA no latex do mamoeiro ndo € um carater
permanente. Isto pode estar relacionado com as proprias caracteristicas dos
laticiferos (DATTA; IQBAL, 1994).

Durante o diagnostico do PMeV, a extracdo de acidos nucléicos presentes no latex
que, apods eletroforese, formem uma Unica banda no gel, pode resultar em falsos
positivos para o virus, considerando a proximidade entre o peso molecular do
dsRNA do virus (12kbp) e o do DNA da planta (14kbp). Portanto, para um
diagnéstico mais seguro, a confirmacado do peso molecular da banda atribuida ao
virus deve ser feita aplicando-se no gel um marcador de peso molecular de 1 kbp e
uma amostra do dsRNA do PMeV previamente extraida (controle positivo). Devem
ser considerados positivos para a infec¢do com o PMeV os mamoeiros cujos acidos

nucléicos extraidos formarem uma banda de peso molecular idéntico ao controle
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positivo (12kbp), ou mamoeiros cujos acidos nucléicos formarem duas bandas no
gel, de 12 e 14 kbp (RODRIGUES et al., 2006).

4.3.1.2 RT-PCR convencional

Em outro momento, diferente daquele da secao anterior, 0 experimento de inducao
de resisténcia foi novamente montado da mesma maneira ja descrita. Agora, o
intuito foi novamente avaliar o progresso da infeccdo, mas por um método mais

sensivel, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional.

Araljo e colaboradores (2007) publicaram uma sequéncia (669 pares de bases)
parcial do genoma do PMeV. No mesmo trabalho, os autores descrevem o protocolo
para andlise da presenca do virus a partir do latex das plantas por RT-PCR
convencional. Sendo assim, toda a andlise do progresso da infecgcdo nas mudas
inoculadas poderia ser realizada a partir de acidos nucléicos extraidos diretamente

do latex.

Inicialmente, 1 pg de &cido nucléico, extraido a partir do latex das mudas de
mamoeiro, foi tratado com DNase | e submetido a eletroforese em gel de agarose
1%. Os resultados mostram o estabelecimento e o progresso da infecgdo, no
decorrer do tempo, nas mudas inoculadas com latex infectado pelo PMeV (Figura
14). As mudas inoculadas com latex infectado com PMeV e dsRNA viral mostraram
infeccdo apenas 43 dias poOs-inoculagdo, enquanto as mudas inoculadas apenas
com dsRNA viral ou com tampado n&o apresentaram a banda de 12 kbp,
correspondente ao genoma do PMeV (Figura 14).
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Tampio PMeV PMeV + dsRNA dsRNA
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Figura 14: Acidos nucléicos, extraidos a partir de latex de mudas de mamoeiros, tratados com DNase | e separados por eletroforese em gel de agarose 1% a
80 V. dsRNA viral presente nas mudas inoculadas com latex infectado pelo PMeV, mostrando o estabelecimento da infec¢éo pelo virus. Aumento do estado

de resisténcia das mudas inoculadas com PMeV e tratadas com dsRNA viral nos primeiros 43 dias pés-inoculagao (dpi). Nenhuma infec¢ao parece ocorrer
nas amostras inoculadas apenas com dsRNA viral ou nas amostras inoculadas com tampao.
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Esses resultados sao muito semelhantes ao observado na seg¢ao anterior, em que o
dsRNA viral, quando inoculado mecanicamente em mudas infectadas com PMeV,

parece promover uma inducéo de resisténcia a esse virus nas mudas de mamoeiro.

No entanto, o que foi observado nesse trabalho é que essas mesmas amostras,
apos tratamento com DNase |, quando submetidas a analise por RT-PCR
convencional, de acordo com o protocolo descrito por Araujo e colaboradores (2007),
com algumas modificacdes (PICCIN et al., 2010), ndo apresentaram nenhuma banda
correspondente ao virus apos separacao por eletroforese em gel de agarose 1,5%

(Figura 15), sugerindo auséncia de infeccao em todos os tratamentos.
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Tampao PMeV PMeV + dsRNA dsRNA

MW 22 57 29 36 43 50 571 29 36 43 50 57 29 36 43 50 571 —=dpi
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Figura 15: RT-PCR convencional realizada com o iniciador C05’-3 em amostras de acidos nucléicos extraidos a partir de latex de mudas de mamoeiro e
tratados com DNAse |. Apds separagao por eletroforese em gel de agarose 1,5% a 65 V, nenhuma infecgdo com PMeV é percebida em nenhum dos
tratamentos no decorrer do tempo (dias pds-inoculagao — dpi).
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Alguns métodos de purificacdo do RNA podem co-extrair altos niveis de proteina. A
co-extracao de proteinas gera resultados com baixo rendimento na RT-PCR. RNA
extraido considerado relativamente livre de proteina tem uma relacdo de
absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280nm (Azso/280) Maior ou igual a
2,0.

