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RESUMO

Pepper ringspot virugPepRSV) é um tobravirus, até o momento, detecadwente
no Brasil, que destaca-se dentro do género paseptar curiosa associacdo entre as
particulas virais e mitocoéndrias do hospedeiro p@scos avancos descritos desde a década
de 60 aos dias atuais ndo foram suficientes par@migrar o mecanismo fisico-quimico que
explica essa relacao.

Na tentativa de ampliar o campo de estudo em PepR8%€ou-se contruir um
cDNA infeccioso visando o desenvolvimento de unmeafaenta capaz de expressar proteinas
heterélogas ou induzir o silenciamento géniaarus induced gene silencingVIGS). Essa
tecnologia visa a mesma aplicabilidade do cDNAdaifeso deTobacco rattle virugTRV),
que ja apresentou resultados significativos na gadude VIGS, contudo ndo pode ser
utilizado livremente no Brasil, pois esse virusoalhecido como praga quarentenaria no Pais.
Por essa razdo, o uso de TRV em territorio bragilé restrito, principalmente pela
dificuldade na obtencdo de uma autorizagcéo de uso.

O PepRSV apresenta genoma bipartido de RNA fitaleisn Durante a obtencéo do
clone desse virus a ser utilizado como ferramemtacaular, os dois segmentos completos do
RNA gendmico foram clonados em vetores plasmidiammerciais (0GEM-T Easy; pCR4) e
modificados, em seguida, com a adicdo do promoik8 & Cauliflower mosaic virus
(CaMV) na extremidade 5' e uma sequéncia de ribmzim regido 3' do genoma de cada
segmento. Além da construcdo dessa ferramentajgusg avaliar a variabilidade do RNA2
de PepRSV, estudos que, atualmente, esta restritolmico isolado.

Dois isolados de PepRSV (Pivo4 e Lavrinha) obtidos campos de tomateiro no
municipio de Luziania do Estado de Goias foramzatilos nesse estudo. O RNA2, segmento
gendmico destes isolados foi sequenciado. A anfilliggenética baseada na comparacao de
sequéncias de aminoacidos (aa) da capa proteicaédosolados (Pivo4, Lavrinha e CAM)
de PepRSV néo separou Pivo4 e Lavrinha do isoladld,(ois a inferéncia do algoritmo
correspondentbootstrapfoi irrelevante. Os isolados obtidos foram semeis ao isolado
CAM e apresentaram ORF para capa proteica (CP),n@asapresentaram homélogos das
ORFs 2a e 2b presentes em isolados da espéciERM@ue pertence ao mesmo género.

A comparacdo entre os trés isolados sugere a gaesda uma insercao a
downstream a ORF do CP nos isolados Pivo4 e Lawrath relacdo ao isolado CAM e
também uma recombinacgdo na regido 3' UTR entreddécalas de RNA2 e RNAL desses
isolados.
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ABSTRACT

Pepper ringspot virugs aTobravirusuntil now detected only in Brazil. It is a peculia
virus due to the occurrence of a curious associabetween viral particles and their host
mitochondria. From the 60's to the present daystandies have been able to demonstrate the
physicochemical mechanism underlying this relathgms

In an attempt to broaden the studies on PepRSWa# planned to construct an
infectious cDNA clone to be used as a viral vetborexpression of heterologous proteins or
a virus induced gene silencing (VIGS) vector. Ipisposed the construction of an infectious
cDNA of PepRSV with a similar applicability of tAebacco rattle virugTRV) vector. It is
already shown that this vector is useful in theugtitbn of VIGS. The TRV vector cannot be
used in Brazil, because it is a quarantine peshckléhe use of TRV in Brazil is extremely
limited, mainly due to the difficulty of obtainiregpermission to use in the Brazilian territory.

The virus has a bipartite genome of single strabNARomponents. During the
construction development, the two complete segmartse genome of PepRSV were cloned
in plasmid vectors (pGEM-T Easy; pCR4) and modified contain a promoter 35 of
Cauliflower mosaic virusn the 5' end and a ribozyme sequence in theg®meof the genome
of each segment.

Additionally to this construction for infectiousories, we propose to assess the
variability of the PepRSV RNAZ2, which was restritte a single isolate.

Two PepRSV isolates (Pivo4 and Lavrinha) obtaimetbmato fields in the county
of Luziania, Goias State. The genome segment (RINAfZhese isolates was sequenced.
Phylogenetic analysis based on the amino acid segseof coat protein (CP) among three
isolates did not separate those isolates in éifteramifications due to lower bootstrap value.
The isolates obtained were in agreement as CAMitisdbr coat protein (CP) ORF feature,
but do not showed homologous ORFs2a and 2b praseFRRV isolates of thélobravirus
type species.

By sequence comparison, Pivo4 and Lavrinha isoladspresentedlarge nucleotides
insertion downstream of CP ORF as opposed to CAlNAtle suggesting a recombination in
3'UTR between RNA1 and RNA2 of each isolate.

XVI
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INTRODUGCAO

Popularmente conhecido como virus da mancha adalpimentdo ou virus da faixa
amarela da alcachofr&epper ringspot virugPepRSV), assim como o virus do listrado
necrético do tabacolobacco rattle viru§TRV) e o virus do acastanhamento precoce da
ervilha, Pea early-browning virugPEBV) (Robinson, 2005; Almeida, 2005) sao espécies
presentes no génefmbravirus

O isolado CAM (Campinas-SP), sinbnimo do serotijode TRV (Robinson e
Harrison, 1989), e, até 0 momento, o Unico reptasém de PepRSV (Robinson e Harrison,
1985). Esse isolado apresenta genoma constituiddRNé\ senso positivo bipartido em
RNA1 e RNA2 de comprimentos predominantes de 197nen 52 nm (Figura 1)

respectivamente

I, e i o

e H...'-j:._-, Pl

Figura 1. Apresentacdo das particulas virais dBepper ringspot viru®epRSV.Particulas
negativamente contrastadas com fosfotungstato 2aBepresenta 100 nm. Descricdo de
virus de planta (DPV) http://www.dpvweb.net

O PepRSV foi relatado pela primeira vez no Bragidécada de 60 (Kitajimet al.,
1969) infectando pimenteira e, até 0 momento, soar@ncia parece estar restrita a este Pais
(Robinson e Harrison, 1989%ste virus apresenta uma ampla distribuicdo erntegedtes
hospedeiros, embora ndo apresente nehum estudon&igto (MacFarlane, 2010). Os

sintomas induzidos por PepRSV podem ser identifisagela presenca de manchas

17
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amareladas na forma de anéis na folha e no friém ao desenvolvimento de folhas
enrugadas (Figura 2) (Robinson e Harrison, 1989).

Figura 2. Sintomas de mancha anular e enrugamentarefolhas de tomateiro.lsolado
Lavrinha detectado no municipio de Luziania - GO.

A nivel molecular, 0 RNA2 de PepRSV apresenta uaracteristica incomum ao
géneroTobravirus A presenca de dois conjuntos diferentes de igfeetlireta imperfeita em
tandemde 2x119 nucleotideos (nts) e 2x76nts na sequéacdiagidao 5’'UTR (antes do codon
de iniciacdo: AA'BB') para Unica fase aberta deutai (ORF) presente, que corresponde a
capa proteica viral (Bergtt al.,1985).

A downstreandessa ORF observa-se a auséncia dos genes 2lera Belacdo a
constituicdo genémica de TRV, espécie tipo do geénesbravirus O RNAL, muito
conservado dentro do género, contém as ORF's pegplieacdo do RNA e para infeccao
sistémica nas plantas.

De acordo com MacFarlane (1996) o gene 2b é esdepera manter a
transmissibilidade das espécies de tobravirus poratoides tricodorideos, que séo vetores
naturais pertencentes a familisgichodoridae (Almeida, 2005). No entanto, a auséncia dos
genes 2b e 2c, em PepRSV, aparentemente, ndoilirédabtransmissdo dessa espécie pelo
vetor bioldgico naturaRaratrichodorus minof= Trichodorus christigi (Almeida, 2005).

A partir do exame em microscopio eletrénico, obserse que o isolado CAM de
PepRSV apresenta uma associacao entre suas @artaalis (de formato alongado e rigido)

e as mitocondrias das células hospedeiras (Figu(&itajima e Costa, 1969). Embora se
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desconheca as relagfes fisico-quimicas desta oglsghe-se, que as particulas virais ficam
bem ordenadas na superficie da membrana externmittandrias e, que essa agregacao
n&o é uniforme entre as particulas do RNA1 e RM&vezes, observa-se apenas a particula
longa (RNA1) em associacdo com as mitocondriasafiif e Costa, 1969). Em outros
momentos, visualizou-se ambas particulas (RNAINAZR associadas as mitocdndrias de
forma uniforme (Gaspat al.,1984).

Essa caracteristica ndo pode ser diagnosticada sonaado exclusivo de PepRSV,
mas um dado capaz de diferencia-lo das demais iesp#entro do génerbobravirus.Na
literatura ha relatos de virus comblenbane mosaic virugHMV) (género Potyvirug
(Kitajima e Lovisolo, 1972) @road bean wilt virugBBWV) (géneroFabavirug (Hull e
Plaskitti, 1974), que apresentam associacdo erdréicplas virais e mitocondrias do
hospedeiro, embora ndo tao frequente como obseerad®epRSV.

Trabalhos posteriores realizados por Russo e Maft981) com Cymbidium
ringspot virus(CymRSV) (génerdombusviruse Esau (1979) conBeet yellow stunt virus
(BYSV) (génerdClosterovirug apresentaram uma associacdo mais estreita esntrestas das

mitocondrias e as particulas virais.

Figura 3. Micrografia de particulas do nome por ex¢énsoPepRSV associadas as
mitocondrias. M=mitocondria, L= particula longa, C= particula teur Fonte:Kitajima e
Costa, 1969).
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A relacdo entre particulas virais e mitocondrias dmspedeiros pode ser uma
estratégia estabelecida pelo virus, como mecaniden®obrevivéncia, ja que esses sao
patogenos obrigatorios intracelulares e, necesslanglulas vivas para replicacao.

A hipotese capaz de justificar esse evento propoacé a analise entre a perda de
potencial de membrana e a geracdo de moléculagazde oxigénio (ROS). O ROS altera o
fluxo de ions, proteinas e desfosforilagdo a patéirum distarbio entre as atividades
metabolicas de cloroplastos e mitocondrias @tial.,2007). Assim, é provavel que 0s virus
gue se associam as mitocondrias tentem inviab#éizdreracédo da proteina sinal, impedindo a
formacao da cascata de proteinas kinases capaa&igateo processo mitogenico (MAPKS).

O mecanismo de defesa das plantas, frequentenmehiea morte celular programada
(MCP, ou PCD- “programmed cell death”), também ewmnda como resposta de
hipersensibilidade (Ordoet al, 2002; Liuet al, 2007; Rikhvanost al, 2007) definida por
uma cascata de eventos que conduzem a uma destogigiiolada e organizada da célula.
Estudos recentes demonstram que o envolvimentondepuoteina quinase especifica, ativada
por um circuito de cascata hexoquina$esitogen-activated protein kinases” [cascata de
MAPKs,que consiste em trés etapas MAPKSs, SIPK, N@MIPK Kimet al (2006), Liuet
al. (2007), Gaeet al(2008) e Zhang eXing (2008), ativam eventos corperda do potencial
de membrana, vazamento de eletrélitos e rapidaldéscdo o que caracteriza a apoptose
celular (Liwet al., 2007). Esse mecanismo de morte da célula é mamaldadiminuicdo da
atividade celular, condensacao de fragmentacadaceduformacédo de corpos apoptoticos
(Adrairet al.,2001).

De acordo com essa necessidade de conhecimenétritascoes de PepRSV com as
plantas hospedeiras, propde-se o desenvolvimentonde ferramenta molecular capaz de
manter o genoma do isolado CAM de PepRSV em agsaria sequéncias nucleotidicas que
apresentam atribuicdes de infeccdo Agrobacterium tumefaciengAssim, sugere-se que
PepRSV e seu hospedeiBapsicumspp. ouNicotiana spp. podem ser utilizados como
modelo capaz de fornecer dados sobre a relacéde erfepRSV e o seu hospedeiro. Essa
ferramenta em associacdo com microscopia confocalasar fornecera dados que
possibilitardo a elucidacdo dos diversos fendomdnofdgicos desenvolvidos durante o
processo de infecgao.

Vale ressaltar porém, que este tipo de trabalhwédito no mundo, considerando-se
que o PepRSV apresenta envolvimento com as mitoe@neo processo de infeccao,
interacdo com pouca relevancia na literatura, af@rser uma especie restrita ao Brasil.

Temos ainda com esse clone, a oportunidade dedatusiaspecto molecular de dois novos
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isolados, a fim de avaliar a variabilidade prese@eRNA2 genomico e elucidar o aspecto
evolutivo de PepRSV em detrimento da recombinag@ucg entre as regides 3'UTR do

RNA1 e RNA2 da mesma espécie.
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CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGAFICA

1. Familia Virgaviridae

De acordo com Comité Internacional de Taxonomiavdes (ICTV), a familia
Virgaviridae foi nomeada porque 0S seus representantes amesegparticulas virais
envolvidas por uma capa protéica atribuindo um &onde bastonete com diametro entre 20-
25nm e, inclui os génerdsurovirus, Hordeivirus, Pecluvirus, Pomovirus, Tohavirus e
Tobravirus.

Essa familia foi mantida como um grupo filogenétmy apresentar genes como a
proteina de replicacdo com conformacdo alfa-héliges suportam a criacdo da familia;
genoma de RNA fita simples senso positivo com ustauteira de t-RNA em detrimento de
uma cauda poliA, que mantém a distingdo de outgegorias virais e, por fim uma proteina
de movimento com peso entre 19-24kDa, que a atabno particularidade (Adanet al.,
2009).

Os géneros Furovirus, Hordeivirus, Pecluvirus, Pomovirusutiizam os
plasmodioforideosio campo como vetores naturais, enquanto o gér@mavirusmantém o
seu ciclo de infeccdo a partir da ingestao por peides do conteludo das células superficiais
da epiderme das raizes das plantas, as quais daoagdas pelo onquioestilete (Almeida,
2005). J4 os membros dobamovirusmao apresentam vetor de transmissao aparente Adam
et al.,2009).

Quanto as particularidades, os furovirus com genbipartido, apresenta capa
proteica em associagcdo com o dominio RdRp, enquenfmecluvirus , também de genoma
bipartido, apresenta os trés genes em bloco parataina de movimento. Os hordeivirus
apresentam genoma tripartido, com destaque pBidAapolimerase das outras proteinas de
replicagdo no RNA2, enquanto ospomovirus, apresenta bloco com trés genes para
proteina de movimento e a capa proteica tem doniRdiRp associado com a transmissao
vetorial.

O unico representante monopartido entre os tobamwoyiassemelha-se aquele do
géneroTobravirus por apresentar uma proteina de movimento com 30ki2a difere pela
organizacdo gendmica e pelo fato dos tobravirusterem uma relagdo com vetores
biologicos (Adamet al,, 2009).
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2. O géneroTobravirus

A organizacdo gendmica dd®bravirusapresenta o0 RNA1 como fonte gendémica
capaz de codificar todas as proteinas necesséaias rpanter a infeccdo viral. Dessa
organizacdo, duas proteinas sdo responsaveis guleacdo viral, uma de movimentodo
virus célula-célula dentro da planta hospedeitag terceira ORF tem funcéo de supressor
de silenciameto génicos pos-transcricional PTGScfddane 2006). O segmento menor,
RNAZ2, codifica a capa proteica (22-24kDa), o queface a formacéo do virion. Em alguns
isolados, alownstreandessa ORF, proteinas ndo estruturais sdo codicadequeridas para
transmissao por nematoides no campo (MacFarla®é)19

Essa organizacdo mostra uma caracteristica insgtesdos tobravirus, a capacidade
de manter dois tipos de infeccdo: a infeccéo tipot&inbém conhecida como infeccéo
multipla entre o RNA1 e o RNA2 e a infeccdo NM atecgédo ndo multipla, em que relatos
destacam apenas a a¢cdo do RNA1 no organismo vé§atajer, 1969).

A infeccdo M ou multipla apresenta ambos os segmsegendmicos (RNA1 e
RNA2) envolvidos por uma nucleoproteina e, tambépossivel detectar uma associacéo
dessas particulas com os nematoides presentesnum ceeconhecidos com vetores naturais
(MacFarlaneet al, 1991).

A auséncia do RNA2 em isolados do tipo NM inviaaila formacao de particulas e
na transmissdo no campo por vetores bioldgicos, néas interfere na capacidade de
replicagdo e, nem na infec¢do sistémica do virwes mpde ser adquirido por propagacdo
vegetativa, sementes contaminadas (Costa e Kitaji8&8) ou por via reprodutiva, grao de
polen (Camarget al.,1969).

Quanto aos sintomas, o PEBV causa infec¢cdes stsAén@m varias espécies de
leguminosas (Constanghal.,2004), enquanto, PepRSV, virus caracteristicoienteira e
eventualmente encontrado em alcachofra promoveareaimento de manchas cloréticas na
forma de anel (Harrison e Robinson, 1986).

