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RESUMO

Sabe-se que os virus de plantas alteram o metabolismo secundéario. Quando a infegédo
viral ocorre, a planta desencadeia uma resposta de resisténcia ativa que envolve o
reconhecimento de elicitores codificadas pelo virus através da interacdo direta ou
indireta com produtos de genes de resisténcia. Esta por sua vez ativa a sinalizacdo a
jusante, o que leva a prevencdo da propagacédo viral, confere resisténcia aos agentes
patogénicos, e muitas vezes desencadeia respostas defensivas tais como a acumulacao
de &cido salicilico (AS) e resposta de hipersensibilidade (Singh et al., 2004).

A descoberta de uma polimerase RNA dependente (RdRp) em Tabaco e Arabidopsis
(Yu et al., 2003) envolvida na resisténcia viral induzida por acido salicilico (AS), sugere
que os RNAs de interferéncia (IRNAs) poderiam ter um rol mecanistico na resisténcia
sistémica adquirida (SAR). Existem também referéncias que indicam uma sobreposicédo
das vias de sinalizagdo que controlam a resisténcia ao AS e a indugéo do silenciamento.
Brignetti et al., 1998 demostrou que a proteina 2B era capaz de inibir a inducdo de
iIRNA dirigida contra RNA viral, e também inibia a resisténcia adquirida por AS a
replicacdo viral e dispersdo em tecidos diretamente inoculados (Ji e Ding, 2001).

Neste trabalho foi-se avaliar a possibilidade de usar o Cucumber Mosaic virus ou o seu
gene supressor para melhorar as caracteristicas de producdo de metabolitos secundarios
e outros produtos de elevado valor em plantas. Muitos produtos de transformacéo de
plantas utilizados como matéria-prima da industria cosmética e farmacéutica, sdo
apreciados pela sua composicéo e elevado teor em principios ativos.

Para evitar a utilizacdo do CMV que € um virus agressivo e possui um elevado namero
de hospedeiros, foi-se construir um vector para expressdo transiente local do gene
supressor e também recorrendo a um virus atenuado, para expressao sistémica.

A avaliagdo decorreu em plantas do género Thymus, nalguns casos também em
Nicotiana benthamiana e Coriandrum sativum.

Foram encontradas alteracdes nos alcaloides, terpenoides e flavonoides.

O aumento nestes metabolitos, muitos deles responsaveis pelo poder redutor dos
extratos vegetais, ofereceu a alternativa de estudar a sua aplicacdo na producdo de

nanoparticulas metéalicas, a partir dos respeitivos i6es metalicos.
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secundario.



ABSTRACT

It is known that plant viruses change secondary metabolism. When viral infection
happen, the plant triggers an active resistance response that involves the recognition of
elicitors encoded by the virus through direct or indirect interaction with products of
resistance genes. This in turn activates the downstream signaling, which leads to
prevention of viral spread, confers resistance to pathogens, and often triggers defensive
responses such as salicylic acid accumulation and hypersensitive response (Singh et al,
2004).

The discovery of an RNA dependent polymerase (RdRp) in Tobacco and Arabidopsis
(Yu et al, 2003) involved in viral resistance induced by salicylic acid (SA), suggests that
the interfering RNAs (iRNAs) could be a mechanistic role in systemic acquired
resistance (SAR). There are also references that suggest an overlapping of signaling
pathways that control resistance to SA and induction of silencing. Brignetti et al., 1998
2b demonstrated that the protein was able to inhibit the induction of iRNA directed
against viral RNA, as well as resistance acquired by inhibiting viral replication and SA
dispersion directly inoculated tissues (Ji & Ding, 2001)

In this work was to evaluate the possibility of using Cucumber mosaic virus or the
CMV gene supressor, to improve the characteristics of production of secondary
metabolites and other high-value products in plants. Many plant transformation products
used as raw material for cosmetics and pharmaceutical industry, are appreciated for
their composition and high content of active ingredients.

To avoid the use of the CMV virus, because of its aggressivity and the large number of
hosts, a vector for local transient expression of the suppressor gene was constructed,
based on attenuated virus for systemic expression.

The evaluation was conducted in Thymus genus and, in some cases, in Nicotiana
benthamiana and Coriandrum sativum.

Changes were found in alkaloids, terpenoids and flavonoids.

