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DESENVOLVIMENTO DE UMA ESTRATEGIA INOVADORA DE GENE TICA REVERSA E
DE DEFESA DE PLANTAS CONTRA TOSPOVIRUS MEDIADA PELA DUPLA ACAO DE
MOLECULAS DE RNA DEFECTIVO-INTERFERENTE (DI RNAS).
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As tospoviroses sao importantes doencas virais sdad&etalidade da infeccdo e as perdas
agricolas e econdmicas delas decorrentes em undegraimero de espécies de plantas cultivadas. O
entendimento do processo de infeccdo de tospoeiruplantas hospedeiras, bem como, a busca de
novas estratégias de controle mais eficientesé&va@istsao essenciais para 0 manejo desses patdgenos
Por constituirem um grupo de virus com genoma dA Rébativo, esses patdogenos apresentam varias
limitacBes metodoldgicas no estudo do seu prode$sccioso. A auséncia de um sistema de genética
reversa para 0s tospovirus constitui uma grandeeib@rpara 0 avan¢go no seu estudo bioldgico e
molecular. Os RNA defectivos interferentes (DI) dospovirus, derivados do gene da polimerase viral
(L RNA), por suas caracteristicas de replicacaceexamente eficiente e interferéncia na expressao de
sintomas apresentam-se com uma ferramenta altenadra o estabelecimento de um sistema para
estudo de replicacdo viral via genética reversg@mAtlesta aplicacdo, a obtencdo de um sistema de
defesa contra tospovirus baseado em particulastikefe interferentes (DI) é uma alternativa vigvet
meio de transgenia. Devido sua capacidade de enéexdia ativa na replicacdo viral, DI RNAs de
tospovirus sao responsaveis por significativa atefio de sintomas durante a infeccao viral. Alérsodis
devido & manutencdo dos terminais 5'e 3" complaresido L RNA, essas moléculas defectivas séo
capazes de formar estrutura secundaria indutoraet@nismo de silenciamento génico em plantas via
siRNA. Dessa forma, os DI RNAs podem constituir uss&ratégia inovadora, ampla, dindmica e de
dupla funcionalidade em plantas transgénicas esgnel® essas moléculas. Nossa estratégia de
utilizacdo dos DI RNAs de tospovirus pode ser dilsicem quatro etapas: prova conceitual; estudo da
dindmica populacional DI vs. virus selvagem; geaéteversa e busca de um DI minimo para transgenia.
Moléculas de DI RNAs de TSWV e GRSV serviram deehaera a sintese de cDNAs sintéticos com a
incorporacdo de ribozimas tanto na extremidadeuantp 3' do RNA a ser transcrito e da sequéncia
promotora do fago SP6 na extremidade 3'. As moéé&csintéticas foram clonadas em vetor pBlueScript
KS+ e foram usadas para experimentos de transciigaaitro para validacdo da capacidade
autocatalitica das ribozimas inseridas. Para ems#@oexpressam planta os Dls sintéticos foram
subclonados no vetor binario pGreenll SK 62 e agmilados, de forma isolada ou coinoculados com
os virus selvagens (TSWV e GRSV) em combinactdmidis. A cinética de transcricdo dos Dis
planta foi determinada identificando o periodo ideal mieculacdo viral (48 a 72 h) em funcéo da curva
de acumulacao dos Dls transcritos. Os ensaiosnpnglies de coinoculagéo indicam que as moléculas
de DIs transcritas pelo vetor binario sdo capasesedreplicar na presenca do seu respectivo virus
selvagem. Essa constatacdo abre caminho parazag#o dos DIs como ferramenta de genética reversa
dos tospovirus. Nas préximas etapas do projet@ps@Entetizadas versdes mutantes das moléculas dos
DI RNAs visando determinar as sequencias minimgserdas para a replicacdo viral. Uma vez
definido um DI minimo, plantas transgénicas sen@alyridas expressando essas moléculas defectivas
derivadas da polimerase viral dos tospovirus. Esperque os DIs transgénicos possam atuar com
agentes duplos, na inibicdo da replicacdo do véelsagem atenuando os sintomas nas plantas
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infectadas e simultaneamente, na inducédo do sieraito génico causando a degradacéo viral durante

0 processo infectivo.
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