O TRV, espécie tipo do géneimobravirustem a capacidade de infectar grande
diversidade de culturas incluindo aquelas que predutubérculos e, bulbos ornamentais,
além de plantas ornamentais como ervas daninhaflal; 2002). Esse virus induz sintomas
sistémicos ou locais, como a descricdo de necms#sroses de formas diversas além das
distor¢des nas folhas (Souza-Dias, 2001).

Em culturas de valor comercial como a batata, o ER¥paz de induzir sintomas de

necrose nas formas de arcos ou circulos arroxdadus superficie do tubérculo quanto no
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tecido interno, também associado a tracos necsdticotipo arco ou circulos de coloragdo
marrom nas folhas (Souza-Dias, 2001).

Estudos realizados por Dale e colaboradores em #@@donstraram que alguns
cultivares de batata, quando infectados por estifg®-M podem manifestar infeccao
sistemica, o qual persiste ao longo de geracOeprppagacao vegetativa, apesar de exibirem
pouco ou nenhum sintoma tipico de TRV no tubérdDl@feito dessa infec¢cao pode resultar
no retardamento do crescimento da planta e, suestuente, na reducédo da producéo de
tubérculos.

Acerca das relacfes estabelecidas entre as espléctebraviruso TRV apresenta
particulas e propriedades gendmicas similares asaide espécies do grupo, mas se
distinguem quanto aos sintomas induzidos nos hespsde a capacidade de produzir
isolados NM (Robinson e Harrison 1989).

O isolado CAM entre outros previamente identifieadta América do Sul foi
inicialmente classificado como sorotipo Il de TR¥m detrimento as caracteristicas
fenotipicas presentes nas plantas hospedeiras tdusainfeccdo. No entanto, dados da
sequencia de nucleotideos e o estudo de hibridizagaantiveram fora do grupo de TRV
pela falta de homologia, via hibridizacdo com cDNé& RNAL do isolado CAM, que agora
passa a constituir uma espécie tipd’deper ringspot viruRobinson e Harrison, 1985).

O TRV também pode distinguir-se deea early-browning virus(PEBV) pela
incapacidade de infectar sistematicaméhgaim sativune Phaseolus vulgarigela presenca
de pontos de descoloracao, anéis necroéticos eldesg@o pontual que podem ocorrer tanto
na folha quanto no caule, pela producéo de pequmrass de lesdo em feijdo e, por testes de
hibridizacdo apresentando incompatibilidade condasrdo RNA1 (Robinsoet al., 1987;
Liuet al.,2002).

Em relacdo a distribuicdo de tobravirus, o TRV eantiqular apresenta ampla
distribuicdo incluindo areas temperadas e tropicaism exce¢do do Brasil. Segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecime(WAPA), sobre vigéncia da Instrucéo
Normativa 41 (2008), esse virus € considerado uragapquarentenaria ausente, o que
significa que ndo ocorre no Pais.

O PEBV, encontrado principalmente no Norte da Ear@MNorte da Africa, também
apresenta restricbes em territorio brasileiro, més € considerada praga quarentendria.
Enquanto, PepRSV, descrito apenas no Brasil, tessaaestrito a isolado, o acesso CAM de

Campinas-Sao Paulo.
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3. Transmissé&o e o ciclo de infec¢céo dobravirus

No campo, os tobravirus sédo transmitidos de planfdanta por nematoides dos
génerosaratrichodorusou Trichodorus(FamiliaTrichdoridag, que habitam o solo e, atuam
como vetores naturais (MacFarlane e Popovich 20@0yansmissédo do virus pelo vetor
envolve a ingestao das particulas virais a pagtipldntas infectadas por tobravirus (Ayala e
Allen, 1968). Nos tricodorideos, as particulasisiealerem a parede do esodfago, ao longo de
toda a sua extenséo, onde podem permanecer ats queenatoides se alimentem novamente
(Almeida, 2005).

Os tricodorideos séo ectoparasitas migratoriosieosggnifica que se alimentam sem
local fixo. A alimentacdo processa-se a partir doteddo das células superficiais da
epiderme das raizes das plantas, as quais saoguas$upelo onquioestilete (Almeida, 2005).
As células mais profundas néo séo atingidas, deaddonquioestilete ser relativamente curto
(Almeida, 2005).

Como néo ha relatos de replicacdo de tobravirusrgamismo animal, a atividade
de viruléncia fica restrita a ingestdo do virus pélulas epiteliais presentes nas raizes de
plantas infectas e, a eliminagéo dele por um menanide secrecdo pela cavidade bucal do
nematoide, dentro do meristema da planta (Bann@®0)1 Essas condi¢des, porém, podem
promover necrose e nanismo no orgao associado gBamhAa90).

Ha evidéncia de especificidade entre isolados bieawirus e espécies de vetores da
familia Trichdoridae(Van Hoof, 1968). Essa especificidade pode varmdd a organizacdo
gendmica até as condi¢des do solo (Van Hoof, 1968)entanto, essa exclusividade ainda
requer conhecimentos entre associacao do vetoasqgarticulas virais.

Os tobravirus, além de serem transmitidos pelosdarideos também apresentam
vias de transmissdo alternativas como semente,rtenxgrao de pdlen e/ou inoculacao
mecanica (Almeida 2005).

A transmissdo de tobravirus pela semente ocorrepeguena percentagem nas
sementes novas, que aparentemente nao apresentamas, como PEBV, que pode até
apresentar uma taxa de 25% de infeccdo em sendmtes/ilhas sem apresentar sintomas
aparentes (Bos e Van der Want, 1962).

Isolados CAM de PepRSV causaram contaminacao @6t80% em sementes de
tomateiro infectado (Costa e Kitajima, 1968). Eatnéo, esta via de transmissdo, ainda
apresenta baixa frequéncia, mas apresenta-se quehipgortante na disseminacdo do virus

para novos locais (Harrison e Robinson, 1978)
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4. Organizacdo gendmica d@OBRAVIRUS

A sequéncia do RNAl1 de TRV tem até 99% de idenédadtre as ORFs
conservadas dos poucos isolados de tobravirus cidokeda mesma espécie (MacFarlane,
1999; Sudarshana e Berger, 1998). J4 a 5'UTR (sei@u@ucleotidica da regidao 5' nao
expressa) do RNAL apresenta pouca similaridade possui uma caracteristica interessante,
pois contém repeticOes diretas e imperfeitas deu2Rotideos e que também esta presente na
regido de RNA2 (Hamiltoret al, 1987). Entre ambos os segmentos genomicos, RNAL e
RNA2, também se observa uma identidade de até 78%egidao 3'UTR (sequéncia
nucleotidica da regido 3' ndo expressa) (Robiddargson, 1985).

A regido 3' UTRdo RNA2 e do RNA1 de TRV sao recamabies naturais. Cerca de
1.000 pb da regido 3' UTR de RNA2 do TRV é compbetaltamente idéntica as regides dos
genes la e 1b do segmento gendmico RNA1l(MacFal&98). Entretanto, no isolado CAM
do PepRSV, 459nts da 3'UTR do RNA1 e do RNA2 séatidos (Berglet al., 1985). No
entanto, essa semelhanca nucleotidica ndo interf@rexpressao das proteinas de cada
compartimento gendémico, apenas realca a possidbdidde recombinacdo (MacFarlane,
1999).

Além dessas caracteristicas de similaridade, o R&ssEn como RNAL, apresentam
140nts no final da regidao 3', que facilmente dawaformando uma estrutura terciaria
composta por uma dupla hélice que termina em umidaedeloop, além de um dominio
parecido com a de um braco de anticodon (pseudpKwmah Belkumet al, 1987). Na
extremidade 5' UTR observa-se uma estrutura "Cafgie é gerada pela ligacdo 5'-5'
trifosfato entre a extremidade 5' de uma moléc@laniRNA precursora e um nucleotideo
alterado (GMPmetilado) (Albertset al.,2008). O cap 5' auxilia na protecdo do genomd vira
contra a acao de ribonucleases e também é resgbpedvinteragir e direciona-lo asintese
em ribossomos dentro da maquinaria celular (Goutdah, 1990).

Atipicamente aos RNAs virais, o0 RNA2 genbmico dabravirus ndo atua
diretamente na sintese de nenhum produto, apesarsdair a ORF da capa proteica (figura
4), pois a regidao 5'UTR possui cerca de sete codenmiciacdo seguidos por cédons de
parada, assim a sintese dessa proteina é estdhedepartir de RNA subgendmico (sgRNA)
(Robinson, 1983).

De acordo com a Figura 4, o RNAL apresenta tréssQRfa proxima a regiao
5'UTR que codifica uma proteina, de peso molecld kDa e, que contém aminoacidos

associados com a metiltransferase e a helicaseFdaoe, 1999). Uma segunda ORF
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imediatamente aownstream ORF1bis que, é capaz de complementar as infomsaco
contidas na OFR1,e, assim, codificar uma terceimgefna com aminoacidos dependentes de
polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp)(Machkayl2999).

Localizada adownstreamdo gene polimerase, a ORF1a, responsavel poricadif
uma proteina de 29 kDa, esta relacionada com ameonacao do virus dentro do hospedeiro
(MacFarlane, 1999). Enquanto o gene proximo a oegidTR codifica uma proteina com C-
terminal rica em cisteina que codifica um supresgosilenciamento (Martiin-Hernandez e
Baulcombe, 2008) em outros casos esta associadadoamsmissao do virus por sementes
(Edwards, 1995).

Ao contrario do RNAL, o estudo de hibridizacdo c®NA2 mostrou pouca
identidade entre os isolados de tobravirus (Rohiresddarrison, 1985). Essa variabilidade
consideravel entre os diferentes isolados dificatalescricdo do tipo selvagem ou da
organizacdo gendémica completa da espécie tipo lmauious. (Harrison e Robinson, 1986;
MacFarlane, 1999).

No entanto, 0 RNA2 mantém uma ORF conservada estisolados de tobravirus
que éresponsavel por codificar o gene da capaipeofEigura 4). Aléem dessa ORF, alguns
isolados também apresentam duas ORFs nédo estsudavanstreangue estdo associadas ao
processo de transmissdo do virus pelo nematoidesgéP al., 1993). Contudo, os isolados
que perderam 0s genes de transmissao podem sarggtufa por inoculagdo mecanica ou no
campo por propagacao vegetativa (MacFarlane, 1999).

A proteina 2b (Figura 4) a partir de estudos cames infecciosos tem-se monstrado
absolutamente necesséria na transmissdo do vievestdos nematoides (MacFarlatel.,
1996). Ja a proteina 2c, que ainda n&o apreseradwnpao especifica, destaca-se, a partir de
estudos de delecdo ou mutacdo da ORF no clonecio$e¢c como agente importante na
reducao significante durante a transmissao de Pa@Vrichodorus primitivugMacFarlane,
1999).
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Figura 4. Organizacdo genémica de um tobraviruTRV). A. Representacdo esquematica
da composicdo dos segmentos de 180-215 e 46-1l1%nrmoomhprimento por 22nm de
diametro em isolado CAM.B. ORF1-ORF1 bis= polimerae RNA dependente de RNA;
la= (MP) proteina de movimento 29K; 1b= proteinza rem cisteina, possivel (VSR)
supressor de silenciamento génico; CP= capa papteice 2c (P40 e P32, respectivamente),
proteinas nao estruturais relacionadas com a tiasdm pelo vetor. Fonte: ViralZone:

http://viralzone.expasy.org/
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5. Areas de pesquisa erfobravirus

A investigacdo ddobraviruscomo agente patogénico foi motivada como causa de
doenca emergente na cultura da batata. O TRV, udgeao importante em culturas que
produzem tubérculo, induz sintomas que podem emgugante toda e colheita e pode causar
inviabilizagdo da comercializagéo de produtos. Eggarmacoes justificam a necessidade de
um diagnéstico pré-estabelecido antes da prodagdociado ao desenvolvimento de técnicas
cuturais e mecanismos capazes de inviabilizaissediinacao viral pela colheita.

Esse virus também pode ser estudado como orgamienalireito, e ndo causa de
doenca emergente, tendo em sua organizagdo gen@matwve do conhecimento para
promover hipéteses de infeccéo e ferramenta ma@ecabaz de expressar genes heterdlogos,
nao virais em plantas hospedeiras. Esses esfoogam fconcentrados, especialmente em
TRV, com a construcdo de vetores VIGS (lati al, 2002; Ratclifet al, 2001), que
resultaram na inducdo de silenciamento génico eantgd infectadas, a partir de genes
homologos inseridos no RNA2 do virus, o que promoaedegradacdo total ou parcial do
MRNA deste gene.

PepRSV néao foi alvo de estudo na literatura desdequnenciamento completo da
capa proteica (Bergh e Siegel, 1989) e da modéizalp RNA2 como vetor de expressao de
proteinas recombinantes (MacFarlane e Popovich))2@8@pectos moleculares de tramsisséo
por sementes em PEBV tém sido previamente degbtaoFarlane, 2003). Os trabalhos mais
recentes sobre PEBV concentraram-se na sua ufibzegmo vetor de silenciamento génico
(VIGS) (Constantiret al.,2008).

6. Tobravirus como vetores de expressao ou indutore®ailenciamento génico

Vetores de expressdo criados com base em RNA2 d¢ PEBV e PepRSV
(MacFarlane e Popovich, 2000) com a combinacdo MAIRdo TRVsao utilizados para
expressar proteinas em folhas e em raizes.A mglicahilidade dessa ferramenta molecular
em tobravirus, especialmente TRV, € como vetoildecsamento génico(MacFarlane, 2010).

O silenciamento génico induzido por virus (VIGShtee destacado como impotante
ferramenta, permitindo a descoberta e validac&omges génicas de plantas (Eamenal.,
2008). Esses estudos sao realizados por meio dalagdo de plantas jovens com vetores
virais que carregam um fragmento do gene alvo,ndisao desencadeamento @ost-

transcriptional gene silencin(PTGS) e analise do fendtipo resultante (UnveueaR, 2009).
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Durante o mecanismo de VIGS uma molécula de RNA ditpla (dsRNA) é
processado pela enzima “Dicer” em RNAs pequenosrfarentes (SiRNAs) de
aproximadamente 21-24 nucleotideos. Estes siRNAsltamtes da clivagem pela Dicer
associam-se entdo a proteinas que discriminma dpglduas fitas serdo incorporada ao
complexo de silenciamento RISC (RNA induced silega@omplex) (Tomaret al.,2004). O
complexo RISC analisa 0 mRNA existente na céluigectbnando a clivagem sequéncia-
especifica de mMRNAs complementares do siRNA (Huteege Zamore, 2002).
consequentemente, ha geracdo de modificacOes reslupigenéticas, que podem ser
herdadas para as células filhas através da misese,que haja alteracdo na sequéncia de
nucleotideos do DNA (Albertst al, 2008).

O vetor de TRV infecta principalmendicotiana benthamian@Ryu et al., 2004;
Senthil-Kumaet al., 2007) mas também tomat&@lanum lycopersicumiiu et al,2002),
batata $olanum tuberosurBrigneti et al., 2004), pimentaGapsicum annumChunget al,
2004),Arabidopsis thaliangBurch-Smitlet al.,2006), petuniaRetuniax hybrida, Spitzeret
al., 2007). Uma extensao a essa técnica foi estabalpeiad inducéo de silenciamento génico
viaTRVem nematéides (Dubrewst al., 2009). O vetor PEBVtambém surge com a intencéo
de ampliar ainda mais, a gama de plantas alte@a@d4GS,principalmente, no campo das
leguminosas,como ervilha (Blah al., 2008), Medicago truncatulae Lathyrus odorata
(Gronlundet al., 2008). PEBVtambém foi usado para estudar o desgmento de nodulos
radiculares simbiéticos em ervilha, proporcionandosistema muito mais maleavel do que o
mecanismo experimental disponivel (Constaetial.,2008).

O motivo ou o porgqué espécies de Tobravirus s@azds como vetoresVIGS, ainda
nao foi relatado, embora TRV, particularmente, beja sucedido,em parte, pela presenca de
gama de hospedeiros, por inducéo de silenciament®, tonstante e uniforme ao longo dos
tecidos vegetais (MacFarlane, 2010). A eficiénaaudn VIGS é fortemente influenciada
pelas espécies de plantas que séo utilizadas, examplo, N.benthamianasensivel ao
silenciamento induzido por virus, provavelmente por defeito do gene RDR1 eiM.
benthamiangYanget al.,2004).

A infeccéo pelo TRV ocorre a producéo de siRNAseHBos dos virus (Donaiet
al., 2008). A partir destas informagfes é provavel gusapacidade deVIGS induzida por
TRV resulte em equilibrio entre o0 grau de eficiGnda supressdo e o0 sistema de
silenciamento génico do hospedeiro, o que permapggacao satisfatéria de infeccdo, mas

grau insuficiente de supressédo que acomete a legadli do sistema vegetal. Em apoio a esta
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hipétese, foi demonstrado que aproteina de 16kDaRU(ORF1b) é fraca e atua
transitoriamente como supressor de PTGS (Martim&tetez e Baulcombe, 2008).