The increase in these metabolites, many of them responsible for the reducing power of
plant extracts, led to the study of their use in the production of metal nanoparticles, from

the corresponding metal ions.
Keywords:

Transformation, transient , aromatic, viral vectors, nanoparticles, secondary metabolism



ABREVIATURAS E ACRONIMOS

AGO proteina Argonauta
AJ écido jasmonico
AS &cido salicilico

amiRNA artificial miRNA

Avr Factor de aviruléncia

BCIP 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

CMV Cucumber mosaic virus

CaMV Cauliflower mosaic virus

cDNA DNA complementar

dpi dias apds inoculagdo

DRX Difracdo de RX

CMV Cucumber mosaic virus

CP Proteina da capside

DNA Acido desoxirribonucleico

dsRNA RNA sob a forma de cadeia dupla

DCL Dicer

DNAse Desoxirribonuclease

CG-EM Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
GFP Proteina green fluorescente

HPLC High performance liquid chromatography
IRNA RNA de interferéncia

INRNA long hairpin RNA

RNA Acido ribonucleico

MRNA RNA mensageiro

miRNA micro RNA

MES Acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidratado
NPs nanoparticulas

OD densidade 6ptica

ORF Open Reading Frame

pb par de bases



PCR Polymerase chain reaction

PTGS Silenciamento génico pds-transcricional

RdR1 RNA polimerase 1 enddgena

RISC Complexo de silenciamento induzido por RNA
RNA é&cido Ribonucleico

RNAse Ribonuclease

ROS especies reativas de oxigénio

RT-PCR Reacéo da Transcriptase Reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
SSCP Polimorfismo conformacional de cadeia simple
SA 4cido salicilico

siRNA pequeno RNA de interferéncia

sSRNA RNA de cadeia simples

TEM Microscopia de Transmissdo Eletronica

TRV Tobacco rattle virus

UV ultravioleta

VIGs Silenciamento génico induzido por virus

VSRs supressores virias de silenciamento por RNA

WT tipo salvagem

Vi
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Capitulo 1- Introducéo

1.1. Cucumber mosaic virus (CMV)

O CMV é um virus pertencente & familia Bromoviridae. Possui um amplo espectro de
hospedeiros, infetando cerca de 800 espécies em mais de 70 familias de plantas
Monocotiledoneas e Dicotiledoneas, e é transmitido por mais de 60 espécies de afidios
(Garcia Arenal et al., 2000). CMV é um virus generalizado e economicamente
importante que pertence a classe de patgenos transmitidos de modo n&o persistente. E
dificil de controlar porque passa rapidamente de plantas infetadas a plantas saudaveis
tendo como vector afidios.

O genoma do CMV esté constituido por trés segmentos RNA positivos que codificam 5
proteinas: as proteinas replicases la e 2a, a proteina do movimento 3a, e a partir do
RNA subgenémico a proteina da cépside e a proteina multifuncional 2B (Boccard e
Baulcombe, 1993). Para que as plantas sejam infetadas € precisa a inoculacdo dos trés

tipos de particulas.

RNA-1 (3.4kb) i RNA-3 (2.2kb)
So—] ORFa —30H eI MP. | —{NGRBI— 3OH
RNA-2 (3.1kb) g g l :
4 ~— }—3"-OH
5e—j ORF2a —3"-OH i
ORF2b sgRNA-4 (1.0kb)

Fig. 1.1.1 Genoma do CMV

Extraido de http://viralzone.expasy.org/all_by species/135.html

O RNAL1 codifica uma Unica proteina 1a que é necessaria para a replicacdo do genoma
viral. O dominio N terminal possui atividade metiltransferase e o C terminal é uma
alegada helicase que descarrega 0 RNA de cadeia dupla durante a replicacéo viral.

O RNAZ3 codifica a proteina 3 a ou proteina do movimento, envolvida na circulagdo
célula a célula e a longa distancia, e a proteina da capside (Schwinghamer e Symons,
1977 citado em Rizzo e Palukaitis, 1989). A proteina da capside é expressa a partir de
RNA subgenomico e é determinante para a transmisséo por afideos.

O RNAZ2 codifica as proteinas 2 a e 2 b. A proteina 2a esta envolvida na replicacdo do
genoma viral e tem caracteristicas de RNA polimerase RNA dependente (Ding et al.,

Capitulo 1 - Introducdo Pagina 1



1994). A proteina 2 b € traduzida a partir de uma cadeia de RNA separada,
subgenomica, chamada RNA 4 A (Ding et al., 1994).