O latex possui uma alta concentracao de proteinas (MOUTIM et al., 1999). Ap6s os
procedimentos de extracao de acidos nucléicos, a relacao Azsp2s0, NOrmalmente, nao
supera 1,5. Isso pode, portanto, ser uma justificativa para os resultados falsos-
negativos na analise da presenca do PMeV em amostras de latex das mudas por
RT-PCR.

Ao contrario, quando &cidos nucléicos foram extraidos de latex de plantas adultas,
com sintomas caracteristicos da doenca, e submetidos a mesma analise por RT-
PCR convencional, a banda esperada, entre 200 e 300 pb, correspondente a parte
da sequéncia do PMeV, é claramente vista apds separacao por eletroforese em gel
de agarose 1,5% (Figura 16).

300pb—>

Figura 16: RT-PCR convencional realizada com o iniciador C05-3 em amostras de acidos nucléicos
extraidos a partir de latex de mamoeiros adultos. Apds separagao por eletroforese em gel de agarose 1,5%
a 65V, as plantas adultas com sintomas caracteristicos da meleira apresentaram um fragmento esperado
entre 200 e 300 pb (1) e (2). Amostras de plantas adultas sadias nao apresentaram nenhum fragmento,
sugerindo auséncia de infecgao pelo PMeV.

Portanto, o método de deteccdo do PMeV por RT-PCR convencional, proposto por
Araujo e colaboradores (2007), ndo é adequado para o diagnostico do PMeV em
amostras de acidos nucléicos provenientes de latex de mudas de mamoeiro. Ele sé
pode ser usado para diagnéstico desse virus em amostras de plantas em que a
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infeccdo viral é muito elevada, a ponto de os sintomas serem aparentes. Nesse
caso, € provavel que a grande quantidade de virus supere o baixo rendimento da
reacao, resultado da presenca de proteinas nas amostras, tornando possivel a

visualizacdo de banda correspondente ao genoma viral em gel de agarose.

4.3.2 Diagndstico molecular do PMeV em amostras de folha

4.3.2.1 RT-PCR convencional

Como a deteccao do PMeV por RT-PCR convencional em amostras de latex de
mudas nao foi adequado, optou-se por realizar essa detecgcdo em amostras de folha,
provenientes dessas mesmas mudas.

Um método de deteccao do PMeV por RT-PCR foi proposto Piccin e colaboradores
(2010), que permite a analise em amostras pequenas de folha, disponivel faciimente
em mudas muito jovens ou mesmo em plantulas. O método usa cerca de 100 ng de
RNA purificado, o qual funciona como molde para a enzima transcriptase reversa. As
amostras de RNA de folha cujas plantas estédo infectadas com PMeV apresentam
amplificacdo de uma banda entre 200 e 400 pares de bases (PICCIN et al., 2010).

As amostras de folha coletadas das mudas foram tratadas com DNase | para a
purificacdo do RNA e submetidas a RT-PCR convencional, usando para isso 0s
iniciadores PMeVconv direto e indireto.

Das amostras coletadas, foram analisadas as amostras 29, 36, 50 e 57 dpi. As
mudas inoculadas apenas com PMeV e aquelas inoculadas apenas com dsRNA
mostraram infecgdo durante todo o periodo analisado. Ao contrario, mudas

inoculadas simultaneamente com dsRNA e PMeV apresentaram infeccdo apenas 50
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dpi (Figura 17). Além disso, comparando a intensidade dos fragmentos, percebe-se
que aqueles resultantes deste ultimo tratamento apresentam uma intensidade menor
no mesmo tempo pés-inoculacdo quando comparados aos fragmentos de mudas
inoculadas apenas com o virus da meleira (Figura 17).

Esses resultados novamente sugerem ter havido uma indugédo de resisténcia ao
PMeV, reduzindo o sucesso da infecgdo viral.