Plantas transgénicas d& Benthamiana N. Tabacumque expressam a proteina
supressora de PTGS,126kDa (ORF1)Tadacco mosaic viruBbram inoculadas com TRV
carregando fragmento do gene de phytoene desdRESE (Harrieset al.,2008). N Nessas
plantas, foi observado que houve aumento da infepod TRV e do efeito de VIGS. Isso
sugere que ha relacdo entre a atividade silencianeea resposta VIGS, apoiando a hipotese
de que a eficiéncia de VIGS depende do equilibriceea quantidade de virus e o mecanismo

de defesa do hospedeiro.
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JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de um clone de cDNA infecciosdPdpRSV em vetor binario
contendo o promotor 35S de CaMV e a ribozima deMiBCpermitira a agroinoculagdo em
plantas e a recuperacado do virus completo. O cDMéccioso de PepRSV podera ser (util
para o estudo da interacao virus-hospedeiro, catt de expressao heterologa de proteinas
(proteina recombinante) e como vetor de VIGS. Qdgaatrativo deste projeto € que o vetor
sera desenvolvido com um virus relatado somentBrasil e ndo havera restricdes oriundas
de “Acordos de Transferéncia de Materiais”.

Estudos com tobravirderam desenvolvidos em isolados de TRV. Com azagdio
desse estudo com o0s novos isolados de PepRSV4RiM@avrinha, serd possivel expandir os
conhecimentos no virus e verificar se 0 PepRSV euntiipa das mesmas propriedades
moleculares que TRV. A andlise da sequéncia do RN&& novos isolados de PepRSV
poderda mostrar a existéncia ou nao da variabilidld®NA2, como observado em isolados
de TRV. Finalmente, o estudo genédmico do RNA2 destraré a presenca ou nao dos genes

homdélogos a 2a e 2b, relacionados a transmissa&ugor nematoides.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:

Construir uma ferramenta molecular a partir do cDidAsolado CAM de PepRSV,
contendo o genoma inteiro de PepRSV (RNA1l e RNAR, separado) em vetor binario
flanqueando pelo promotor de CaMV 35S na extrenaddel5' e a ribozima de sSCMoV na
extremidade 3'. Avaliar e comparar sequéncia ntidiea do RNA2 de dois isolados de
PepRSV (Pivo 4 e Lavrinha) obtidos de tomateirocampo para a realizacdo de estudo de

variabilidade genémica.

Objetivos especificos:

Capitulo Il

- Obtencdo de clone do RNA 1 de PepRSV em vetor ibinar confirmagdo via
sequenciamento.

- Obtencdo de clone do RNA 2 de PepRSV em vetoarioine confirmagéo via

seguenciamento.

Capitulo IlI

- Extrair RNA total a partir de folhas de plantassthdas com os dois novos isolados (Pivo 4
e Lavrinha) de tomateiro de PepRSV.

-Obter o cDNA de RNA2 desses virus via RT-PCR.

-Clonar e sequenciar o RNA2 dos novos isoladosegpRBV

- Comparar o grau de identidade das sequéncias tigides e de aminoacidos e dos isolados
Pivo 4 e Lavrinha com o isolado CAM depositadosbamco de dados.
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CAPITULO I

DESENVOLVIMENTO DO cDNA DO ISOLADO CAM DE PepRSVCOM
ATRIBUICOES INFECTIVAS VIA AGROBACTERIUM

Resumao. Pepper ringspot virugPepRSV), anteriormente conhecido como sorotipalél
Tobacco rattle virugTRV) apresenta uma interagdo ndo compreendida snfas particulas
virais e as mitocondrias do hospedeiro. Na buscamnda ferramenta capaz de elucidar a
relacdo entre as particulas virais de PepRSV ehespedeiro propde-se a construcdo do
cDNA de PepRSV em vetor binario contendo o promdeoCaMV 35S e uma sequéncia de
ribozima deHepatitis Delta virus(HDV) ou Subterranean clover mottle virus satellite

(sSCMoV), sem nenhum nucleotideo de origem nad nar&xtremidade 5' e 3.
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1. Introducao

A tecnologia aplicada a expressao de proteinasdhegas em plantas é estabelecida
pela expressao transiente mediada por um virusnpadguinaria vegetal. Para esse sistema o
virus contendo o gene de interesse ira replicarmpteina exdégena contida no seu material
genético sobre orientacdo de um promotor forte egpéessa em quantidades relativamente
favoraveis. A utilizacdo de vetores virais tem &dnantagens, dentre elas a rapidez com que
as proteinas heterélogas podem ser produzidasp semdimento e o fato de que, como o
gene ndo é incorporado ao genoma da planta, nérseima caracteristica hereditaria e,
assim essa informacdo genética écontida em uman (gEcacdo, com excecdo de virus
capazes de infectar sementes (Sharma e Sharmg, 2009

A expressao transiente € rapida e o desenvolvintenproteinas exdgenas expressas
pode ser avaliado com eficiéncia em poucos diasitifeacédo de clones infecciosos em
estudos de genética reversa possui varias vantagemslo comparada a outras técnicas de
analise funcional em plantas, comdkmocking-outou interrupcdo génica (Unver e Budak,
2009).

Para o desenvolvimento de um vetor viral utilizaaseDNA gendémico completo do
virus em associagcdo a um promotor e um terminadodownstreame a upstream
respectivamente, que possam permanecer ativoglaetaschospedeiras eucaridticas (Sharma
e Sharma, 2009). Essa construcdo, entdo, podaariada diretamente no sistema vegetal
via agroinfiltracdo, biobalistica ou inoculacdo @ca.

As desvantagens advindas dessa técnica se comsgtmeuma frequéncia de erros
de replicacdo, eventos de recombinacdo que podesarcastabilidade e delecdo de genes
exdgenos, tanto em virus de DNA quanto de RNA cppaimente em sistemas onde grandes
segmentos exdgenos sao inseridos (Giddags., 2000).

As espécies classificadas no gén&abravirus Pepper ringspot virugPepRSV),
Tobacco rattle virugTRV) e Pea early-browning viru®EBV) (Robinson, 2005) podem ser
bem sucedidos como vetores de expressao de gdredldgos ou indutores de silenciamento
génico gracas a sua disposicdo genbmica, que pibasasbmanipulacdo génica do RNA2 sem
intervencao na capacidade de infeccdo em plantgseteiras (MacFarlane, 2010). Para esse
género, o RNA1 codifica todas as fun¢des necesspae replicagdo e movimento do virus
em planta e 0 RNA2, com tamanho menor, e de caitstd variavel, codifica a capa proteica

do virus, além de outras proteinas ndo estruturais.
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Estudos relatam a aplicabilidade de TRV e PEBV comtwres de VIGS para
direcionar os estudos de genes vegetais ou intedglanta-patdbgeno, no entanto, o TRV,
gue nao ocorre no Brasil é considerado uma prageeqgtenaria (categoria Al) pelo MAPA,
tem o seu campo de pesquisa limitado. No entaef@RBV, foi relatado pela primeira vez no
Brasil na década de 60 (Kitajined al., 1969) e, até 0 momento, sua ocorréncia pardae es
restrita ao Brasile apresentando caracteristicaguadias ao desenvolvimento de um vetor
viral. Este projeto tem como objetivo o desenvobmto de um cDNA do isolado CAM de

PepRSV com atribuicdes necessarias para infeccimaenas pelo sistema de agroinfiltracao.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Modificacéo do vetor binario pPCAMBIA

Inicialmente, modificou-se o vetor binario, pPCAMBIAlajdukiewiczet al., 1994),
via PCR utilizando oprimers antisenso aaaAscl-LB 6640 e senso cccPacl-NQ$abela
1), com a intencdo de inserir sitios de clivagema @ enzimas de restricdo Ascl e Pacl
(Figura 5). Esses primers foram desenhados a prtgequencia consenso dos acessos de
pCAMBIA disponiveis no GenBank.

Posteriormente, substituiu-se o sitio multiplo denagem do pCAMBIA em
detrimento ao sitio do plasmideo pBluescript Il §BFigura 5), visando ampliar a regido de

restricéo.

2.2. Isolado viral e plantas utilizadas

O isolado CAM de PepRSV (isolado de Campinas, cegidr Prof. José Osmar
Gaspar, UNESP, Sao José do Rio Preto/SP) foi ntaatjgropagado por meio de inoculagdo
mecanica enNicotiana benthamianaO extrato foliar, usando como fonte de inocula, fo
preparado a partir de folhas Nebenthamiananfectadas, armazenadas em freezer a -80°C, e
maceradas em tampdao fosfato 0,01M pH7.0, contemdfitosde sbédio e em seguida
inoculadas mecanicamente. As plantas utilizadaanfomantidas em casa de vegetagao
(figura 6).

Tabela 1: Sequéncias dprimers utilizados na modificacdo do vetor binario pPCAMBA

*sublinhado = sitios de enzimas de restricao.

Identificacdo dgrimer Sequéncia dggrimers
aaaAscl-LB 6640 rev *5'- tttggcgcommatttgtttacaccacaat-3'
cccPacl-NOS 43 for *5'-cccttaatagnatttccccgatcgttcaaac-3'
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Figura 5. Representacdo esquemética da introducadms sitios de clivagem Ascl e Pacl
(via PCR) e do sitio multiplo de clonagem de pBluegpt por ligacdo de produto de
PCR. O sitio de clonagem obtido a partir do pBluescliggK+ (pBS) (amplificado pelos
iniciadores T7 e T3) foi inserido entre Ascl e Pacl
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Figura 6. Plantas deNicotiana benthamiananfectadas com o isolado CAM de PepRSV.
Essas plantas foram inoculadas de forma mecamtayspensédo de tampao fosfato) com o

isolado de Campinas cedido pelo Prof. José OsmspaBa
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2.3. Sintese de oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar emuencia do cDNA do isolado
CAM (Tabela 2) foram desenhados a partir de seqa€m®NAL (NC_003669) e RNA2
(NC_003670) depositadas no banco de dados DDBJ/EGE1IBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/GenbankPrimers foram desenhados adicionando ancorase regifes

(que tipo de regibes) para serem sobreposiciorEtasrealizacdo do “Fusion PCR”.

Tabela 2: Sequéncias dprimers utilizados durante a construcéo do cDNA do isolad
CAM de PepRSV.

* letras mailsculas = a sequéncia parcial origsnde p35S e mindsculas de origem viral

Identificagdo dgrimer Sequéncia dggrimers

35S + PepRSV RNA-1 S-AGTTCATTTCATTTGGAGAGGaaaacaattagaatattt
- ! *
5'Cloning For (P1) gaa-3

PepRSV-3'Cloning 5'GCCAGCGAGGAGGCTGGGACCATGCCGGCCgggcpt
+HDV5'Half Rev (P2) gataacgttcacgg -3' *

35S + PepRSV RNA-2 5-AGTTCATTTCATTTGGAGAGGaaaattttcagaatgtctt
5'Cloning For(P3) cg-3'*

PepRSV-R1-5' Rev-2 (Pil) 5'-ctccacgaatttcccggaaa-3'

PepRSV-R1-3' For-2(Pi2) | 5'-ggtatatgaaacagtgaaaga-3'

PepRSV-R1-3' For-3 (Pi3) 5'-gtatgtcaaaggagatcagaa-3'
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2.4. Extracao do RNA total isolado do CAM de PepRSV

Amostras foliares, apresentando sintomas como aeéisticos foram coletadas de
plantas déN. benthamianaaproximadamente 14 dias pés-inoculacao (Figur® 63NA total
foi extraido, utilizando a solucdo “Plant RNA reatjeInvitrogen), conforme as orientacdes

do fabricante.

2.5. Sintese do cDNA viral e amplificacéao

O oligonucleotideo antisenso PepRSV-3' Cloning +BDNalf Rev (P2) (Tabela 1)
(5'GCCAGCGAGGAGGCTGGGACCATGCCGGCC Cgggcgtgataacgtigad'), desenhado a
partir da sequéncia comum da extremidade 3' de R&IRNAZ2, foi utilizado na sintese do
cDNA do isolado CAM de PepRSV. Para a reacéo des¢rggdo reversa, 5yl de RNA total
extraido foi usado compl de dNTPs 10mM, @l de primer PepRSV-3'Cloning +HDV5'Half
Rev (P2) (10mM) (Tabela 1) eibde &gua Milli-Q autoclavada. A reacao foi aquaa@d75°C
por 5 minutos e resfriada no gelo por mais 5 misiuéon seguida, adicionou-se a reagdb 4
de tampéo 5X FS, @l de DTT (0,1M), 1l de RNase OUT e[l da enzima transcriptase
reversa Superscript 11l (200]) (invitrogen). A extensdo de cDNA foi feita a teematura de
48°C por 60 minutos. A enzimafoi inativada com atamento da solu¢gdo em 75°C por 15
minutos.Na tentativa de fragmentar o RNA, adicieeeulul de RNase H (Invitrogen) a
solugéo acima, e a mesma foi submetida a condig&3C por 30 minutos.

Um segundo olinucleotideo, iniciador senso 35S pR™/ RNA-2 5'Cloning
For(P3) (5'GCCAGCGAGGAGGCTGGGACCATGCCGGCCgggcgtgattcacgg -3") no
qual se anela na extremidade 5' do RNA2 de CAMsifietizado para utilizacdo na reacéo
na cadeia de polimeraspo{ymerase chain reactionPCR). Para amplificar a regido RNA1
do isolado CAM, oprimer senso 35S + PepRSV RNA-1 5'Cloning For (Pl1) (5-
AGTTCATTTCATTTGGA GAGGaaaacaattagaatatttgaa-3')g@iFa 7) foi utilizado com
mesmo primer antisenso PepRSV-3'Cloning +HDV5'IR&!V.

Para recuperacao do segmento gendmico total do RB#lizamos a fragmentacao
do cDNA do PepRSV em RNAL1 1-5, em que é mantido atihzacdo do primer P1 como
senso e o primer PepRSV-R1-5' Rev-2 (Pil), comizamo, (Tabela 2). Para amplicacbes
internas foi utilizado o primer PepRSV RNA1l 1-3 ePepRSV-R1-3' For-2(Pi2) com

iniciadores senso os inibidores senso e P2 (T@&)etntissenso. (Figura 7).
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2.6. Andlise das sequéncias do cDNA do isolado CAM

As sequéncias de nucleotideos do cDNA do isoladd/1Gé&ram compiladas no
programa Staden Package (Stadstnal., 2003). As sequéncias foram alinhadas com
sequéncias de CAM pelo método Clustal W (Thompetaadl., 1994) e depositadas em banco
dados DDBJ/EMBL/GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genkga

Os alinhamentos das sequéncias de nucleotidecdogepalo método de Clustal W

forneceram dados necessérios para o desenvolvirdertDNA viaAgrobacteriunspp.

2.7. Reagcao em Cadeia daPolimerase - PCR

As reacOes de PCR descritas nesse trabalho foréas fgilizando os seguintes
reagentes (New England Biolabs - NEB) e concengsig@ra um volume final de 50 pl: 5ul
do cDNA, 10 ul de dNTP (2,5 mM), 5 ul de tampéao“BReaction buffer” (60 mM Tris-S©
em pH 9,0; 20 mM (NE2SO;; 2,0 mM MgSQ); 2,0ul deLongAmpDNA Polymerase (NEB)
para minimizar o erro de incorporacdo de nucleofidelurante a amplificagdo dos
fragmentos, 2 pl de cada iniciador (senso e o emds 10mM) e 24 ul de agua Milli-Q
autoclavada. A amplificacao foi realizada em tenclador Mastercycler (Eppendorf) com as
seguintes condi¢cdes 80° C por 1 minuto (1 cicld}y, ® por 2 minutos (1 ciclo), passando a
seguir para 35 ciclos, sendo cada um compostoedraturacédo das fitas a 94°C por 15
segundos, anelamento dos iniciadores a 56°C poin@itane, no ultimo ciclo, extensao a
65°C por 4 minutos. Concluidos os 35 ciclos a teatpea permanece a de 65°C por 10

minutos (1 ciclo).

2.8. Modificacdo do cDNA de CAM a partir da insercé do promotor 35S CaMV e da
ribozima

Os produtos de cDNA de RNAL1 e RNA2 do isolado CAMREpRSYV por PCR,
foram submetidoa a adicdo de adenosina na extrdmigla-overhanging, por intermédio
de 0,2 unidade déaqDNA polymerase (Invitrogen) sobre condi¢cédo de 72€30 minutos,
para facilitar a clonagem desses fragmentos emr vamercial TA “pGEM-T Easy”
(Promega) ou “pCR TOPO cloning Kit for sequencifigivitrogen). Em seguida, o DNA foi
purificado, a partir de gel de agarose a 0,8 %) (porado com violeta cristal (40pg/mL),

utilizando o kit “PureLink Gel extraction(Invitrogen) de acordo com as orientagbes do
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fabricante. Ao término desse procedimento, o cDBAyrificado foi clonado em vetor TA
utilizando “pCR TOPO cloning Kit for sequencinghyitrogen) e pGEM-T Easy (Promega),
conforme as recomendacdes do fabricante. Em segpideedeu-se a transformacdo em
células competentes #&scherichia colicepa DHb.