Para alem desta estrutura bésica de trés segmentos RNA positivos, existem algumas
estirpes de CMV que possuem um quinto tipo de RNA, designado por RNADS, e outras
que encapsulam um RNA satélite (Palukaitis e Garcia-Arenal, 2003). O RNA5 é
constituido por uma populacédo variada de moléculas com 300 nucle6tidos derivados da
regido terminal 3’, imperfeitamente conservada, dos RNAs gendmicos, RNA2 e RNA3,
e podera desempenhar um papel importante ao nivel da replicacdo viral (Blanchard et
al., 1996). O RNA satélite existente em algumas estirpes de CMV, é uma molécula
pequena completamente dependente do genoma viral para sua replicacdo e propagacao,
que ndo auxilia ao virus em nenhuma funcgdo essencial. Os RNA satélites variam de 335
a 405 nucledtidos e ocorrem na natureza com algumas variantes que podem atenuar ou
agravar os sintomas induzidos pelo virus auxiliar (Garcia Arenal e Palukatis, 1999).

O CMV é um virus com genoma multipartido. Este tipo de virus encapsida
separadamente os segmentos do seu genoma dividido e, para que a infecdo aconteca,
todas as particulas virais tém que infestar a célula hospedeira. Fraile et al., (1997) fazem
uma andlise das hipdteses que tentam explicar a evolucdo nestes virus. Nessa analise
encontram alguns autores que afirmam que a evolugdo dos virus multipartidos acontece
no sentido de favorecer o intercambio genético. Sustentam a sua hipo6tese no facto de
que o intercambio genético contribuiria para contrariar a perda de aptidao, relacionada
com a acumulacdo de mutacOes, dada a elevada taxa de erros existente na replicacdo dos
virus RNA. Uma outra hipétese defende que a taxa de replicacdo de pequenos RNAs é
mais rapida que a de um genoma indiviso, favorecendo a selecdo intracelular dos
mesmos. No mesmo trabalho e contrariando estas hipoteses, descreve-se uma analise de
217 isolados de CMV provenientes de Espanha, onde foram encontrados 4% de isolados
rearranjados e 7% de isolados recombinantes, mas 0s mesmos ndo se estabeleciam na
populacdo. As mdltiplas limitacGes a evolugdo das proteinas virais podem ser um fator
importante na determinacdo da estabilidade das populacGes de virus em plantas,
podendo ser estas explicadas, pela multifuncionalidade das proteinas virais e a
necessidade de estabelecer interagbes funcionais com fatores codificados pelos
hospedeiros e vectores (Garcia Arenal e MacDonald., 2003).

A transmissao € também um mecanismo importante em termos evolutivos, a estratégia
de virus que se transmitem de modo persistente difere do tipo ndo persistente. Os virus

influenciam a transmissdo alterando tracos nos hospedeiros que determinam a sua
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qualidade para os vectores. Os virus nao persistentes sdo transportados no aparelho
bucal do afidio, ttm uma vida muito curta fora da planta e o tempo de aquisicao é de
poucos segundos. Deve ser inoculado rapidamente para se propagar.

1.2. Os Virus como Agentes patogénicos nas Plantas

Os agentes patogénicos intervém na natureza de maneira ambigua. Se por um lado
afetam o desenvolvimento e composicdo das populac@es, por outro sdo propulsores da
variabilidade e dindmica das populagdes naturais. Os agentes patogénicos diferem nos
seus modos de acdo e nos hospedeiros que afetam. O modo de atuacdo de alguns
patdgenos envolve a morte do hospedeiro entanto que outros necessitam do hospedeiro
vivo para poder completar o seu ciclo de vida. Os virus pertencem a este Gltimo tipo
embora a infe¢do possa conduzir eventualmente a morte das células de acolhimento. Os
virus sdo importantes patégenos na medida que causam inumeros danos nas culturas,
mas é a sua simplicidade genémica aliada a uma grande complexidade de acéo, que
desperta a curiosidade sobre eles.

Pela sua dimensdo os virus atuam principalmente no meio celular da planta. Assim o0s
hospedeiros estabelecem interagdes com o virus que envolvem mecanismos de elevada
sofisticacdo e complexidade. Estes mecanismos compreendem fenémenos como a
competicdo pelos recursos, a degradacdo do RNA viral, o estabelecimento de respostas
metabolicas que desligam ou ativam genes etc.

A estratégia de sobrevivéncia dos virus baseia-se ndo s6 na sua adaptabilidade a estes
entornos complexos, mas também no desenvolvimento de estratégias que Ihes permitam
tirar partido dos mesmos. O entorno do hospedeiro é assim responsavel pela evolugéo
viral.

Uma das respostas por parte das plantas a infegdo viral é o Post-transcriptional gene
silencing (PTSG). Trata-se de um mecanismo de regulacdo génica que existe também
em outros eucariotas, conhecido com o nome de repressédo em fungos e interferéncia por
RNA (RNAI) em animais inferiores e superiores (Yu e Kumar, 2003).