Uma observacédo importante é que o estado de resisténcia aumentado da planta é
transitério, uma vez que mesmo as plantas inoculadas com o dsRNA do PMeV,
apresentaram-se infectadas normalmente apds os 43 ou 50 dias pés-inoculagéao
(Figuras 13, 14 e 17).

Watson e colaboradores (2005) j4 haviam relatado que a introdu¢do de dsRNA na
célula poderia induzir um silenciamento transiente de genes alvos. A entrega de
dsRNA na célula por biobalistica ou por agroinfeccao desencadeou um processo de
silenciamento que ndo durava mais do que um determinado numero de dias, de
modo que esse método s6 foi utilizado para silenciar um pequeno numero de genes
enddgenos.

Ainda, Tenllado e colaboradores (2003) mostraram que a inoculacdo mecéanica de
dsRNA transcrito in vitro derivado de sequéncias virais previne especificamente a
infecgdo viral em plantas. Eles desenvolveram um sistema de expresséao in vivo para
produzir grandes quantidades de dsRNA derivados de virus em bactéria com o
objetivo de fornecer um método pratico para o controle de viroses em plantas. Os
dsRNAs purificados a partir da bactéria promoveram uma interferéncia especifica
com a infeccdo em plantas por duas viroses, dos grupos potyvirus e tobamovirus.
Isso mostra que é possivel fornecer uma alternativa a transformacdo genética de
plantas.



73

Tampao PMeV + dsRNA PMeV dsRNA

MW 22 5 29 3 N % B % N SN B ¥ 50 51 —>dpi
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Figura 17: RT-PCR convencional, realizada com os iniciadores PMeVconv direto e indireto, de amostras de &cidos nucléicos extraidos a partir de folha de
mudas de mamoeiro. As mudas inoculadas com latex infectado pelo PMeV apresentaram um fragmento esperado de aproximadamente 300 pb, mostrando o
estabelecimento da infecgao viral. As mudas inoculadas com PMeV e tratadas com dsRNA viral mostram um aumento do estado de resisténcia nos primeiros
50 dias pés-inoculagao (dpi). As mudas inoculadas apenas com dsRNA mostram infecgao durante todo o periodo analisado. Uma pequena infec¢do parece

ocorrer nas amostras inoculadas com tampao.
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As amostras das mudas inoculadas com o dsRNA do PMeV tiveram amplificacao
para o virus da meleira, o que sugere que essas moléculas foram pouco degradas
ou mesmo nao foram degradadas, no tempo em que se realizou 0 experimento,
quando estavam sem o envoltério da particula viral. No entanto, nao foi possivel
avaliar se essa molécula é capaz de sozinha desencadear o aparecimento dos
sintomas da meleira, uma vez que eles sdo notados somente apos o florescimento
(VENTURA et al., 2004).

As mudas usadas como controle, inoculadas com tampao, também apresentaram
infeccdo no momento inicial e final do periodo analisado (Figura 17). Possivelmente,
as plantulas recebidas estavam infectadas com o PMeV. Os métodos de deteccao
até o momento disponiveis, realizados apenas em amostras de latex, como
visualizagéo da banda do genoma viral de dsRNA de 12 kbp (KITAJIMA et al., 1993;
ZAMBOLIM et al.,, 2003; RODRIGUES et al.,, 2006) e RT-PCR convencional
(ARAUJO et al., 2007) nao permitiram, no entanto, a detecgdo do PMeV, sugerindo

que as plantulas de mamao nao se apresentavam infectadas por esse virus.

Esses resultados mostram ainda que o método de diagnoéstico do PMeV proposto
por Piccin e colaboradores (2010) é confidvel para avaliar a presenga desse virus
em amostras de mudas de mamoeiro, diferente do que acontece quando essa

avaliacao é realizada pelo método proposto por Araujo e colaboradores (2007).

4.3.22 RT-PCR em tempo real

Existem duas abordagens gerais para a detec¢ao do fragmento amplificado por PCR
em tempo real: a utilizagao de repédrteres quimicos fluorescentes especificos e néo
especificos. Ambos apresentam niveis similares de sensibilidade (BUSTIN; NOLAN,
2004). No entanto, ensaios baseados em sondas especificas como a TagMan
podem resultar em falsos negativos, especialmente em viroses de RNA. Por outro
lado, ensaios nao especificos, como a utilizagdo do corante intercalante de DNA
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SYBR Green I, sdao mais confiaveis, simples e de menor custo (PAPIN; VAHRSON;
DITTMER, 2004; VARGA; JAMES, 2005).