Apés a confirmacao da identidade e da integridadeDNA de PepRSV RNAL 1-5
(extremidade 5' de RNA1), do PepRSV RNA1l 1-3 (ewidade 3' de RNAL) e do clone
PepRSV RNAZ2; esses foram modificados com a adigdond promotor e de uma cauda de
ribozima (HDV).

Para a adicao do promotor 35S@auliflower mosaic virugCaMV), atribuiu-se um
sitio para Ascl via PCR, a partir dpsimers: Ascl-35SP-For (V14) e P35S-3' Rev (P16)
(Tabela 3), desenhados para conter uma sobreposité® a regido de extremidade 5' de
RNA1 e RNA2. Apos a PCR, o produto amplificadodaalisado por eletroforese em gel de
agarose 0,8% (p/v). O DNA correspondente ao fragmmele 170 pb (Figura 7A) foi
purificado e eluido do gel corado com violeta atistitilizando o “PureLink Gel extraction
kit” (Invitrogen) conforme as orientacdes do fabricante.

Para o cDNA de PepRSV RNAL1 1-5, utilizou-se o mmildr senso 35S + PepRSV
RNA-1 5'Cloning For (P1) e o antisenso PepRSV-RR&y-2 (Pil) e, mantendo-se 0 mesmo
procedimento de amplificacéo e recuperacéo pararagior.

Em seguida, esses fragmentos foram fusionadoovexlap-extention PCR”(Tabela
4) sobre orientacdo da Figura 7A. O produto dedusdssettdscl-p35S-PepRSV RNA1-5,
foi ligadoao vetor comercial pPGEM-T Easy (Promegdjansformado er&.colicepa DHaO
(Figura 7A).

Para a segunda subclonagem do RNAL, PepRSV RNAnaesficado a partir da
adicdo de uma cauda de ribozima via PCR, cqmmer HDV-Pacl Rev (HDV) (Tabela 2)
foi clonado em “pCR TOPO cloning Kit for sequencirggura 7B) e mantido enk. coli
cepa DHb.

Os clones pGEM-T Ascl-35S-PepRSV RNA1 1-5 obtidg®saa insercdo do
promotor 35S CaMV e o clone PepRSV RNAL 1-3- P&4DV ribozima foram previamente
selecionados pelo tamanho estimada em gel de aga@8 % (p/v) corado com brometo de
etidio, a partir da digestdo com EcoRI. Esses fodggeridos com Pstl, sitio de restricdo
presente no vetor e Xbal presente na organizacGongea de PepRSV. O fragmento
liberado a partir do clone PepRSV RNAL 1-3- PatkIDV foi clonado em pGEM-T Ascl-
35S-PepRSV RNAL1 1-5 resultando no cDNA inteiro d¢AR modificado de CAM em vetor

comercial.
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Para modificagdo do cDNA RNA 2 do isolado CAM depR8V, a estratégia
utilizada foi semelhante a adotada para modificalficDNA do RNA1. O cDNA PepRSV
RNAZ2 foi amplificado via PCR utilizandprimer antisenso HDV-Pacl Rev (HDV) (Tabela 3)
em associacdo ao iniciador senso P3 (Tabela 2urgrig). Em seguida, p35S CaMV foi
amplificado como os iniciadores Ascl-35SP-For (VE1)P35S-3' Rev (P16) (Tabela 3).
Ambos foram fusionados via “overlap-extention PQR&4bela 4), como descrito para RNA1-
5, organizando assim uma quimera determinadagasieettgp35S-RNA2-HDV Pacl (Figura
8). Apos a fuséo, o fragmento obtido foi clonado“p@R TOPO cloning Kit for sequencing”

(Figura 8A) e transformado em DkBepa dee. coli

Tabela 3 Sequéncias d@rimers utilizados para atribuir um promotor e uma
terminador ao cDNA do isolado CAM de PepRSV.

*sublinhado = sitios de enzimas de restricao.

Identificagdo dgrimer Sequéncia daggrimers
Ascl-35SP-For (V14) *5'-tatttaaggcgcgccacgacacacttgtctactcc-3'
P35S-3' Rev (P16) 5'-cctctccaaatgaaatgaacttcctt-3'

HDV-Pacl Rev (HDV) *5'-attaattagatcccattcgcattgcccagccggcgcecagceg
aggaggctgggaccatgccggcc -3'
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Figura 7. Estratégias de clonagens utilizadas par@cuperar o segmento genémico de
PepRSV RNA1. A.Demonstracdo esquematica do PCR de fusdo entre G894\ PepRSV
RNA 1-5 e, posteriormente a clonagem em vetor comgtGEMT-Easy-, estabelecendo a
construcdo pGEM-T Ascl-35S-PepRSV RNA1 1-5. B. FRiXA1 1-3 foi adicionadauma

cauda de ribozima via PCR o qual foi clonado em garROPO, pcR4 PepRSV RNA1 1-3-
Pacl - HDV.

45



46

A
YH camy 355
 ———— |
170pbh |, =
Fig! Faiian FOR
! {Owrrlap rytensian)
Py !
! F“lu'il"f RHAZ Forko de
170006 o @Ba Mpuniy
P2 B

Vi

A Bocl pISS PepRSY RMA? PaclyDy 03+ WDV 34

1.870ph

|

r M

PCRA Ascl-355-PepRSY RNAZ-Pacl-HDV

4.000ph do vetor = 1.870ph do inserto

| & 7

Figura 8. Estratégias de clonagens utilizadas pan@cuperar o segmento genémico de do
RNA 2 de PepRSV. A.Demonstracdo esquematica do PCR de fusdo entre GB&Ve
PepRSV RNA 2 e adi¢cédo da ribozima (HDV), posteremte a clonagem em vetor comercial
pCR4 TOPO, estabelecendo a construcdo pCR4 AscP8pRSV-Pacl-HDV. B.

mecanismo de transferéncia do cDNA entre o vetorecoial para o vetor binario.

46



47

Tabela 4 Programa utilizado para overlap-extention PCR

Programa 1 Programa 2 - OVERLAP|
94°C - 5 minutos 95°C - 2 minutos
30 ciclos 35 ciclos

94°C - 1minuto 94°C - 30 segundos

55°C - 1minuto 56°C - 1 minuto

65°C - 1minuto 65°C - 4 minutos
Término dos ciclos Término dos ciclos
65°C - 10 minutos 65°C - 10 minutos

2.9. Adequacdes nucleotidicas em cDNA CAM modificad pela insercdo de um
promotor e uma ribozima para atribuir capacidade deinfeccdo via Agrobacteriumrem

plantas hospedeiras

Na tentativa de recuperar o cDNA presente na aagétr P35S-RNA2-HDV foi
realizada digestdo com enzima Pmel e, ap0s sedgcimrfragmento de maior tamanho,
removeu-se utilizando a enzirfil-in com Mung bean nucleas®, nucleotidio adenosina, o
que permitiu a formacdo de uma sequéncia ahrigsises fragmentos foram digeridos com
Ascl e purificados a partir de gel de agarose aedetucom “PureLink Gel extraction
kit"(Invitrogen). O mesmo procedimento foi mantidara o vetor de expressdo pCAMAP,
cortando com Pacl primeiro, digerindo extremidadstaicada coriMung bean nucleasgara
fill-in e digerindo, em seguida com Ascl. Esses produi@sf entdo, ligados com T4 DNA
ligase. ApoOs a , a nova construcgao foi transfornead&. coli DH5a. Os clones selecionados
foram submetidos a um processo de digestdo compasal confirmar a presenca do inserto
em vetor binario. Confirmado em gel de agaroseoe spquenciamento, o clone pCAMAP-
RNA2-PepRSV (clone 28).

A partir de uma mutacdo nucleotidica identificada sitio da ribozima (HDV)
gerada nos clone cDNA RNA1 e cDNA RNA2, buscou+seuen vetor binario ja modificado
e testado para TRV uma alternativa que inclui atwicdo da ribozima. O TRV que é uma
praga quarentenaria no Brasil, apresenta dificelglal® utilizacdo e manutencdo em territorio

nacional. Em virtude dessas informacdes foi utiliza segundo segmento genomico do virus
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TRV, o RNA2, que comprovado cientificamente naceapnta riscos de disseminacao, pois
esse segmento ndo contém genes capazes de pramoteccdo sistemica, mas ORFs para
capa proteica e outras fungdes ndo estruturais.

O backbonedo pTRV2-MSC contendo p35S duplicado, ribozima sRCMoV,
terminador NOSleft bordere right border foi amplificado por PCR utilizandproof-reader
Phusion DNA polymerase (New England Biolabs) qummer senso PepRSV Ribo pCAM
For (5-CCG TGA ACG TTA TCA CGC CCG TCT GTA CTT ATACA GTA CAC TGA
C-3) e o antisenso pCAMBIA-0380 (5-AAC ATG GTG GCTAG GAA TT-3). O
segmento de RNA2 de PepRSV também foi amplificddi@aando primerssenso Ascl-35SP-
For2 (5-AAG GCG CGC CAC GAC ACACTT G TC TAC T-3¥)o antisenso PepRSV Ribo
RNA2 Rev (5-GTC AGT GTA CTG ATA TAA GTA CAG ACG GG GTG ATA ACG
TTC ACG G-3'). Ambos produtos da PCR foram fusiasadtilizando “Overlap-extention
PCR” (Figura 9) e ligados as extremidades com gaede fosforizacdo copolynucleotideo
kinase(NEB) e, em seguidaTd DNA ligasg NEB). Esta ligacéo foi transformada &mcoli
cepa DH10B, mais apropriada para recepc¢ao de gramdtrucdes. Assim, o clone de RNA2
foi inserido com a sequéncia do ribozima de sSCMoV.

Com a confirmagédo desse clone, p35S-RNA2-RZsSCMOXNIBIA,buscou-se a
associacdo entre o RNALl presente em pGEM-35S-RN&IHPDV e o backbonedo
pTRV2-MSC modificado pela presenca do RNA2, inmmiahte presente em pCR4-TOPO-
35S-RNA2-Pacl-HDV, com a finalidade de manter ommesitio de ribozima, sSSCMoV.

Assim, iniciou-se essa nova etapa com digestdoadigs sitios Ascl e Pacl, tanto
para pGEM-35S-RNA1-Pacl-HDV quanto para o vetorBNA2-RZsSCMoV-pCAMBIA
seguindo as orientacGes do fabricante. Em segoi@®\A correspondente ao fragmento do
RNAL1 (Figura 10A) foram purificados e eluidos dd de agarose 0,8% (p\v) corado com
violeta cristal, utilizando o “PureLink Gel extramt kit"(Invitrogen) conforme orientacdes do

fabricante. Posteriormente, clonados e transforsiadte. colicepa DH10B.
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Figura 9. Representacdo esquematica da insercdo @RNA2 em backbone do pTRV
RNA2. Demonstragdo esquemética da PCR de fusdo entre F8A3 (Ascl-35S-PepRSV
RNA2-Pacl-HDV) em vetor binario (pCAMBIA) modificadpara receber RNA2de TRV.
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Figura 10. Representacao esquematica dos clones eator binario com 35S do CaMV e
ribozima do SCMoV. A- Cassette p35S-RNA1-sSCMoV; B-Cassette p35S-RNA2-
sSCMoV.
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3. Resultados

3.1. Desenvolvimento de Oligonucleotidios internos paro RNAL

Considerando a dificuldade em recuperar o RNA12.8b) inteiro por meio da
PCR, propde-se o desenho de nguasersinternos, entretanto, mantendo sobreposicao der
porcdes dos fragmentos amplificados que contémitiomde enzima de restricdo Xbal no
meio. Foram PepRSV-R1-5' Rev-2 (Pil), PepRSV-REeB8-2 (Pi2) e PepRSV-R1-3' For-3
(Pi3) (Tabela 1).

3.2. Amplificacao e clonagem do cDNA gendmico do isoladcAM de PepRSV

A amplificacdo por PCR dos fragmentos gendmicossdado CAM de PepRSV
resultou na obtencdo de fragmentos de RNA2 coogpkeipartir da combinacao dmsmers
P2 e P3 (Tabela 1) (Figura 11B), no entanto, a ifinggdo do cDNA do RNAL1, utilizando a
combinacdo deprimers P2 e P1 (Tabela 1) ndo foi satisfatéria pela impigdade de
amplificacdo de forma integra do segmento de umaezd Na tentativa de superar esta
dificuldade, optou-se por separar o segmento do RKE879 nt) em duas regides, sendo
assim designada como regido 5' do RNA1, compreelodgmroximadamente 4.200 pb (clone
PepRSV RNAL 1-5), e regido 3' do RNAL, com 3.60(qgine PepRSV RNAL1 1-3) (Figura
11A).
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) remlo com brometo de etidio,
mostrando a amplificacdo do fragmento do genoma dsolado CAM de PepRSV.A:
Amplificacdo de cDNA do RNA1 dividido em dois fragmtos. Al: PepRSV RNAL 1-3
(~3.600 pb), A2: PepRSV RNA1 1-5 (~4.200 pb). BN&Ddo menor segmento genémico,
RNAZ2, (estimativa 1.700 pb). M=DNA ladder 1kb (Femmas).
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3.3.Analise das sequéncias do cDNA do isolado CAM tRepRSV

Os clones obtidos em vetor comercial pPGEM-T e p@RARO foram selecionados a
partir de digestdo com EcoRl, sitio presente emoanals vetores que flanqueiam a regido do
inserto. Os clones foram selecionados pela posgdimmada em eletroforese de gel de
agarose, sendo conferidos por meio do sequenctandos fragmentos realizado pela
empresa Macrogen (Coréia do Sul). Os dados obfttdtas analisados utilizando o programa
Staden PackagéStadenet al., 2003) para confirmar a integridade das sequéngipds a
confirmacdo, essas foram identificadas a partir a@adlise do algoritmo Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.ggfAltschul, et.al., 1990) em comparacdo com as

sequéncias ja depositadas nesse banco de dados.
As sequéncias nucleotidicas do RNAl1 e do RNA2, rdasc nesse trabalho,
apresentaram 99,8% de identidade com as sequédoiassolado CAM de PepRSv

depositadas por Berch e colaboradores entre 198992em banco de dados.

3.4Modificacdo cDNA RNA2 via PCR

Para construgdo do cDNA vigAgrobacterium ap6s a confirmagdo, por
sequenciamento, da identidade do segmento de cB&®mico do RNA2 do PepRSV
clonado em pCR4-TOPO, iniciou-se a modificacao rgrhento com adicdo do promotor
35S de CaMV, por intermédidverlap-extensio®®CR (PCR de fuséo) (Figura 12). Também,
procedeu-se a insercdo do sitio de clivagem Asoéxteemidade de 5' do promotor, para
subclonar em vetor binario modificado de pCAMAP.

Para avaliar a viabilidade da utilizacado desseeclondificado (pGEM-T Ascl-35S-
PepRSV RNA1-Pacl-HDV), foram realizados testesamsoccomo liberacdo do inserto a partir
da digestdo com Ascl e Pacl, segundo as recomesslad® fabricante. No entanto, o
resultado obtido n&o descreve o esperado (Figuja A3iberacdo de trés fragmentos
demonstra a presenca de dois sitios de restrigélp $&gdo um presente no genoma viral e
outro na constituicdo dprimer utilizado durante a adicdo da cauda de HDV. Assm,

estratégia de clonagem teve que ser modificada.

53



54

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose (0,8 %Jprado com brometo de etidio,
mostrando o RNA2 em fusdo com 35SResultado do processo de fusdo entre o 35S e
PepRSV RNAZ2 a partir da representacao esquemaicsiS8DNA ladder 1kb (Fermentas).
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 0(8%) corado com brometo de etidi.
Digestéo Ascl e PaclPlasmidiopCR4 RNA1 13 digerido com Ascl e Pe. M=DNA ladder

1kb (Fermentas).
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A subclonagem docassette p35S-RNA2-HDV em pCAMAP foi programada
utilizando sitio de restricdo presente no sitiotiplal de clonagem do pCAMAP e sequéncia
blunt endno inserto. Primeiramente, o vetor pPCAMAP foi memo pela digestdo com Pacl
e, posteriormente, as extremidades digeridas ddong bean nucleasepara gerar
extremidades abruptas, ou séjaynt end(Sambrooket al., 1989). A reacao foi terminada
adicionando SDS na concentragdo final de 0,01%s/Apdacdo, o DNA foi precipitado com
etanol e foi resuspendido e, em seguida, digermm @&scl. Apdés a digestdo, o DNA
contendo as extremidades Ascblent endfoi purificado a partir do gel de agarose 0,8%
corado com cristal violeta. O RNA2 foi preparadongedo similar a pCAMAP, utilizando a
enzima Pmel no lugar de Pacl. Estes fragmentosnfeeunidos em um eppendorff sobre
acdo da enzima ligase e, posteriormente, tranaftwenemkE. coli. Assim, o clone P35S-
RNA2-HDV passa a ter um unico sitio para Pacl naralda regido 3'UTR que se

complementa com a mesma regido em RNAL.