Neste mecanismo o silenciamento de RNA ocorre pela degradacdo de RNA codificante
na fase de pos-transcricéo, a partir de regides de RNA com estrutura secundaria que se
encontram no citoplasma celular. O mecanismo aparece muito conservado nos diversos
taxa observados (Susi et al., 2004). Na atualidade aceita-se que, entre outras funcodes, o

silenciamento génico nas plantas ¢ um mecanismo de defesa contra a infecdo viral.
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Segundo Vance e Vaucheret, (2001) a visdo emergente é que o silenciamento por RNA
é parte de uma sofisticada rede de vias interligadas para a defesa celular, vigilancia do
RNA e desenvolvimento e que pode tornar-se uma ferramenta poderosa para manipular
a expressdo de genes experimentalmente.

O silenciamento envolve um conjunto de fendbmenos comuns aos eucariotas para o qual
se tem desenvolvido um modelo do mecanismo geral. O fendmeno de silenciamento de
RNA em plantas partilha 4 passos bioquimicos consensuais: a) inducéo por regides de
RNA de dupla cadeia (dSRNA); b) processamento do dsSRNA em pequenos siRNAs de
18-25 nucledtidos; ¢) metilacdo de RNAs; d) incorporacdo de uma das cadeias de RNA
num complexo chamado RISC (complexo que induz o silenciamento de RNA) que o
associa parcial ou completamente com um RNA alvo Ruiz Ferrer e Voinnet, 1998. O
RNA de dupla cadeia pode ter origem na replicacao viral, em repeticGes invertidas, em
transcricdo convergente de transgenes ou transposones, e pode ser sintetizado por
polimerases RNA dependentes que utilizam RNA de cadeia simples como molde ou a
sua formag@o pode ser programada geneticamente (Ruiz Ferrer e Voinnet, 1998). O
dsRNA ¢é clivado por endoribonucleases (chamadas DICER) em pequenos fragmentos
chamados siRNAs que se caracterizam por possuir migracdo electroforética bimodal,
com 2 nucleotidos em posicao 3’ ndo emparelhados, um grupo fosfato na posi¢do 5’ e
um hidroxilo na posi¢do 3’ (Cullen, 2004). Este processo ¢ ATP dependente e envolve
interacdes com outras proteinas como a Argonauta que se liga a0 dsSRNA e RNA
helicases.

Os ditos fragmentos véo hibridar com RNA de cadeia simples (homdlogos com 0 RNA
genomico viral ou, no caso do silenciamento induzido por transgénese, RNA da planta
homologos com o transgene) e sdo entdo incorporados no complexo RISC conduzindo a
uma continuada degradacdo do RNA de sequencia especifica e supressdo viral ou
silenciamento genético (Whaterhouse et al., 2001).

A maioria dos virus de plantas sdo de RNA e replicam-se por meio de uma RNA
polimerase RNA dependente, a qual produz um dsRNA intermediario. As plantas
utilizam dsRNAs como indutores da degradagdo de uma sequéncia viral determinada. A
indugdo do silenciamento génico por transgenes parece ser consequéncia de esta
adaptacdo viral em plantas. Os transgenes que provocam silenciamento sdo agora
utilizados rotineiramente para produzir dsRNAs ou hairpins RNAs (Smith et al, 2000).
Os hairpins sdo um tipo de estrutura secundaria do RNA que surgem por

emparelhamento de pares de bases intramoleculares, quando duas sequéncias
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complementares em uma unica molécula de mRNA se encontram e se unem, depois de
uma dobragem ou enrolamento da molécula.

Um dos aspetos mais intrigantes do silenciamento € que pode ser induzido localmente e
depois propagar-se a locais distantes através do organismo (Palauqui et al., 1997).

As experiencias de enxertia realizadas por Palauqui revelaram a transmissao sistémica
do PTSG. O silenciamento de uma nitrato reductase e um transgene codificando
glucuronidase, foi transmitido do porta-enxerto silenciado para o enxerto ndo silenciado.
Nas plantas o silenciamento gera um sinal que se propaga desde o sitio de iniciacao as
células vizinhas através de os plasmodesmos o que permite a comunicacdo direta de
moléculas entre células vegetais adjacentes. O silenciamento também se propaga
sistemicamente por longas distancias através do floema. Uma pesquisa recente (Molnar
et al., 2011) tem mostrado conclusivamente que pequenas moléculas de RNA néo-
codificantes (SRNA com 21 a 24 nucle6tidos de cumprimento) sdo componentes do
silenciamento movel.