A deteccao por PCR em tempo real é baseada na medida continua do acumulo ou
reducdo dos sinais de fluorescéncia durante a reacdo de amplificacao
(WATZINGER; EBNER; LION, 2006). Essa medida € possivel devido ao aumento de
fluorescéncia do corante SYBR Green quando ligado a uma dupla fita de DNA
(WITTWER et al., 1997). Durante as etapas de anelamento e extensao da PCR um
aumento na unido do corante a novas fitas de DNA sintetizadas levam a uma
maxima emissao de fluorescéncia ao final da fase de elongacdo, mas na fase de
desnaturacdo o corante é liberado e tal emissdo diminui (WATZINGER; EBNER,;
LION, 2006). A fluorescéncia registrada a cada ciclo, no final da etapa de extensao,
reflete 0 numero de produtos de PCR gerados durante a amplificagdo (MORRISON;
WEIS; WITTWER, 1998).

Segundo Piccin e colaboradores (2010), amostras de cDNA de folha de mamao sem
o virus da meleira ndo apresentam um aumento na fluorescéncia quando
submetidas a amplificagdo por PCR em tempo real com os iniciadores do PMeVreal
direto e indireto, enquanto amostras contendo o cDNA do PMeV apresenta, tendo
um crescimento exponencial até atingir o platé, préximo ao ciclo 38. Baseado nisso,
amostras de folhas das mudas coletadas nos periodos de 29, 36, 50 e 57 dpi foram

avaliadas quanto ao aumento de fluorescéncia.

A curva de fusdo das amostras amplificadas para o PMeV foram analisadas para a
confirmagéo da especificidade da amplificacdo. Essas apresentaram um unico pico
de perda de fluorescéncia (-Rn)®. A temperatura de fuséo do fragmento gerado pela
amplificagdo foi 75,52 °C para o virus da meleira e 80,07 °C para o gene de
referéncia 28S (Figura 18). Esses resultados mostram a amplificagéo especifica dos
produtos esperados.

® _Rn: Perda de fluorescéncia do repérter normalizado. O repérter normalizado (Rn) é a divisédo da
intensidade da emissao da fluorescéncia do fluoréforo reporter, que fornece o sinal de fluorescéncia
que indica amplificagdo especifica, pela intensidade da emissdo da fluorescéncia da referéncia
passiva, que fornece uma referéncia de fluorescéncia interna. A normalizagdo é necessaria para a
correcao de flutuagdes de fluorescéncia causadas por mudangas na concentragdo, volume ou efeitos
da amostra.
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Figura 18: Especificidade na amplificagcédo por RT-PCR em tempo real para o PMeV. Curva de fusao
mostrando a temperatura em que ha a diminuicdo da fluorescéncia (-Rn) dos fragmentos
amplificados. (a) A temperatura de fusdo (Tm) para o gene de referéncia 28S foi de 80,07 °C. (b) A
temperatura de fusdo (Tm) para o virus da meleira foi de 75,52 °C.
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4.3.2.3 Quantificagdo relativa (RQ)* do virus por RT-PCR em tempo real

A quantificacao relativa € um ensaio utilizado para avaliar mudancas na expressao
génica de grupos experimentais distintos. Os resultados dessa quantificacdo sao
expressos em ordem de grandeza e a analise é realizada através do Ct das
amostras. Nesse método ha a necessidade de normalizacdo das amostras com
genes de referéncia (BUSTIN et al., 2009), que nesse caso, foi 0 gene ribossdémico
28S.

As andlises de quantificagdo relativa geradas pelo 7500 System SDS Software
(Applied Biosystems versao 2.0.1), tendo as amostras das mudas inoculadas com
PMeV (29 dpi) como referéncia, mostram que nas mudas inoculadas somente com
latex infectado pelo PMeV h& aumento da infec¢gdo no decorrer do tempo (Figura
19).

O mesmo acontece com as mudas inoculadas simultaneamente com dsRNA e
PMeV, que também mostram infeccdo durante o0 mesmo periodo, porém em uma

escala bem menor (Figura 19).

Ao contrario, a analise dessas ultimas amostras, por RT-PCR convencional, mostra
que ha infeccdo apenas 50 dpi (Figura 17), provavelmente porque antes disso o
nivel de dsRNA viral estava abaixo do limite de deteccdo desse método. Esses
resultados mostram uma maior sensibilidade na deteccao do PMeV por RT-PCR em
tempo real. Kokkinos e colaboradores (2006) também relataram que o RT-PCR em
tempo real mostrou maior sensibilidade na detecgdo e quantificacdo de viroses que
infectam a batata-doce, por exemplo.