3.5. Modificagdo cDNA RNAL via PCR e recuperando fragmento inteiro de RNA1 do
isolado CAM

A partir da confirmacdo por sequenciamento da ridage do clone, iniciou-se a
modificacdo do clone PepRSV RNA1 1-5, com a adiddgromotor 35S de CaMV, por
meio deOverlap-extensio®CR (PCR de fusdo). Para direcionar essa técaifragmento de
PepRSV RNAL 1-5 e 35S CaMV apresentam uma regiasodeeposicédooferlap de 40
nucleotideos que auxiliam na confeccadetaplate Apos a amplificacdo do fragmento do
DNA do RNA1 1-5 fusionado com 35S (Figura 14}eegoi clonado em vetor comercial
pGEM-T Easy.

A modificacdo da extremidade 3' do RNAL, RNAl 1edm a adicdo de 54
nucleotideos do sitio de ribozima HDV,apés a re§i@d R, foi inicialmente selecionada em
gel de agarose 0,8% a partir do tamanho estima@dogoiagmento, quando esse foi liberado
do vetor comercial (Figura 15). O resultado esperéml congruente com o tamanho
observado de 3800bp. Para validar esse resultadacloses foram consecutivamente

sequenciados e identificados a partir do algoriBiast.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) remlo com brometo de etidio.
Amplificacdo do cDNA de PepRSV RNA2 e 35%A1: Resultado da 22 etapa da fusao
usando enzima LongAmp. B: Comparacao entre o ms&n PCR com o produto fusionado;
B1: fragmento néo fusionado B2: fragmento fusion&dteDNA ladder 1kb (Fermentas).
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose (0,8%)remlo com brometo de etidio, dos
clones selecionados para 0 RNAL1 1-3 em fusdo con533. plasmidiopCR4 RNAL 1-3:
dois plasmideos purificados sem digestao enzimatidageridos com EcoRI. Al. PepRSV
RNAL 1-3 clone 1, sem digestéo; A2 digestdo comrREd@=DNA ladder 1 kb (Fermentas).
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Para reunir os fragmentco cDNA do RNAL, inicialmente durante obteng&o do
cDNA pela técnica RRCR utilizou-seum sitio de restricdo comum aos vetores comet
pCR4-TOPO e pGEM-, Pmel, juntamente com o sitio para Xbal preseateonstituicas
gendmnica do RNAL1 do isolado CAM. Sejaram-se esses fragmentos por eletrofor
(Figura 16) em seguidégram eluidos por meio d®@ureLink Gel extraction ki(Invitrogen)
de acordo com as orientacfes do fabric. O plasmidio foi fechad@l7A). Posteriormente
confirmou-setambém por eletroforese a liberacdo do fragmentpdaximadamente kpb e

o vetor comercial com 3pb (Figura 17B
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Figura 16. Eletroforeseem gel deagarose 0,8%) corado com brometo de etidic dos
clones selecionados para 0 RNA1-3 e pGEM-T 35S-RNA1 1-5digeridos com Xbal e
Pstl. 1. plamido fechado; 2Plasmidio pGEMT 35S- RNA1%- digerido; 3.Plasmidio
fechado4. cDNA RNA1 -3. M=DNA ladder 1kb plus (Invitrogen).
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) remlo com brometo de etidio, dos

clones selecionados para pGME-T - RNA1 PepRSV.. &lones selecionados a partir da
clonagem de pGME-T 35S- RNA1 1-5 e cDNA RNAL1 1-3 ABpartir da selecéo do clone 1
da Figura A procedeu-se a digestdo para lineadzeonstrucdo com Pacl. Na coluna 2

observa-se o resultado da digestdo com Ascl e MaENA ladder 1 kb (Fermentas).
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3.6. Atribuicdes infectivas ao cDNA do isolado CAM

Para confirmar a identidade e integridade das qaisneGEM-T Ascl-35S-PepRSV
RNA1-Pacl-HDV e pCAMAP e p35S-RNA2-HDV, os clonegeyiamente selecionados por
uma digestdo com Ascl e Pacl geraram dados nudbdesti através do sequenciamento
automatico pela empresa Macrogen (Coréia do Ssges€ clones foram avaliados pelo
programa Staden Package (Stadeal.,2003) e analisados utilizando o algoritmo Blash E
relacdo a identidade, os clones mostraram coerémsas de acordo com a integridade, uma
mudanca nucleotidica presente na cauda de HDVhitiziaa conformacao dessa proteina.

A mutagcdo na sequéncia de ribozima de HDV podesity inserida durante o
processo de PCR, por erro de incorporacdo. Umaitid&o nucleotidica foi observada na
posicdo 32 nt (de 54 nt de ribozima). Essa modifioapoderia ser significativa, podendo
levar a perda da funcdo da ribozima, devido a piiskside de mudanca da sua estrutura
secundéria. Os esforcos ndo foram contidos, buseone desenvolvimento de novos
oligonucleotideos, que continham a sequéncia deirita de HDV (HDV Pacl Rev) em sua
estrutura, tentar solucionar esse problema, mast@acao persistia.

Uma alternativa foi substituir a cauda de HDV pedauda de outra ribozima de
Subterranean clover mottle virus satellif@ZsSCMoV), ja fusionada em um outro vetor
expressdo. Para tanto, utilizou-se o backbone dor VMCAMBIA-TRV-RNA2 (pTRV2-
MSC: pYL156) (Figura 9). Por se tratar de uma prggarentenaria ausente no Brasil, 0
RNA2 de TRV foi utilizado em detrimento ao RNAL @eduséncia de genes estruturais
capazes de promover e manter a infeccao sistémical@tas hospedeiras. O arcabouco
desse segmento gendmico foi mantido com a intedgdonanter riboziméubterranean
clover mottle virus satellitRZsSCMoV), fusionada em vetor pCAMBIA.

Para esse exercicio utilizou-se lmckbone do vetor pCAMBIA-TRV-RNA2
(PTRV2-MSC: pYL156). Os dois fragmentos, P35S-RNAdackbonedo pTRV-RNA2
(RZsSCMoV-pCAMBIA) foram amplificados separadamep@ PCR utilizando Phusion
DNA polymerase (Figura 18A). Depois estes fragmeritvzam fusionados como mostra a
Figura 12B. ApoOs a ligacdo em plasmidio vetor, foriansformados eri. coli (Figura
18C). Essa clonagem foi confirmada por sequencitomen

Com a inteng&o de construir o cDNA doRNA1 do P&gRm vetor binario P35S-
RNA1-RZsSMoV-pCAMBIA, esforgos foram concentrados eéeunir os fragmentos de
PepRSV RNA1 1-5 + 35S com PepRSV RNA1 1-3 + Asclwem unico vetor, pGEM-T
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Easy, para em seguida subclona-lo em P35S-RNA2-B¥eY-pCAMBIA em substituicdo
ao RNAZ2 através dos sites de Ascl e Pacl (Figura 7)

Inicialmente, pensou-se em substituir a regidaoRNA 1 pela regido 3' do RNA 2
de PepRSV, devido a identidade existente na extig@iei 3' entre esse segmento gendémico e
com a finalidade de remover erros obtidos duranteodificagdo do RNA 1 1-3. Assim,
removeu-se o inserto de RNA2 utilizando as enziRed e Ascl do clone pPCAMAP-RNA2-
PepRSV (clone 28) e subclonou-se em P35S-RNA2-REESETRV-pCAMBIA (Figura?).

A préxima etapa foi ainsercdo dos segmentos RNAE RNA1 1-3 em um Unico
vetor plasmidial. Para esta clonagem, selecionausi@o Pstl (presente no vetor plasmidial)
e Xbal (no inserto) e utilizou-se os clones P35ARN-5 em pGEM-T e 0 RNA1 1-3-HDV
em pCR4. Para essa construcéo, o clone P35S-RNARGEM-T foi submetido a digestéo
inicial como Xbal em tamp&o NEB 4. Em seguida, oADidi purificado por precipitacao
com etanol. Posteriormente o DNA foi digerido costl2m tampao NEB 3, separado por
eletroforese e eluido do gel de agarose. O ingRNA1 1-3-HDV foi separado do vetor
pPCR4 com mesmas enzimas Xbal e Pstl como des@ifweparacdo de P35S-R1-5-pGEM-
T. Esses fragmentos foram ligados com T4 DNA ligasasformados erg. coli DH10B e

apos, confirmados por meio do sequenciamento.
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Figura 18. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) remlo com brometo de etidio, do
cDNA do PepRSV RNA2 por PCR de fusaoA. Amplificacdo dobackbonedo pTRV e
RNAZ2. Pocos 1 e 2=Backbone do pTRV; poc¢o 3= angalgdo de RNA2. B. Fusao por PCR.
Poco 1=DNA fusionado de (??Bpackbonedo pTRV e P35S-R2. C. Clones P35S-R2-
RZsSCMoV. Pocos 1 e 3=clones 1 e 2. Pocos 2 eahesll e 2 linearizados com Ascl.
M=DNA ladder 1kb plus (Invitrogen). N=fusionadosrafragmentos ndo fusionados.
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4. Discussao

Esse trabalho relata a construcdo do cDNA do isoléddM de PepRSV com
atribuicdes infectivas vidgrobacterium O construcdo dessa ferramenta molecular marca o
inicio do desenvolvimento de uma nova técnica emrs®s de genética reversa para estudos
com PepRSV.

A ferramenta proposta consiste em introduzir na umagia vegetal, genes de
interesse de forma transiente, sem a caracterggitereditariedade. A alta replicacdo viral e
a rapidez em que ocorre séo fatores que tornamvesseespecialmente atraente. Dentre 0s
varios vetores virais de plantas, destacarmia®acco mosaic viruéTMV), Alfalfa mosaic
virus (AMV), Potato virus X(PVX), Cucumber mosaic viru6CMV) e Tobacco rattle virus
(TRV) (Yusibov, et al., 1999; Gleba e Klimyuk, 200Matsuo e Hong, 2007; Liet. al.2004)
que, normalmente, sintetizam proteinas virais capale suprimir o silenciamento génico,
mecanismo de defesa desenvolvido pelas plantaggposta a infeccdo e ocorre a partir da
degradacdo de mRNA (RNA mensageiro) do gene alvo.

Inicialmente, tentamos recuperar de forma integnbas 0os segmentos gendmicos
do isolado CAM utilizando a técnica de RT-PCR. Nuaato, a recuperacdo do RNAl
completo foi falho. Para sanar essa primeira ddide, dividimos o segmento genémico do
RNA1 em dois fragmentos menores por meiopdeners internos. A amplificacdo desses
fragmentos foram mantidas em vetor comercial assomno o cDNA RNA2 durante a
modificacdo pela adicdo de promotor e cauda dezirim pois a eficacia de vetores de
proteinas de expressao requer estabilidade quaptodiicdo de proteinas pelo acumulo
consideravel de RNA genémico (Lacometeal.,2003).

Para essa metodologia aplicou-se durante o procksstonagem o promotor 35S
CaMV upstreama regidao 5’'UTR de ambos os segmentos gendmicagquzlica deverlap-
extention PCREssa técnica é baseada na sobreposi¢cdo de sieguénite dois fragmentos
envolvidos. Nessa fase ndo pode haver vulneratidigatre o final de sequéncia e o inicio da
outra, pois 0s pontos devem ser protegidos pelgigi@o.

Segundo Sharma e Sharma (2005) também €& necesiAriom terminador a
downtreamgue associado ao promotor ativem as caractegsieanfeccdo dentro do sistema
vegetal, para complementar o ciclo viral em congBc@xperimentais. A essa proposta
buscou-se entHepatitis Delta virus(HDV), um RNA auto-catalitico que apresenta um
mecanismo de replicacdo comum aos virusoides, cestrmtura de molécula secundaria

circular forte e estavel (Eirast al., 2006). No entanto, uma mutacdo pontual na cauda de
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HDV foi observada, com a possibilidade de mudaroafarmacdo bidimensional dessa
proteina e, consequentemente a uma alteracao ¢&@ofun

Novos primers foram sintetizados, mas nao resultaram na perfetegridade da
sequéncia. Portanto, adotou-se o mesmo arcaboiigadd para o vetor de expressao de
TRV, ou seja, um vetor binario pCAMBIA ja modifimd¢om a adicdo ribozima que, nesse
caso éSubterranean clover mottle virus satell{gESCMoV) (Liuet al.,2004).

Apos a modificacdo do cDNA de RNAl1 e RNA2 encordseu um novo desafio
durante a subclonagem do vetor comercial paraar atario. Na porcdo 3'UTR de RNAL e
RNA2 ha um sitio de restricdo para Pacl, o queesgp@amente inviabilizaria a técnica, pois
esse mesmo sitio foi adicionado durante amplifical@ cDNA. Assim buscou-se na técnica
de preenchimento das extremidades coesivas ponedéases uma possivel eliminacdo do
vetor Pacl inserido via PCR e, continuou-se condesenvolvimento do clone com
caracteristicas de infecgéo.

Para inserir essas construgcdes na magquinaria Veggdéamos o sistema ATTA.
Sistema Agrobacterium tumefaciensansiente assay” que tem sido utilizado com saces
para expressar genes reporteres em tecidos de fidiNicotiana benthamiana, N. tabacum,
Phaseolus vulgaris, Phaseolus acutifolius, Lactigzdiva, Arabidopsis thaliana, Pisum
sativume Linum usitatissimunfWroblewskiet al, 2005). Essa técnica € bastante promissora,
quando comparada as outras estratégias. Isso setalebem ao fato de ser rapida, sem
necessidade de regeneracao de plantas das céusf®tmadas, e, portanto, util para avaliar
a expresséao de constru¢des multiplas (Wroblewtski, 2005), pois os genes transferidos por
esse sistema sdo codificados no genoma de um pdeEsm(molécula de DNA
extracromossomico com capacidade de replicacadg¢pendente da organizacdo gendmica
do Agrobacterium(Wroblewskiet al,, 2005).
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CAPITULO 1lI

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE DOIS NOVOS ISOLADOS DE PepRSV

Resumo.

Andlises de sequéncias de RNA2 de dois novos isslddPepper ringspot virus
(PepRSV), Pivo 4 e Lavrinha, coletados dos cameo®ohateiro em Luziania (GO), Brasil,
revelaram alta identidade entre estes e o isaegmal do virus, CAM de Campinas (SP). A
analise filogenética baseada na comparacdo de reggsiéde aminoacidos (aa) da capa
proteica entre os trés isolados (Pivo4, LavrinaAd) de PepRSV nao foram capazes de
separar Pivo 4 e Lavrinha em grupo distinto doadolCAM, pois a inferéncia do algoritmo
correspondentebootstrap foi irrelevante. Todos isolados apresentaram ORFa pcapa
proteica (CP), mas ndo apresentaram homologos B&s Qa e 2b do TRV associados a
transmissdo do virus por nematoides no campo. Apacagado entre os trés isolados sugere a
insercdo muito grande apos o ORF do CP em isolRdag! e Lavrinha em relacdo com o
isolado CAM e a recombinacdo na regiao 3'UTR easrenoléculas de RNA2 e RNA1 dos

proprios isolados.
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1. Introducgéo

O géneroTobravirus esta representado por trés espécies distintasdecarsdo a
homologia entre as moléculas de RNA1 demonstradashipridizacdo, no entanto, essa
similaridade ndo € restrita ao RNAL. Robinson e rislan (1985) identificaram
complementaridade também entre moléculas de RNeASahger (1968), foi um pouco mais
audacioso e, demonstrou a formacéo de pseudo-retated entre as particulas de RNAL e
RNA2 dos isolados da mesma espécie. Em 1991, Qowddeolaboradores demonstram
recombinacao entre dois tobravirus diferentes, corROIA2 do isolado TCM de TRV tem o
terminal 5' derivado do RNA2 de TRV, a por¢cao camrovavelmente derivada do RNA2 de
PEBYV e aregido 3' do RNA1 de TRV.

O genoma de tobraviruem revelado dois genomas. O RNA1 que contém duas
ORFs grandes associadas a replicacdo viral e, ataadénte adownstreamduas ORFs
menores (1la e 1b) que codificam proteinas de matone um supressor de silenciamento,
respectivamente (Robinson, 2005). O RNA2, manténilamidade entre a 5’UTR e 3'UTR de
RNA1, mas variam entre os isolados de tobravirustraodo diferencas consideraveis de
tamanho e organizacdo gendmica.

Para o RNA2, tem-se, atualmente, a informacgé&o atidiea de 22 isolados de TRV,
cinco de PEBV e um de PepRSV disponiveis em badeatados de dominio publico, que
fornecem dados genotipicos associados codificagdoaga proteica (CP) e uma ou duas
proteinas nao estruturais (2a e 2b) envolvidas aamansmissdo por nematoide do género
Trichodoruse ParatrichodorugMacFarlaneet al.,1996; Ploegt al, 1991; Almeida, 2005).