Para mostrar a diversidade de rotas existentes no silenciamento por RNA em plantas
Molnar et al, (2011) apresentam um diagrama a partir das funcGes da familia de
proteinas DCL (Figura 1.2.1). Estas rotas que se esquematizam individualmente podem

também interatuar.
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Figura 1.2.1- Diagrama esquematico das vias do silenciamento em plantas. Uma viséo
geral dos (a) microRNA, (b) siRNA (c) siRNA viral e (d) siRNAs vias
heterocromaticas. SiRNAs sdo processados a partir de precursores dsRNA por proteinas
parecidas as DICER. As polimerases dependentes de RNA (RDR) convertem transcritos
gerados pela polimerase DNA dependente Il (Pol II) e IV (Pol IV) em dsRNA. Se
indicam as RDR, DLC e proteinas AGO asi como os tamanho e fun¢Bes dos siRNAs
produzidos. RISC é o complexo de inducdo do silenciamento de RNA, as diferentes
composicdes se indicam com cores diferentes. (Extraido de Molnar et al, 2011).

O éxito das infe¢des virais resulta da capacidade do virus para prevenir a degradacdo do
seu genoma e da sua expressdo, fendmeno desencadeado pelo silenciamento génico pds-
transcricional. Ao longo do seu processo evolutivo alguns virus tém desenvolvido uma
estratégia para contornar o PTSG com recurso a moléculas que atuam como supressoras
do silenciamento. Uma classe importante de supressores que bloqueiam o
silenciamento, séo proteinas virais sugerindo uma coevolucéo da defesa e contra defesa
entre a planta hospedeira e o virus invasor ao nivel da disseminacéo sistémica (Roth, et
al., 2004).

Os ensaios de expressdo transientes permitem uma rapida identificacdo dos supressores
virais, com recurso a Agrobacterium tumefaciens. As plantas sdo simultaneamente
inoculadas com uma estirpe de agrobacterium que induz o silenciamento de RNA de um
gene reporter (habitualmente GFP) e com uma outra estirpe que expressa o supressor. A
espécie vegetal comummente utilizada para estes ensaios € a Nicotiana benthamiana.
Apos alguns dias, as plantas comecam a exibir a cor verde da proteina fluorescente no
local da inoculacdo, quando observadas com luz ultravioleta. Entre trés a cinco dias
depois inicia-se o silenciamento local e a cor verde desaparece. O processo de
silenciamento sistémico acontece porque o silenciamento inicialmente desencadeado,
ndo fica confinado ao ponto de inoculagéo. O sinal sistémico traslada-se a outros locais
na planta, pelos plasmodesmos ou pelo floema (Mallory et al., 2005).

No caso dos supressores que afetam o metabolismo dos pequenos RNAS, existem
supressores que impedem o silenciamento bloqueando a producéo de siRNAs e outros
que se ligam aos siRNAs sequestrando-os do sistema talvez blogueando a sua funcéo. O
efeito dos supressores sobre 0 metabolismo dos pequenos RNAs, pode afetar também

outro tipo de reguladores RNAs (Roth et al., 2004). Por exemplo, plantas expressando
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supressores virias de silenciamento génico que alteram a acumulacdo de miRNA,
exibem anomalias durante o desenvolvimento vegetativo e floral (Mallory et al., 2005).
No caso do silenciamento sistémico h& também supressores com um papel ativo.
Existem evidéncias de que alguns supressores podem ser efetivos no silenciamento
sistémico originado em ensaios de tipo transientes, mas ndo mostrar capacidade

supressora nas linhas transgénicas estaveis e vice-versa.

1.3. Sistemas de defesa nas plantas hospedeiras

O sistema defensivo das plantas depende da imunidade inata de cada célula e dos
sinais que delas derivam (Jones et al., 2006). Pensa-se que existam dois niveis no
sistema defensivo inato. A defesa primaria, ou basal, € desencadeada principalmente por
recetores de transmembrana que reconhecem moléculas conservadas libertadas por uma
variedade de patdgenos, o0s quais podem superar essas defesas basais, pela secrecdo de
efetores especificos (Wladimir et al., 2008). Posteriormente, existe um reconhecimento
subsequente destes efetores por recetores especializados (proteinas de resisténcia), que
ocorre ao nivel citoplasmatico, e que desencadeia a inducdo de uma segunda camada de
respostas de defesa da planta. Estas respostas sdo qualitativamente semelhantes as
respostas primarias de defesa; no entanto, sdo geralmente mais rapidas e mais fortes
(Wladimir et al.,, 2008). Os genes R sdo polimorficos e evoluem rapidamente,
acompanhando a evolucao dos genes de aviruléncia do patdgeno. As proteinas R podem
interatuar diretamente com os fatores de aviruléncia (Jones et al., 2006) ou de modo
indireto, reconhecendo sinais préprios do hospedeiro afetados pelo Avr do patdgeno
(Jones et al., 2006).
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Fig. 1.3.1 Resposta imune antiviral andloga a resposta imune de Bactérias e Fungos.