Os resultados de indugéo de resisténcia corroboram com o trabalho de Tenllado e
colaboradores (2003), em que eles mostram que as mudas inoculadas com Pepper
mild mottle virus (PMMoV) acumularam RNA viral durante determinado tempo. Ao
contrario, as mudas tratadas com uma sequéncia de dsRNA viral ndo apresentaram
nenhum RNA de origem viral no decorrer do tempo ou a quantidade deste estava
abaixo do limite de deteccdo do método utilizado. O mesmo é relatado no trabalho

‘RQ: Algoritmo de quantificagéo relativa (RQ) no System SDS Software da Applied Biosystems.
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de Gan e colaboradores (2010), em que sequéncias de dsRNA de origem viral foram
aplicadas nas plantas como spray e preveniram a infeccdo por Sugarcane mosaic
virus (SCMV).

Apesar de as plantas inoculadas apenas com dsRNA serem positivas para infecgao
com PMeV, elas mostram uma infec¢do relativa muito reduzida (Figura 19). As
mudas inoculadas com tampao também se apresentaram infectadas, fato justificado

na secao anterior.

Todos esses resultados mostram que, possivelmente, as moléculas de dsRNA
inoculadas desencadearam o processo de silenciamento do RNA nas plantas. A
célula, ao reconhecer essas moléculas, pode ter iniciado o processo de degradagao
das mesmas em moléculas de siRNAs, as quais podem ter guiado a degradacéo de
sequéncias especificas do PMeV, controlando o progresso da infecc¢ao viral.

Vale ressaltar ainda que é possivel que esse controle tenha acontecido de forma
sistémica no mamoeiro, uma vez que o controle da infecgé@o viral foi percebido em

tecidos distantes do local da infecgao.
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Figura 19: Quantidade relativa de PMeV nas mudas de mamoeiro. As mudas inoculadas com latex infectado pelo PMeV e tratadas com dsRNA apresentaram
uma menor quantidade de virus no decorrer do tempo (dpi) quando comparadas as mudas inoculadas apenas com PMeV. As mudas inoculadas apenas com
o dsRNA viral apresentaram uma quantidade de virus muito reduzida em relagéo aos demais tratamentos e nelas parece que nao houve aumento da
infecgao viral no decorrer do tempo.
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5 CONCLUSOES

O tratamento das mudas de mamoeiro com dsRNA do PMeV resultou em uma
inducéo de resisténcia a esse virus. Tanto em amostras de latex como em amostras

de folha foi observada uma reducao no progresso da infeccao viral.

A introducao artificial de moléculas de dsRNA do PMeV em mudas de mamoeiro
representa uma alternativa potencial para desafiar essas plantas a responderem a
infeccao por esse virus. Esse processo torna as medidas de controle viral existentes
mais efetivas, além de ser uma alternativa ao uso de agroquimicos e ao

desenvolvimento de plantas transgénicas.

O método proposto por Araujo e colaboradores (2007) mostrou-se inadequado para
avaliar a presengca do PMeV em mudas de mamoeiro. A reacdo de RT-PCR
convencional ou ainda RT-PCR em tempo real, em amostras de folha, mostram
confiabilidade e maior sensibilidade para a detec¢édo desse virus.

O método de inoculagdo utilizado resultou no estabelecimento da infec¢do pelo
PMeV e na liberagdo das moléculas de dsRNA em células viaveis das mudas de

mamoeiro, sendo um método simples, de baixo custo e €ficiente.

Os resultados de RT-PCR convencional em amostras de folha confirmaram os
resultados obtidos pela analise por eletroforese de acidos nucléicos de latex, que ja
mostravam que as moléculas de dsRNA eram capazes de aumentar o periodo de
incubagéo do PMeV.

Os resultados da PCR em tempo real permitiram relacionar a quantidade de PMeV
entre os diferentes grupos de mudas. Essa quantificacdo relativa evidenciou uma
quantidade muito reduzida de virus no grupo de mudas inoculadas apenas com
dsRNA viral.

A reacdao de RT-PCR em tempo real apresenta-se como um método de alta
sensibilidade, podendo ser usado para detectar infeccdo com PMeV ainda em
plantulas de mamoeiro, evitando assim a dispersdo da doenca para diversas

lavouras de mamaéao.
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