O produto génico da ORF 2b € necessario para tiss&mpor nematoides, enquanto
o produto 2c aumenta a eficiéncia da transmiss&@edeearly-browning viru§PEBV) por
Trichodorus primitivugMacFarlane, 1999), o que néo pode ser consida@uo regra, pois
em TRV, isolado Ppk20, alteragBes nucleotidicasNA néo interferiram na eficiéncia de
transmissao via nematoi@®aratrichodorus pachydermyblernandeet al.,1997)

Existem alguns isolados com estratégias genonmcasnuns para 0 RNA2 de TRV
(Ashfacet al, 2011). Isolados que ndo possuem 0 gene relaman&ransmissao (gene 2b do
RNA2) o qual pode ser gerado com a inoculacdo nexéarepetida, por propagacao
vegetativa e por infec¢gdo via semente (Hernaetiet, 1996).

No caso de isolados de PepRSV, ndo ha informachie so heterogeneidade da
sequéncia do RNA2 pela falta de sequéncias dispenéle outros isolados, exceto o isolado

CAM (oriundo de Campinas). Recentemente, dois deslale PepRSV (isolados Lavrinha e
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Pivo4, coletados em Luziania, GO, Brasil) de toinattoram encontrados. Neste estudo, o
segmento de RNA2 dos dois isolados foi sequen@actumparado com o isolado original de
pimenta de PepRSYV (isolado CAM).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Isolado viral e condi¢cdes de manutencao

O isolado Pivo 4 e Lavrinha foram coletados em asge tomateiro (figura 2) no
ano de 2012 por apresentarem sintomas parecidosoadenisolado CAM do PepRSV. Os
dois isolados de PepRSV foram obtidos de lavoustardes cerca de 10 Km. Estes isolados
foram mantidos no freezer -80°C e em planta€ajgsicum annuurtkeda e tomateiro por até

duas geracoes.

2.2. Extracdo do RNA total

Para esse estudo, o RNA total do isolado LavrinRave 4 foiextraido a partir de
folhas com sintomas deapsicum annuurtkeda e de tomateiro em aproximadamente 14 dias
apos-inoculacdo utilizando a solugdo “Plant RNAges#’ (Invitrogen), conforme as

orientacBes do fabricante.

2.3. Sintese do cDNA viral e amplificacdo de Pivbe Lavrinha

O oligonucleotideo antissenso PepRSV-3' Cloning ¥B[Half Rev (P2) (tabelal
capitulo II) (5'GCCAGCGAGGAGGCTGGGACCATGCCGGCCqggtgataacgttcacgg -3,
que foi utilizado durante a sintese de cDNA de RN&Risolado CAM de PepRSV foi
utilizado para esses dois novos isolados, Pivowirlaa.A transcricdo reversa foi realizada
com 5ul de RNA total, @ de dNTPs de 10mM, ll de primer PepRSV-3'Cloning
+HDV5'Half Rev (P2) (50mM) (tabela 1) qibde agua Milli-Q autoclavada. A reacéo foi
aquecida a 75°C por 5 minutos e resfriada no gefonpais 5 minutos; em seguida, foi
adicionado a reacaqu¥de tampao 5X FS2 de DTT (0,1M), ul de RNase OUT el da
enzima transcriptase reversa Superscript Il (20D@hvitrogen). A extensdo de cDNA foi
feita em 48°C por 60 minutos. A reacao da enZugersrciptll foi inativada a 75°C por 15
minutos. Para amplificar 50plcDNA de Pivo4 e Lakanutilizamos 1pl do primer P3
(10mM) (Tabela 1 Capitulo 1) 1ul do Primer P2, Blol cDNA, 10 pl de dNTP (2,5mM), 5
ul de tampéo 5X “Reaction buffer” (60 mM Tris-$&m pH 9.0, 20 mM (NJ.SQ,, 2.0
mM MgSQy), 2.0ul de LongAmp DNA Polymerase. A PCR foi faii@s seguintes condi¢des
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80°C por 1 minuto (1 ciclo), 94°C por 2 minutosc{tlo), passando a seguir por 35 ciclos,
sendo cada um deles e composto por uma desnatutagéiitas a 94°C por 15 segundos,
anelamento dos iniciadores a 56°C por 1minutooeultimo ciclo, extensdes a 65°C por
2minutos concluido os 35 ciclos a temperatura peeceu a 65°C por 10 minutos (1 ciclo).
Os fragmentos amplificados foram purificados aipdd gel de agarose a 0,8 % (p/v) corado
com violeta cristal (40pug/mLytilizando o kit o “PureLink Gel extraction”(Invagen),

segundo as orientacdes do fabricante e clonadeton ecomercial pGEM-T Easy (Promega).

2.4. Sequenciamento do RNA2 dos dois isolados nodestomateiro de PepRSV

Com a confirmacao parcial obtida a partir de umdise feita em gel de agarose a
0,8 % (p/v) corado com brometo de etidio de umaalkestimada em 1.700 a 2.000pb apds a
liberacdo do inserto com enzimas de restricdo ga@Rl. Os clones assim selecionados
foram sequenciados na plataforma Macrogen (CoceBud).

Os dados nucleotideos gerados a partir da platafdtatrogen foram analisados por
alinhamento multiplo utilizando ClustalW(http://wwabi.ac.uk) (Larkin,et. al., 2007) e
visualizados na forma arvore filogenética, condauitilizando o método Maximum-
likelihood, algoritmo implementado em MEGAS (Tamued. al.,, 2011) conbootstrapde
1000 replicacoes.
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3. Resultados

3.1. Andlise de RT-PCR e deteccédo de RNAs

O RNA total de planta infectada foi utilizado comemplate para RT-PCR usando
o oligonucleotideo P2 (tabela 2) (corresponden@®dras no final do RNA1 e 2 do isolado
CAM de PepRSV) e o P3 (Tabela 2) (correspondensiéngs na regido 5'UTR de PepRSV).
O produto de cada reacéo foi analisado em elegséode gel de agarose 0,8% (p/v).

Os fragmentos de RNA2 obtidos desses dois isolimam mais longos que o do
isolado CAM (1.799nts), por causa da maior insedgioegido 3'UTR (anexo 2). E possivel
gue os varios exemplos de heterogeneidade do RNAZIRV foram originados de
inoculagbes mecanicas sequenciais durante a mgdaotetio isolado. Para evitar esses
mutantes artificiais, especialmente os mutantesl@lecdo, as amostras utilizadas para a
realizacdo do RT-PCR e clonagem subsequente foeinadas diretamente da planta do
campo (isolado Lavrinha), ou inoculadas mecanicaémema vez em uma planta indicadora
(pimentdo, isolado Pivo4) em casa de vegetacdo.q@@dro clones tiveram a RNA2
completamente sequenciados em cada isolado pat&ireds riscos de obtencdo de
sequéncias com erros advindos da RT-PCR. Assinpoksivel concluir que as diferencas na
regido 3'UTR do RNA2 entre os dois isolados namaseartefatos do processo de clonagem.

3.2. Sequenciamento de RNA2 dos novos isoladosREpRSV

O RNA2 do isolado Lavrinha apresentou tamanho @&2ats, enquanto o do
isolado Pivo4 apresentou 1.875nts. Em ambos osdes] somente a ORF do CP foi
detectada, diferentemente da sequéncia de TRV & PEB

Os ultimos 459ntsdo3'UTR do RNA2 do isolado CAM K% idéntico aos do
RNA1 do mesmo isolado, portanto possivelmente wdyio de recombinacgéo (Bergdt,al,
1985). Nos novos isolados, a identidade entre i@mxdade 3' do RNAL1 e RNA2 do mesmo
isolado ainda € desconhecida, pois a sequéncia Nidl1Rlos novos isolados nao foi
determinada. A regido a montante dos ultimos 278atRNA2 dos isolados de tomate em
comparacao com o isolado CAM foi distinta (Figud.lao foi observada similaridade entre
essa regido do isolado CAM e qualquer sequéncidatwo de dados de nucleotideos.
Entretanto, os isolados Lavrinha e Pivo4 apresamtanma alta identidade, exceto pela

delecao de cerca de 170nts no isolado Pivo4 erpéielao isolado Lavrinha. Para aumentar o
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entendimento dessas sequéncias, a regido 3' témarRNAL dos dois isolados esta sendo
sequenciada.

A regido 5" UTR dos novos isolados apresentouelifgs significativas em relacéo
ao isolado CAM, os primeiros 390nt apresentam uegéo com duas sequéncias repetidas
imperfeitas (AA'BB'). Entretanto, essas sequén@pstidas ndo foram observadas nos novos
isolados (Figura 12), possivelmente produzidosdetecdes em relacdo ao isolado CAM.

Apesar dessas diferencas, foi verificada uma canigtita similar. O isolado CAM
apresenta 12 coédon de iniciacdo nao funcional alte®don funcional. Nesse virus, a CP do
RNA2 é expressa via RNA subgendmico. Os novos dssldambém apresentam um alto
namero de AUGSs, sete no isolado Lavrinha e oitasntado Pivo4. Mesmo com a auséncia
das sequéncias repetidas, acredita-se que os ismlados de PepRSV também utilizam da

estratégia de RNA subgendmico para a transcric@ee da CP.

Lavrinha isolate CP 279 nt

A118 nt  A74 nt _ E |
- T

Pivo4 isolate CP 1279 n
A118 nt  A74 nt A167 nt
[ I

CP rENA1

CAM isolate _ A418 nt i

| J 180 nt/279 nt
2% impaired repeats

Figura 19. Representacdo esquematica do RNA2 dosledos CAM, Pivo4 e Lavrinha.
As sequéncias especificas de RNA2 estdo repressnpaal barras e as posi¢cdes de delecdo

pelo simbolo? .
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Muitas diferencas foram observadas nas regidesodificantes (5'UTR e 3'UTR)
entre CAM e o0s novos isolados, porém a sequénciand@oacidos da CP mostrou-se
altamente conservada (Fig. 15). A CP dos trésdssl& composta de 223 aminoéacidos (aa) e
identidade entre os isolados CAM e Lavrinha de %/& CAM e Pivo4 de 97,8%. A
identidade entre Lavrinha e Pivo4 é de 97,8%. Alism#ilogenética da sequéncia de
aminoacidos da CP utilizando o método Maximum-iit@d (MEGAS5) ndo mostrou uma
ramificacdo clara entre os isolados (Fig. 16). @ado CAM foi detectado e coletado em
finais dos anos 60 (Kitajima e Costa, 1969). Canosnte, em mais de 50 anos, a sequéncia
da CP manteve-se altamente conservada. Isso sugewgortancia da CP em funcdes vitais
do virus, provavelmente relacionada a transmissgimematoides. Os vetores de PepRSV
ndo sdo bem conhecidos, pordParatrichodorus minor(Trichodorus christii € relatado
como o seu vetor natural. Neste estudo, o RNA2 ale dovos isolados de PepRSV foi
sequenciado e somente a ORF da CP foi detectaoimvBvel que PepRSV utiliza-se de um
mecanismo de transmisséo distinto de TRV que n&@esséda das demais ORFs como os

genes de 2be 2c.

Lavri nha- CP MAMYDDEFDTKASDL TFSPWEVENWKDVTTRLRAI KFAL QADRDKI PGVLSDLKTNCPY 60
Pi vo4- CP MAMYDDEFDTKASDL TFSPWEVENVWKDVTTRLRAI KFAL QADRDKI PGVLSDLKTNCPY 60
CAM CP MAMYDDEFDTKASDL TFSPWEVENWKDVTTRLRAI KFAL QADRDKI PGVLSDLKTNCPY 60
Rk S S S R I kO I R Rk R S S S O A R T b S O R
Lavri nha- CP SAFKRFPDKSL YSVL PKEAVVAVAQN QAASAFKRRADEKNAVSGELVSVTPTQ SQSASSS 120
Pi vo4- CP SAFKRFPDKSLYSVLPKEAVI AVAQ QAASAFKRRADEKNAVSGLVSVTPTQVSQSASSS 120
CAM: CP SAFKRFPDKSL YSVL SKEAVI AVAQ QSASGFKRRADEKNAVSGELVSVTPTQ SQSASSS 120
***************. ****: ******: **. *********************: *kkkkkk*k
Lavri nha- CP AATPVGLATVKPPRESDSAFQEDTFSYAKFDDASTAFHKALAYLEGLNLRPTYRRKFEKD 180
Pi vo4- CP AATPVGLATVKPPRESDSAFQEDTFSYAKFDDASTAFHKALAYLEGLSLRPTYRRKFEKD 180
CAM CP AATPVGLATVKPPRESDSAFQEDTFSYAKFDDASTAFHKALAYLEGLSLRPTYRRKFEKD 180
***********************************************- R S
Lavri nha- CP MVKWGEGSGSAPSGAPAGGSSGSAPPTSGSSGSGAAPAPPPNP 223
Pi vo4- CP MNVKWGGSGSVPSGAPAGGSSGSAPPTSGSSGSGAAPTPPPNP 223
CAM: CP MVKWGEGSGSAPSGAPAGGSSGSAPPTSGSSGSGAAPTPPPNP 223

khkkhkkhkkhkkhkhkk *hkhkkkhkhkkhhkdhhkkhkhhhkkdhkhkrkkhkkk,: k*xk**%x

Figura 20. Alinhamento multiplo em aminoacido da cpa proteica dos trés isolados de
PepRSV.
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93— CP-Lavrinha
CP-Pivo4
CP-CAM
TRV-NC 003811

—
0.1

Figura 21. Arvore filogenética obtida a partir de aninoacidos presente na ORF da capa

protéica dos isolados de PepRSV.
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4. Discussao

O estudo da variabilidade nucleotidica do RNA2 épHRSV foi apenas iniciado.
Neste estudo, os dois isolados apresentaram umenedade 5' e a 3' divergentes quando
comparado com o isolado CAM. As duas sequénciastidgs emtandem(AA'BB’) néo
foram encontradas na regido5'UTR dos novos isoladesnha e Pivo4. A facil deteccdo de
uma pluralidade de diferentes moléculas de RNAPeeRSV pode estar associada a uma
inconsisténcia nucleotidica durante o anelamentmid@dor na técnica de PCR em virtude
da presenca de dois sitios de 118 nucleotideosinadds com 2 sitios de 79 nucleotideos na
regido 5'UTR o que pode ter mascarado o resultado.

A extremidade 3' do RNA2 do isolado CAM é provavetite originada de um
evento de recombinacédo, sendo que o RNAL e o RA&gedisolado compartilham da mesma
sequéncia nessa regiao de 459nts. A surpresa ¢onegar que a 3'UTR dos dois novos
isolados de PepRSV apresentam uma sequéncia a nterda extremidade de 279nts
(conservada entre os trés isolados) divergenteccmolado CAM.

Entretanto, considerando as particularidades daepgimento de amplificacdo e
clonagem dessa regido gendmica, uma nova repefigdimdo 0 processo precisa e sera
realizada para confirmar os resultados obtidoseianto, devido a possibilidade do primer
se anelar na segunda sequéncia repetida, o praaa&dinde 5 RACE foi realizado. O
resultado foi negativo e sera repetido até a ohteda confirmacéo dessa sequéncia.

A extremidade 3' do RNA1 dos dois novos isoladaxipa ser estudada para se
avaliar se eles compartilham da mesma propriedadeodsuir alta identidade nessa regiao.
As clonagens da extremidade 3' do RNAL dessesdm®lastdo em andamento atualmente.
Finalmente, a auséncia da ORF 2b e 2c nos tré&als®lé intrigante. A construcdo do clone
infeccioso e 0 seu uso para a realizacdo de tefedransmissdo por nematoides
(Paratrichodorusspp.) seréo alvos dos préximos estudos.

Por enquanto podemos especular sobre um possivednimmo evolutivo. As
recombinacdes presentes entre sem sentido no RN&2sdlados Lavrinha e Pivo4 podem
ter sido selecionadas em detrimento ao ambientgl loas que confere uma flexibilidade

gendmica de PepRSV, parecida com a adquirida pur(FHRrnandezt al.,1966).
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A obtencé&o do cDNA completo do isolado CAM de PegR®meado com cDNA
de RNA1 e RNA2 foi realizada em vérias etapas eiggada um promotor 35s de CaMV na
regido 5'UTR e uma ribozima na regido 3'UTR. A semade de mudancas ao longo do
processo foi dispendioso e desgastante, fato esséa@e poderia ter sido minimizado, em
parte, com a sintese de nucleotideos em detringefotencdadn vivo. Mas os protocolos
estabelecidos, modificados e ajustados para atendecessidade servirdo de estratégias para
o desenvolvimento de clones futuros.

O clone obtido quando analisado em relagdo a spacade de infeccdo via
Agrobacteriuntorna-se-auma ferramenta valiosa para viabilizastado da interacdo entre o
nematoide e o virus; o estudo do mecanismo uttizedio RNA1 de invadir sistemicamente a
planta sem a necessidade da formacéo de partécalantendimento da relacdo das particulas
com as mitocondrias e o0 seu envolvimento com o mgoe de defesa da planta contra a
infeccao.

Também podera ser almejado como sistema de exprdegdroteinas exogenas em
plantas, atribuindo assim o seu valor comercial,seja, avaliado como vetor VIGS para
identificar funcdes de genes em organismo hospedeir

Acreditamos que 0 primeiro passo para grandes ¢stagem PepRSV ja foi
estabelecido. Além disso, a variabilidade do RNAZe&pRSV que apenas foi iniciado nesse
estudo podera apresentar diversidades interessaritessolados de PepRSV ja que esse tem
como unico representante o isolado CAM.