Os virus normalmente entram nas células vegetais através de dano celular (raio) e passam de uma célula para outra
principalmente através dos plasmodesmata como complexos de ribonucleoproteinas virais (VRNP) e / ou virides.
Proteinas codificadas por virus, tais como replicase (Rep), proteina da capside (CP), e proteina de movimento (MP)
sdo convertidos no interior do citosol da célula hospedeira e funcionam cooperativamente na traducéo, replicacao,
encapsidacdo, e 0 movimento do virus. Semelhante aos eventos que ocorrem durante as respostas imunitarias
bacterianas e fungicas, fatores associados a virus, tais como componentes de virido ou proteinas codificadas pelo
virus, pode ser detetadas pelos PRRs da superficie celular ou recetores NB-LRR citosolicos (por exemplo, proteinas
R) para desencadear respostas ETI ou suscetiveis (ETS), culminando com fendtipos HR, SAR, e / ou necrose. As
Proteinas efetoras bacterianas e flngicas segregadas envolvidas na sinalizacdo ETI séo indicadas por "E." De um
modo similar as respostas ETI bacterianas e flingicas, as respostas ETI desencadeadas virus também envolvem
complexos de proteinas SGT1 / RAR1 / HSP90 (Liu et al., 2004) e EDS1 / PAD4 / SAG101 (Zhu et al., 2011).
InteracBes combinatérias entre proteinas virais, proteinas R, cofatores R (Co-F), SGT1 / RAR1 / HSP90, e EDS1
complexos / PAD4 / SAG101 mediam as distintas mudangas a jusante, nos niveis de AS, AJ, etileno (ET), NO, e os

niveis de peroxido de hidrogénio ou a sinalizagdo através de cascatas de sinalizacdo da Kinase MAP. NPR1, uma
e —————————
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proteina nucleo-citoplasmatica critica para as respostas de defesa ndo viral mediadas por AS, intervém nas alteragdes
na expressdo da transcricdo de genes de defesa através de interagBes com fatores de transcrigdo especificos (TFS)
(Dong, 2004). A maior das respostas desencadeadas pelo virus a AS, parece ser independente de NPR1 (Whitham et
al., 2003). Além das mudangas de transcrigdo mediada por TF, os virus também provocam modifica¢Bes da cromatina
incluindo mudangas na metilagdo do DNA (bandeira vermelha) e aumento das taxas de recombinagdo homdloga
(Kovalchuk et al, 2003; Boyko et al, 2007;. Kathiria et al, 2010), O complexo SGT1/RAR1/HSP90 também interage
com componentes da CSN para mediar a degradacdo de proteinas virais ou qualquer proteina do hospede (T) via o
complexo 26S-proteosome (Liu et al, 2002b;. Shirasu, 2009). Os proteasome 26S tem também funcdes no nicleo
(Padmanabhan e Dinesh Kumar-2010). A ubiquitina é abreviada como "U." Paradigmas desconhecidos ou supostos
sdo indicados como "?" Extraido de Mandadi K e Scholthof KB, 2013.

Entre as técnicas disponiveis para combater infe¢bes virais, uma das abordagens mais
eficaz e sustentavel é a implantacdo de resisténcia genética direcionada diretamente
contra os virus (Mazier et al., 2011). Foram caracterizados genes de resisténcia
dominantes e recessivos a nivel molecular e estdo emergir novos principios de
imunidade viral inata, associados ao silenciamento de genes (Mazier et al., 2011). A
resisténcia genética passiva resulta da auséncia no hospedeiro duma variante genética
que permita a infecdo. Nas interacdes proteina-viral -proteina do hospedeiro podem
acontecer casos de perda de interacdo por mutagdes, knock-down nas proteinas do
hospedeiro, que resultam em resisténcia. Tem sido demonstrado que a resisténcia
recessiva contra potyvirus mediada pelo fator de elongacdo proteico elF4E do
hospedeiro, resulta de mutacbes na proteina elFAE, que prejudicam a sua interacao
direta com a proteina VVPg de potyvirus (Mazier et al., 2011).