Isolado encontrados em tomateiros foram diagnakigaomo epecimen de PepRSV
devido as caracteristicas morfoldgicas e, a pdetimicroscopia eletrbnica, apresentam uma
associacdo com as mitocondrias dos hospedeiro®) omantida para o isolado CAM. Além
disso, mantém a auséncia dos genes 2b e 2c nargarizacdo gendmica. No entanto, a
auséncia de 180nts na regido de recombinacao d@2Ri¥de fornecer informacgdes sobre o
aspecto evolutivo desse virus dentro do gémebyavirus

Essas novas descobertas podem aproximar aindaPRepRSV da espécie TRV a
ponto de desvendar o verdadeiro ancestral comurse dgsipo. Mas, ainda € cedo para
posiciona-los em uma arvore filogenética descrevagrdpos monofiléticos, pois 0 processo
de mutagao e recombinacéo estdo sendo estabelecidos
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Apéndices

>Pi vo4 (1875)

1. Analise nucleotidica dos isolados Pivo 4, Laviira e CAM

1 AAAATTTTCA GAATGICTTC GGGGEGACCCC GCTGACTTCT GGCATGITGA

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851

GGATGGATGA
GITTTTCCTA
AAACAAGGAA
CGTCTTATCG
AGTTTCTTGT
TACTGATTGT
ATCCACTGGT
AATTCGATAC
GAGAATTGGA
GCAAGCTGAC
ATTGICCTTA
GITCTTCCTA
TGCTTTTAAA
CAGTTACGCC
CCAGTCGECT
TCAGGAAGAC
TCCACAAAGC
CGTAGGAAGT
TGTCCCAAGT
CTTCTGGAAG
TGATTTGAAT
TCCATACGGT
TTGITGIGIG
AATTTAAGIT
TTACAAGAAA
TAGGAAGCECT
GGTCGITAAC
CAGCECTGITA
TGCTTGGAGC
AGTGGCAGCA
CTTAGGITTA
TTGIGTTCAG
ATGAGCTAGG
TAAAAACAGT
AAAGATTTTC
ATTAAAGITG

CTTGAGCTTA
GAAGITTTAG
CGTGAGGTGT
GAGCGCATGT
TGTAAGCCAT
GCGATTTTAA
TGCTGCAATC
GAAAGCTTCT
AAGATGITAC
AGAGACAAAA
TTCGCCCTTC
AGGAGECTGT
AGACGCGCAG
GACGCAAGIT
TAGCTACTGT
ACTTTTTCTT
TCTTGCTTAT
TTGAGAAGGA
GGAGCTCCAG
TTCTGGEGTCC
TGATTTAAGA
TTAGTGIGAA
GITGACGAAA
TTATTTGCTT
TGGTCGACGG
TATGATTTTT
AGTTCCACGCT
GGCAGICTGT
ACTTTACAGG
GECTGICTTC
GITGIGTGAT
TAGITTATGT
TATGGGTGIT
GIGITTATTT

ACTTCAACAT
AGTTAGATTT
GGCTTGCCGA
GAAATCAACC
CACACTTTTT
ATATCATTAT
ACCTGCCCAA
GACCTTACCT
TACTAGGITG
TTCCCGEEEET
AAGAGGITTC
GATTGCCGTA
ACGAGAAGAA
TCGCAATCTG
GAAACCGCCT
ATGCTAAGTT
TTGGAAGGTT
CATGAACGTG
CGGGAGGTTC
GGIGCGECTC
GITGTCTGCT
AAGAAGCACT
AGACTGATGA
AGTGGATTTT
ACAGTACGTT
CGAGTATCAG
ATCGCCGEXTG
GGAGAAAGCG
GTAAAGAACC
GAAAGT CAAT
TTTGTGCTGT
TTATTTTAGT
TTCCCTGCTT
TATTATATTT

GTAATTTTTA
ATAAGTTTAA

GICAACCGTG AACGITATCA

GITTTCGGECA
TGCTGGECGAA
6ceoe

GITTATCCGG
GIGTACATAT
ACGCTCCGGT
ACGATTTCTC
GIGTAATGGA
TATAAGATTT
AATGCCAATG
TCTCTCCGIG
AGAGCGATTA
TCTTAGIGAT
CTGATAAAAG
GCTCAGATTC
TGCTGITTCT
CGICTTCTTC
CGCGAGAGT G
TGATGATGCCG
TAAGTCTGAG
AAAT GEEEEG
TTCCGGECTCA
CCACACCTCC
TTACGGACAG
CACAAAAATT
GICGTTTCGT
GACACTTTTC
GTACTTCGGT
TGATTCCTCT
CTTTGCCTTC
CCTACTTCCG
ATCGAAGGAG
ACAATCCACC
CGITGITGIT
TATGITTGIT
AAGIGGITCT
TAGIGITTAT
CTTGCCGEEEG
CAAAGGGTGA

TTTCTAGGCC
TTTACTTTGA
TAAAAACGCC
GGGTTCAACA
TGCATAATTA
TGCCTTGCTG
TACGATGACG
GGTCGAGGTT
AGITCGECGTT
TTGAAAACGA
TTTGTACTCA
AAGCTGCTTC
GGTCTGGITT
TGCAGCGACT
ACAGTGCTTT
TCCACTGCCT
ACCAACTTAC
GITCTGGITC
GCTCCTCCAA
ACCCAATCCT
GGGGAACCGC
CTTTTTATCT
TGCATAATTT
TGAATATGGA
ATAAAAACGG
GCGGECAGGAG
TGTGCCTGIG
CAAGT GGAGG
AGGGAGCCTG
GCTGCCTTAG
TTAACTGITA
TTACTTGIGT
ACCATAGGEEG
AAAAATCCAA
GITGAGTAAC
AAAACCCTTC
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>Lavri nha (2042b)
1 AAAATTTTCA GAATGICTTC GGGGGACCCC GCTGECTTCT GGCGTIGITGA

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001

GGATGGATGA
GITTTTCITTA
AAACAAGGAA
CGTCTTATCG
AGTTTCTTGT
TACTGATTGT
ATCCACTGGT
AATTCGATAC
GAGAATTGGA
GCAAGCTGAC
ACTGICCTTA
GITCTTCCTA
TGCTTTTAAA
CAGITTACGCC
CCAGTCGGIT
TCAGGAAGAC
TCCACAAAGC
CGTAGGAAGT
TGCCCCAAGT
CTTCTGGAAG
TGATTTGAAT
TCCATACGGT
TGTTGTGIGG

CTTGAGCTTA
GAAGITTTAG
CGTGAGGTGT
GAGCGCATGT
TGTAAGCCAT
GCGATTTTAA
TGCTGCAATC
GAAAGCTTCT
AAGATGITAC
AGAGACAAAA
TTCGCCCTTC
AGGAGECTGT
AGACGCGCAG
GACGCAAATT
TAGCTACCGT
ACTTTTTCTT
TCTTGCTTAT
TTGAGAAGGA
GGAGCTCCAG
TTCTGGEGTCC
CGATTTAAGA
TTAGTGGAAA
TTGACGAAAA

ATTTAAGITT

TACAAGAAAT
ACTTTACAAT
AGCTGTCAGG
TCAGATCAGA
GICTGGITTA
TTCCTCTGCG
TGCCTTCCGT
ACTTCCGCAA
GAAGGAGAGG
ATCCACCCCT
TGITGITTTA
GITTGITTTA
TGGITCTACC
TGTTTATAAA
GCCGEEEEETT
AGGGTGGAAA

TATTTGCTCA
GGTCGACGGA
ATGAGATGAA
TTGATCECTTG
TGGGAAATGT
AAGCCGGTAG
GCAGGAGGEGET
GCCTGIGCAG
GIGAAGGTGC
GAGGCTGAAT
GCCTTAACTT
ACTGITATTG
CTTGIGTATG
ATAGGGGTAA
AATCCAAAAA
GAATAACATT
ACCCTTCGIC

ACTTCAACAT
AGTTAGATTT
GGCTTGCCGA
GAAATCAACC
CACACTTTTT
ATATCATTAT
ACCTGCGCAA
GACCTTACCT
TACTAGGITG
TTCCCGEEEET
AAGAGGITTC
GATGGECTGTA
ACGAGAAGAA
TCGCAATCTG
GAAACCGCCT
ATGCTAAGTT
TTGGAAGGTT
CATGAACGTG
CGGGAGGTTC
GGTGCGECTC
GITGTCTGCT
AGAAGCACTT
GACTGATGAG

GITTATCCGG
GIGTACATAT
ACGCTCCGGT
ACGATTTCTC
GIGTAATGEA
TATAAGATTT
AATGGCAATG
TCTCTCCGTG
AGAGCGATTA
TCTCAGTGAT
CTGATAAAAG
GCTCAGATTC
TGCTGITTCT
CGICTTCTTC
CGCGAGAGTG
TGATGATGCG
TAAATCTGAG
AAAT GEEEEG
TTCCGGECTCA
CCGCACCTCC
TTACGGACAG
ACAAAAATTC
TCGITTCGIT

GIGGATTTTG
CAGTACGTTG
GITTGTAAAA
AAAGATGTGA
ATGITCACAT
GAAGGCTTAT
CGITAACAGT
GCTGTTAGEC
TTGGAGCACT
GGCAGCAGEC
AGGITTGGTT
TGTTTAGIAG
AGCTAGGTAT
AAACAGTGTIG
GATTTTCGTA
AAAGTCGATA
AACCGTGAAC

ACACTTTTCT
TACTTCGGAG
GACCAAGT A
CCCTAAAGTIC
TTCCTGATGG
GATTTTTCGA
TCCGGCTATC
AGTCTGTGGA
TTACAGGGTA
TGTCTTCGAA
GIGCGATTTC

TTTCTAAGCC
TTTACTTTGA
TAAAAACGCC
AGGTTCAACA
TGCATAATTA
TGCCTTGCTG
TACGATGACG
GGTCGAGGT T
AGITCGECGTT
TTGAAAACGA
TTTGTACTCA
AAGCTGCTTC
GGTCTGGITT
GGECAGCGACT
ACAGTGCTTT
TCCACTGCCT
ACCAACTTAC
GITCTGGITC
GCTCCTCCAA
ACCTAATCCT
GGGGAACCGC
TTTTTATCTT
GCATAATTTA
GAATATGGAT
ATAATTACAG
CTCCGTATGC
GICAAGTGIG
GAAAAGGAGT
GCATTAGTGA
GCGECTGCTT
GAAAGCGCCT
AAGAAGCGTC
AGTCAATACA
GIGCTGTCGT

TTTATGITTA
GGGIGITTTC
TTTATTTTAT
ATTTTTAGIT
AGTTTAATGC
GITATCACCC

TTTTAGITAT
CCTGCTTAAG
TATATTTTAG
TTCGGCACTT
TGGCGAACAA
cC
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>CAM (1799)
1 AAAATTTTCA GAATGTCTTC GGGGGACCCC GCTGACTTCT GGCGTGTTGA

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751

GGATGGATGA
GITTTTCCTA
TGACTTCTGG
TTATCCGGTT
ACATATTTTA
TCTGGTTAAA
AACGTGAGGT
TCGGAGCGCA
TGTTGTAAGC
GIGCGATTTT
GITGCTGCAA
ACGAAAGCTT
GAAAGATGIT
ACAGAGACAA
TATTCGGECCT
TAAGGAGCECT
AAAGACGCGEC
CCGACGCAAA
TTTAGCTACT
ACACTTTTTC
GCTCTTGCTT
GITTGAGAAG
GIGGAGCTCC
AGTTCTGGEGT
ATCGATTTAA
GITTAGIGIG
GGCATGAAGC
ACGGTTGAAC
TTAATTTACT
ATTAATGIGC
TGTTATTATG
CTGCTTAAGT
TTTTAGIGIT
GCATTTGECC
CGAACAAAGG

CTTGAGCTTA

ACTTCAACAT

GAAGITTTAA
CGTCTTGAGG
TCTAGGECCGG
CTTTGAAAAC
ATAGAGITAG
GIGECTTGCC
TGTGAAATCA
CATCACACTT
AAATATCATT
TCACCTGCGC
CTGACCTTAC
ACTACTAGGT
AATTCCCGEG
TCAAGAGGTT
GIGATTGCCG
AGACGAGAAG
TTTCGCAATC
GIGAAACCCC
TTATGCTAAG
ATTTGGAAGG
GACATGAACG
AGCGCGGAGGT
CCGGTGCGEC
GAGITGICTG
AAAAGAAGCA
ATTTACAAAA
ACACCAAAAA
GITTAGTGAG
TATTTTAGIT
TTTGITTTAT
GGITCTACCA
TATAAAAATC
GGGGTTCGAA
GIGAAAAACC

AATTTTCAGA
ATGGATGACT
TTTTCCTAGA
AAGGAACGTG
ATTTGTACAT
GAACGCTCTG
ACCACGATTT
TTGIGTAATG
ATTATAAGAT
AAAATGGECAA
CTTCTCTCCG
TGAGAGCGAT
GICCTTAGIG
TCCTGATAAA
TAGCTCAGAT
AATCCTGITT
TGCGTCTTCT
CTCGCGAGAG
TTTGATGATG
TTTAAGTICTG
TGAAATGGEGEG
TCTTCCGCECT
TCCCACACCT
CTTTACGGAC
CTTACAAAAA
GIGCAAAACC
GACTGITTAG
GIGITGITGAT
AACGTTATAA
TTGIGTATGA
TAGGAGTAAA
CAAAAAGATT
TAACATTAAA
CTTCGICAAC

GITTATCCAG
ATGICTTCGG
TGAGCTTAAC
AGTTTTAGAG
AGGTATGGECC
ATTTTACTTT
GITAAAAAAT
CTCTGGITCA
GATGCATAAT
TTTGCCTTGC
TGTACGACGA
TGGEGTCGAGG
TAAGITCGCCG
ATTTGAAAAC
AGTTTGTACT
TCAATCTCCT
CTGGTCTGGT
TCTGCAGCGA
TGACAGTCGCT
CGICCACTGC
AGACCAACTT
GGGTTCTGGT
CAGCTCCTCC
CCACCTAATC
AGGGEGGAACC
TTCTTTTTAT
GATAATCCTT
AGATGATGTA
AGTAGTTAGT
TATTTAGTAG
GCTAGGTATG
AACAGTGTGT
TTCGTAGGTT
GIGGATAAGT
CGTGAACGTT

TTTCTAGGCC
GGGACCCCGC
TTCAACATGT
TTAGATTTGT
TGCCGAACGC
GAAAACAAGG
GCCCGTCTTA
ACAAGTTTCT
TATACTGATT
TGATCCACCG
CGAATTCGAT
TTGAGAATTG
TTGCAAGCTG
GAATTGTCCT
CAGTTCTCTC
TCTGGTTTTA
TTCAGITACG
CTCCAGTCGG
TTTCAGGAAG
CTTCCACAAA
ACCGTAGGAA
TCTGCCCCAA
AACTTCTGAA
CTTGATTTGA
GCTCCATACG
CTTCTGITGT
TAAAGGAGAA
GATTTTGGTC
TAAATGITTA
TATAGTGITA
GGTGITATGCC
TTATTTATTA
TTAGGITTCG
TTGATGCTGG
ATCACGCCC

87
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2. Alinhamento multiplo entre as sequéncias acimadguiridas

Appendix
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Pi vo4
Lavri nha
CAM
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Pi vo4
Lavri nha
CAM
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CTTGAGCTTAACTTCAACATGT TTATCCAGI TTCTAGGCCGITTTTCCTAGAAGI TTTAA
* %

AATTTTCAGAATGT CTTCGGEGEEGACCCCGCT GACT TCTGGCATGI TGAGGATGGATGACT
AATTTTCAGAATGT CTTCGGEEEGACCCCCCTGECT TCTGECGT GT TGAGGATGGATGACT
AATTTTCAGAATGT CTTCGGEEEGACCCCGCT GACT TCTGGCGT CTTGAGGATGGATGACT

khkkhkkkhkhkhkkhhkkhkhkhkkhhkhkhhkdhhhhkhhhkkhhkhkrhd,*x *kkddk*d*x* * *hkk*kk hkhkkdkk ik *x*x*%

TGAGCTTAACTTCAACATGTI TTATCCGGT TTCTAGGCCGITTTTCCTAGAAGT TTTAGAG
TGAGCTTAACTTCAACATGT TTATCCGGT TTCTAAGCCGTTTTTCTTAGAAGT TTTAGAG
TGAGCTTAACTTCAACATGT TTATCCGGT TTCTAGGCCGGTTTTCCTAGAAGTI TTTAGAG

khkkhkkkhkhhkdhdhhdhddhddhhddrdddrdhhhdrdhdd dhdxd dhdddx dxdddrdrrkrxhhixx

TTAGATTTGT- = = = - === @ = m e m e e e oo oo oo
TTAGATTTGT - - = - - - = = = = = = m @ e e e e et
TTAGATTTGTACATATTTTACT TTGAAAACAAGGAACGT GAGGT ATGGCCT GOCGAACGC