Os mecanismos de resisténcia genética induzida desencadeiam-se posteriormente a
infecdo, como acontece na resposta hipersensitiva (HR) (Jones et al., 2006). Na HR o
virus é limitado as zonas de infecdo inicial provocando a morte celular e evitando assim
a dispersdo do virus noutras zonas da planta. A partir da HR, pode-se desencadear uma
resisténcia local adquirida (LAR), que € uma resposta defensiva ativada nas células
vizinhas, ou resisténcia sistémica adquirida (SAR) quando se propaga por toda a planta
(Jones et al., 2006). A SAR ¢é acionada durante uma interacdo incompativel, envolvendo
0 Avr e as proteinas R nas células inicialmente infetadas, e resulta no estabelecimento
de resisténcia em tecidos afastados néo infetados (Vlot et al., 2008).

A ativacdo de genes da defesa induz outras moléculas muito importantes no papel do
estabelecimento dos mecanismos de defesa das plantas. S&o principalmente as fito-
hormonas acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ) e etileno, e as espécies reativas de
oxigénio como H202, 02 — e NO.
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1.4. A Proteina supressora 2B do CMV

As vias de silenciamento por RNA funcionam como reacdes de defesa induzidas contra
patdgenos virais. Para neutralizar esse mecanismo de defesa, muitos virus de plantas
codificam supressores de silenciamento que lhes permitem proliferar nos seus
hospedeiros especificos. A importancia destes supressores é refletida no facto de que
muitos deles ja foram identificados como fatores de patogenicidade ou proteinas virais
movimento como célula-célula ou de longa distancia, essencial para a infetividade em
hospedeiros indicados (Voinnet, 2005).

As proteinas supressoras de silenciamento de ARN e ADN de virus ndo relacionados,
nédo tém qualquer semelhanga umas com as outras em qualquer sequéncia de codificacdo
de proteina ou estrutura, sugerindo origens distintas e mecanismos funcionais variaveis
para cada tipo supressor.

Uma das primeiras proteinas supressoras identificadas e estudadas foi a proteina 2B do
Cucumber mosaic virus (CMV). A proteina 2B é um pequeno polipéptido de 12KDa
que despenha um papel importante na patogenicidade. Este papel parece estar
estreitamente relacionado com as diversas funcBes que desenvolve: inibicdo do
silenciamento por ligacdo aos siRNAs; participacdo na movimentacdo sistémica e
celular do virus como referido por Ding et al., (1995); protecdo das defesas virais
mediadas pelo acido salicilico (Ji e Ding, 2001) etc. Tem sido demonstrado que a
proteina 2B do CMV atua a nivel nuclear (Guo e Ding, 2002) e poderia também ter um
papel regulador na transcricédo (Qi et al, 2004).

O fendtipo causado pela proteina 2B do CMV, varia desde aquele que ndo produz
sintomas até aquele que produz sintomas severos, dependendo da estirpe viral a partir da
qual o transgene foi isolado, e esta relacionada com a ligagdo da proteina 2B a proteina
Argonaute 1 (Lewsey et al., 2007 ; Zhang et al., 2006).

Para que a proteina 2B exerca a sua atividade supressora, parece indispensavel estar
ligada aos pequenos RNAs (Gonzalez, et al, 2009), embora tenham sido identificadas
interacbes com proteinas do hospedeiro que podem oferecer mecanismos adicionais
para bloquear o silenciamento por RNA (Diaz-Pendon et al., 2008). O seu alvo é
principalmente o silenciamento sistémico porque bloqueia 0 movimento do sinal, mas
tem um efeito menor sobre o silenciamento local (Brigneti et al., 1998)

Ziebell et al., (2011) mostraram a relacdo da proteina 2B do CMV com a via do &cido
jasmonico. O efeito da proteina 2B na sinalizagdo defensiva regulada por acido

jasmonico, pode ser significativo dado que o CMV é transmitido por afidios. O facto de

Capitulo 1 - Introducdo Pagina 10



Ziebell ter comprovado um aumento da sobrevivéncia dos afideos em plantas infetadas
com o0 CMV de tipo salvagem quando comparadas com plantas controlo infetadas com
0 mutante CMV A2B (mutante sem a sequencia completa do gene 2B), indicia uma
relacdo entre a proteina 2B e o desaparecimento de resisténcia. O autor presume a
existéncia de moléculas elicitoras derivadas do gene CMV, que ndo a proteina 2B, a
qual exerce seu efeito no sentido inverso, encobrindo ou inibindo os efeitos das
moléculas elicitoras. A importancia dos insetos na transmissdo dos virus de plantas é
indiscutivel e por isso 0 autor sugere um possivel papel para as proteinas supressoras na
manipulacdo das vias de sinalizacdo. Deste modo a melhoria na sobrevivéncia do
vector, enquanto transmissor do virus, implicaria o estabelecimento de uma interacao

benéfica entre ambas partes.