*khkkhkkkkkkk*k

------------------------ GTACATATTTTACTTTGAAAACAAGGAACGT GAGGT
------------------------ GTACATATTTTACTTTGAAAACAAGGAACGT GAGGT
TCTGGTTAAAATAGAGT TAGAT TTGTACATATTTTACT TTGAAAACAAGGAACGT GAGGT

R I O S O R R O

GI'GGCTTGCCGAACGCTCCGGT TAAAAA- CGCCCGT CTTATCGGAGCGCATGTGAAATCA
GTI'GCCTTGCCGAACGCT CCGGT TAAAAA- CGCCCGT CTTATCGGAGCGCATGT GAAATCA
GI'GCCTTGCCGAACGCT CTGGT TAAAAAAT GCCCGT CTTATCGGAGCGCATGT GAAATCA

R R S S R O b R R S ok Sk b S b S R R S o Sk S S R

ACCACGATTTCTCGGGT TCAACAAGT TTCTTGT TGTAAGCCATCACACTTTTTGTGTAAT
ACCACGATTTCTCAGGT TCAACAAGI TTCTTGI TGTAAGCCATCACACTTTTTGIGTAAT
ACCACGATTTCTCTGGT TCAACAAGT TTCTTGT TGTAAGCCATCACACTTTT- GTGTAAT

khkkhkkkhkkhkhkkhhkhkhkk, *khhkkdkhkhhkhkhhkdhkhhhhhhkhhkddhdhkhdhkdhxhkrkk *xk* **kx**x*x%

GGATGCCATAATTATACTGATTGTGCGATTTTAAATATCATTATTATAAGATTTTCGCCTTG
GGATGCATAATTATACTGATTGTGCGATTTTAAATATCATTATTATAAGATTTTGCCTTG
GGATGCATAATTATACTGATTGTGCGATTTTAAATATCATTATTATAAGATTTTCCCTTG

R R S R I ke bk O R R R Rk S Sk S S R kS b Sk S Sk R o S

CTGATCCACT GGT TGCT GCAAT CACCT GCGCAAAATGGCAATGTACGATGACGAATTCGA
CTGATCCACT GGT TGCT GCAATCACCT GCGCAAAATGGCAATGTACGATGACGAATTCGA
CTGATCCACCGGT TGCTGCAAT CACCT GCGCAAAATGGCAATGTACGACGACGAATTCGA

R R S SR Sk kO bk R R Sk S S S S R I R Sk R R Sk o

TACGAAAGCTTCTGACCTTACCTTCTCTCCGT GGGT CGAGGT TGAGAAT TGGAAAGATGT
TACGAAAGCTTCTGACCTTACCTTCTCTCCGT GGGT CGAGGT TGAGAAT TGGAAAGATGT
TACGAAAGCTTCTGACCTTACCTTCTCTCCGT GGGT CGAGGT TGAGAATTGGAAAGATGT

R S S R

TACTACTAGGT TGAGAGCGAT TAAGT TCGCGT TGCAAGCT GACAGAGACAAAATTCCCGG
TACTACTAGGT TGAGAGCGATTAAGT TCGCGT TGCAAGCT GACAGAGACAAAATTCCCGG
TACTACTAGGT TGAGAGCGAT TAAGT TCGCGT TGCAAGCT GACAGAGACAAAATTCCCGG

R R I S R S Sk e bk R R R Sk S S S R R R S Sk b Sk S R R R Rk S

GGITCTTAGTGATTTGAAAACGAATTGTCCTTATTCGGCCTTCAAGAGGT TTCCTGATAA
GGTTCTCAGTGATTTGAAAACGAACTGTCCTTATTCGGCCT TCAAGAGGT TTCCTGATAA
GGTGCTTAGTGATTTGAAAACGAATTGTCCTTATTCGGCCTTCAAGAGGT TTCCTGATAA

kkk khk Khhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkkhk Fhkhkkhhkkhhkhkkhhkhhkhkkhhkhkkhhkkhkhkhkhhkhhhkkhhkhkkrhhkkk

60

120

62
62
180

122
122
240

132
132
300

168
168
360

227
227
420

287
287
479

347
347
539

407
407
599

467
467
659

527
527
719

587
587
779

88

88
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AAGITTGTACTCAGI TCTTCCTAAGGAGCCTGTGATTGCCGTAGCTCAGATTCAAGCTGC
AAGTTTGTACTCAGI TCTTCCTAAGGAGGCTGTGATGECTGTAGCTCAGATTCAAGCTGC
AAGITTGTACTCAGI TCTCTCTAAGGAGCCTGTGATTGCCGTAGCTCAGATTCAATCTGC

R R I S IR Tk O b S o S R R Sk b S O S e b o R R O

TTCTGCTTTTAAAAGACGCGCAGACGAGAAGAATGCTGI TTCTGGTCTGGTI TTCAGTTAC
TTCTGCTTTTAAAAGACGCGCAGACGAGAAGAATGCTGTI TTCTGGTCTGGT TTCAGITAC
TTCTGGTTTTAAAAGACGCGCAGACGAGAAGAATGCTGI TTCTGGTCTGGT TTCAGTTAC

R R S S O S O I I

GCCGACGCAAGT TTCGCAATCTGCGTCTTCTTCTGCAGCGACTCCAGT CGECTTAGCTAC
GCCGACGCAAATTTCGCAATCTGCGTCTTCTTCGECAGCGACTCCAGTCGGT TTAGCTAC
GCCGACGCAAATTTCGCAATCTGCGTCTTCTTCTGCAGCGACTCCAGTCGGTTTAGCTAC

khkkhkkkhkkhkkhkk kkhkhkkhhkkhkhkhkhhkhkhhkkhhkhhhdhddx *ddhkkdkhdhkkdkhkkrkk *x*x *k*kk **x*%

TGTGAAACCGCCT CCCGAGAGT GACAGTCCTTTTCAGGAAGACACTTTTTCTTATGCTAA
CGTGAAACCGCCT CGCGAGAGT GACAGTGCTTTTCAGGAAGACACTTTTTCTTATGCTAA
TGTGAAACCGCCT CCCGAGAGT GACAGTCCTTTTCAGGAAGACACTTTTTCTTATGCTAA

Rk S S S Rk Ok Sk b O S o R R R S b Sk S b O b R R R S Rk S S S

GITTGATGATGCGT CCACTGCCTTCCACAAAGCTCTTGCTTATTTGGAAGGT TTAAGTCT
GITTGATGATGCGT CCACTGCCTTCCACAAAGCTCTTCCTTATTTGGAAGGT TTAAATCT
GITTGATGATGCGT CCACTGCCTTCCACAAAGCTCTTGCTTATTTGGAAGGT TTAAGTCT

khkkhkkkhkkhkhkkhhkhhkhkkhhkhkhhkdhhhkhhkhhhkdhhkhhhhhhkhhkddhdhkhdhkddhrkxd dxhkkdkxk*x*x **x%

GAGACCAACTTACCGT AGGAAGT TTGAGAAGGACAT GAACGT GAAAT GEEGEEEGT TCTGG
GAGACCAACTTACCGTAGGAAGT TTGAGAAGGACAT GAACGT GAAAT GGGEGEGEGEGT TCTGG
GAGACCAACTTACCGT AGGAAGT TTGAGAAGGACAT GAACGT GAAAT GEEGEEEGT TCTGG

R R S R kI kO bk kR Rk R R Rk S kb S R IR S o O

TTCTGICCCAAGT GGAGCT CCAGCGGGAGGT TCTTCCGGCTCAGCTCCTCCAACTTCTGG
TTCTGCCCCAAGT GGAGCT CCAGCGGGAGGT TCTTCCGGECT CAGCTCCTCCAACTTCTGG
TTCTGCCCCAAGT GGAGCT CCAGCGGGAGGT TCTTCCGGCTCAGCTCCTCCAACTTCTGG

R Ik S O S O R R

AAGTTCTGGGT CCGGT GCGECTCCCACACCTCCACCCAATCCTTGATTTGAATTGATTTA
AAGTI TCTGGGT CCGGTGCGECT CCCGCACCTCCACCTAATCCTTGATTTGAATCGATTTA
AAGTTCTGGGT CCGGT GCGECTCCCACACCTCCACCTAATCCTTGATTTGAATCGATTTA

khkkhkkkhkkhkhkkhhkkhkhkhkkhhkhkkhhkhkhhhkhkdkx *hkkhkkhhkhkkhk*, **kkhkkdhkkdkhkkrkxk *xhk**x *k**x*x%

AGAGT TGTCTGCT TTACGGACAGGEEGGAACCGCT CCATACGGT TTAGT GTGAAAAGAAGC
AGAGTTGTCTGCTTTACGGACAGGGGGAACCCCTCCATACGGT TTAGTG- GAAAAGAACGC
AGAGT TGTCTGCT TTACGGACAGGEEGGAACCGCTCCATACGGT TTAGT GTGAAAAGAAGC

R R S R I kb ok kR R Sk R IR S Sk S Sk S S S Rk Rk S

ACTCACAAAAATTCTTTTTATCTT- TGTTGTGT GGTTGACGAAAAGACT GATGAGTCGTT
ACTTACAAAAATTCTTTTTATCTT- TGTTGTGTGGTTGACGAAAAGACT GATGAGTCGTT
ACTTACAAAAATTCTTTTTATCTTCTGTTGTG - - = - - = = = s = = mmmmmeee e e

kkk k*khkhkkhkkkkhkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhk *hkkkkkx

TCGITGCATAATTTAATTTAAGT TTTATTTGCTTAGTGGATTTTGACACTTTTCTGAATA
TCGTTGCATAATTTAATTTAAGT TTTATTTGCTCAGTGGATTTTGACACTTTTCTGAATA

TGGATTACAAGAAAT GGT CGACGGACAGTACGTTGTACTTCGG: - - - - = < == == = = - = - -
TGGATTACAAGAAAT GGT CGACGGACAGT ACGT TGTACT TCGGAGATAATTACAGACTTT
T - - TTACAAAAG: - - = - - = = = == = = m o m e e e e e et e e

kkkkkk*k X

647
647
839

707
707
899

767
767
959

827
827
1019

887
887
1079

947
947
1139

1007
1007
1199

1067
1067
1259

1127
1126
1319

1186
1185
1351

1246
1245
1361

1289
1305
1371

1297
1365
1378

1425

89

89
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--------------------------------------- CGGTAGGAAGGCTTATGATTT
CACATTTCCTGATGGGAAAAGGAGT GTCTGGT TTAAAGCCGGTAGGAAGGCTTATGATTT

TTCGAGTATCAGT GATTCCT CTGCGGCAGGAGGGT CGT TAACAGT TCCAGCTATCGCGEC
TTCGAGCATTAGT GATTCCT CT GCGGCAGGAGGEGT CGT TAACAGT TCCGGCTATCGCGEC

TGCTTTGCCTTCTGTGOCT GTGCAGGCT GT TAGGCAGT CTGT GGAGAAAGOGCCTACTTC
TGCTTTGOCT TCOGT GOCT GTGCAGGCT GT TAGGCAGT CTGTGGAGAAAGCGCCTACTTC
----------------- CCAAAAAGACTGTT- - - - - - - - - - TAGAGATGATGTAGATTTT

* *k kkkk*k * kkkk*k * k%

CGCAAGT GGAGGT GCT TGGAGCACT TTACAGGGT AAAGAAGCAT CGAAGGAGAGGGAGGC
CGCAAGT GAAGGT GCT TGGAGCACT TTACAGGGT AAAGAAGCGT CGAAGGAGAGGGAGEC
---------- GGT- CTT- - - - - AATTTACTGTTTAGTGAGGTGT- - - = = == - - == = - - GT

*kk Kkk*k * kkkkk kkkx **x % * *

TGAGT GGCAGCAGGCT GT CTTCGAAAGT CAATACAAT CCACCGCT GOCTTAGCTTAGGT T
TGAATGGCAGCAGGCT GT CTTCGAAAGT CAATACAAT CCACCGCTGOCTTAACTTAGGT T
TGA- - - - TAGTAG - - - - - TT- == AGTTAA - -« - c e ee e mee e ATGTT

* k% **k k% *kkkkk k% * kk*k

TAGITGTGTGATTTTGTGCTGICGITGTTGT TTTAACTGI TATTGTGT TCAGTAGT TTAT
TGGTTGTGCGATTTCGTGCTGTCGTTGT TGT TTTAACTGT TATTGTGTTTAGTAGT TTAT
TAATTA- - - - AT- - - GTGCTATTTTAG- - - - - TTAAC- GTTATAATATTTAGTAGTATAG

* k% * % *kkkk*k *x * % *kkkkk Kkhkkkx * kk kkkkhkkk k%

GITTATTTTAGITATGITTGT TTTACTTGTGTATGAGCTAGGTATGGGTGTTTTCCCTGC
GITTATTTTAGITATGITTGT TTTACTTGTGTATGAGCTAGGTATGGGTGITTTCCCTGC
TGITATGTTA- TTATGTTTGITTTATTTGT GTATGAGCTAGGTATGGGTGIATEGCCCTGC

khkkhkk hhkkh FhkhkhkhhkhhkFdhkhkhhkkhk FhhkhkhhkhkhkhkhhkFdhkhkhkhkhkhkhkdhkhkhkhkk * Ak kkkx

TTAAGTGGT TCTACCATAGGGGTAAAAACAGTGTGTTTATTTTATTATATTTTAGTGTTT
TTAAGTGGT TCTACCATAGGGGTAAAAACAGTGTGI TTATTTTATTATATTTTAGIGITT
TTAAGTGGT TCTACCATAGGAGTAAAAACAGTGTGTTTATTTE ATTATE = TTTAGTGTTT

R R R S O S R O

ATAAAAATCCAAAAAGATTTTCGTAATTTTTAGT TTTCGGCACT TG CCGGGCGTTGAGT
ATAAAAATCCAAAAAGATTTTCGTAATTTTTAGT TTTCGGCACT TG CCGGGGGT TGAAT
ATAAAAATCCAAAAAGATTTTCGTAGGT TTTAGGET TTCGGCATTTGECCGGGGT TEGAAT

khkkhkkhkhhkdhkdhhddhdddrdhhddrdhddrdddxd dhrdhhdx *dxkx Fhxdkxkkx * **x %

AACATTAAAGTTGATAAGT TTAATGCT GGCGAACAAAGGGT GAAAAACCCTTCGTCAACC
AACATTAAAGT CGATAAGT TTAAT GCT GGCGAACAAAGGGT GGAAAACCCTTCGTCAACC
AACATTAAAGTGGATAAGT TTEGAT GCT GGCGAACAAAGGGT GAAAAACCCTTCGTCAACC

khkkhkkkhkkhkkhkhk *hkhkkhhkkhkhhkk, d khhkkhhkhkhhkhhkhkkhhkdhhhhkdh* *rxhkdkk hhkkdhkhkrkkrxx*x

GIGAACGTTATCACGCCC- - - 1875
GIGAACGTTATCACGCCC- - - 2042
GIGAACGTTATCACGCCC- - - 1799

RE R R S R R R o b o

1318
1485
1388

1378
1545
1413

1438
1605
1446

1498
1665
1476

1558
1725
1498

1618
1785
1545

1678
1845
1604

1738
1905
1661

1797
1964
1721

1857
2024
1781

90

90



3.Andlise de constituicdo de aminoacidos

>CAM-CP (223aa)

MAMYDDEFDTKASDL TFSPWEVENWKDVT TRLRAI KFAL QADRDKI PGV
L SDLKTNCPYSAFKRFPDKSL YSVL SKEAVI AVAQ QSASGFKRRADEKN
AVSG_VSVTPTQ SQSASSSAATPVGAE. ATVKPPRESDSAFQEDTFSYAKF
DDASTAFHKALAYL EGL SLRPTYRRKFEKDIMNVKWEGSGSAPSGAPAGGS
SGSAPPTSGSSGSGAAPTPPPNP

>Lavri nha- CP

MAMYDDEFDTKASDL TFSPWEVENWKDVTTRL RAI KFAL QADRDKI PGV
L SDLKTNCPYSAFKRFPDKSL YSVL PKEAVNAVAQ QAASAFKRRADEKN
AVSA.VSVTPTQ SQSASSSAATPVG.ATVKPPRESDSAFQEDTFSYAKF
DDASTAFHKALAYL EGLNL RPTYRRKFEKDIMNVKWEGSGSAPSGAPAGGS
SGSAPPTSGSSGSGAAPAPPPNP

>Pi vo4- CP

MAMYDDEFDTKASDL TFSPWEVENWKDVTTRLRAI KFALQADRDKI PGV
L SDLKTNCPYSAFKRFPDKSL YSVLPKEAVI AVAQ QAASAFKRRADEKN
AVSGLVSVTPTQVSQSASSSAATPVALATVKPPRESDSAFQEDTFSYAKF
DDASTAFHKALAYL EGLSLRPTYRRKFEKDMNVKWGEGSGSVPSGAPAGGES
SGSAPPTSGSSGSGAAPTPPPNP

50

100
150
200

50

100
150
200

50

100
150
200

91

91