1.5. As aplicacdes dos virus na Biotecnologia

Sao as proprias caracteristicas dos virus que fazem com que eles sejam um alvo para o
desenvolvimento de aplicacdes no campo da biotecnologia vegetal (Fox et al., 1991).

A inducdo do silenciamento utilizando um vector viral (VIGS) demostrou ser uma
ferramenta Util para a analise da funcdo dos genes (LU et al.,2003). Existem vectores
que induzem o silenciamento génico de forma rapida, desencadeando uma diminuicdo
no nivel de RNAm do gene de interesse, no prazo de uma semana apos a infecdo. O
fendmeno de silenciamento desencadeado pode promover alteragdes metabolicas que
afetem determinadas vias bioquimicas ou mecanismos moleculares especificos. O termo
silenciamento génico induzido por virus (VIGS) foi utilizado pela primeira vez por van
Kammen em 1997 para descrever o fendmeno de recuperacao da infecdo viral (Anand,
et al, 2013). Este mecanismo de defesa antiviral esta agora a ser explorado, para
conceber vectores para o estudo das funcOes de genes de plantas e aumentar a
resisténcia das plantas aos virus (Anand et al., 2013). A sua aplicagdo tem sido
exclusivamente dirigida a técnica envolvendo virus recombinantes para silenciamento
da expressdao de genes endogenos de plantas (Baulcome, 1999). O VIGS como
ferramenta, esta ganhando imensa popularidade no campo da gendémica funcional, pois
é um método muito simples usando agro-infiltracdo ou pistolas de genes biolisticos e os
resultados sdo obtidos num periodo de apenas 2-3 dias (Anand et al.,2013).

Durante as Gltimas duas décadas, as plantas tém estado sob intensa investigagdo para
fornecer um sistema alternativo de producdo, em alta escala, segura e eficaz em termos

de custos de proteinas recombinantes (Lico et al., 2008). Embora a engenharia genética
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de plantas e a utilizacdo de vetores virais para a expressdo de gene heter6logo possa ser
datada do inicio de 1980, o entendimento recente de virologia vegetal e progresso
técnico em biologia molecular tém permitido melhorias significativas e ajuste fino
desses vetores (Lico et al., 2008). Esses avangos permitiram o florescimento de uma
variedade de novos sistemas de expressao baseados em virus e sua ampla aplicacao por
grupos académicos e da industria (Lico et al., 2008).

Atualmente, esta a ser colocada muita enfase na utilizagdo de vectores para a expressao
de supressores em plantas (Scholthof, 2007). Durante as Gltimas duas décadas muito
esforco em biotecnologia vegetal tem sido dirigido na geracdo de plantas transgénicas
que expressam proteinas heterélogas. No entanto, o nivel de expressdo alcancado é
frequentemente influenciado negativamente, pela ativacdo dos circuitos de
silenciamento génico (Lindbo et al., 1993). Acontece que as plantas efetivamente
empregam esse mecanismo como uma protecdo contra a invasdo de RNA estranho,
neste caso RNAmM expresso pelo transgene (Scholthof, 2007). Os supressores virais
atuam protegendo o genoma viral e RNAm de modo néo especifico, pelo que podem ser
utilizados para aumentar a expressdo do gene estranho em plantas. E possivel encontrar
muitas referéncias bibliograficas, que descrevem a aplicacdo dos supressores na
promocdo de niveis elevados de genes repOrter expressos transitoriamente ou
transgenicamente (Voinnet e Baulcombe, 1997; Brigneti et al., 1998; Voinnet et al,
2003).

A engenharia de algumas proteinas supressoras promete também novas aplicacGes na
biotecnologia e na medicina, onde as moléculas de SRNA s&o de elevado interesse dada
a sua capacidade reguladora de genes (Danielson e Pezacki, 2013). Um exemplo é o
caso da pl9, que se liga a SRNA com especificidade pelo tamanho mas nédo pela
sequéncia, apresentando grande afinidade pelos duplexes de 20-22 nucleétidos. A
especificidade na ligacdo da pl9 tem-na tornado uma ferramenta Unica para sondar
mecanismos de silenciamento complexos, numa variedade de sistemas (Danielson e
Pezacki, 2013).

1.6. Os metabolitos secundarios

As plantas sdo capazes de produzir diversos componentes bioativos para além dos
metabolitos primérios, conhecidos como metabolitos secundarios. Devem este nome ao
facto de ndo serem diretamente utilizados para o crescimento e desenvolvimento delas.

A capacidade de sintetizar metabolitos secundarios tem sido selecionada no curso da
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evolucdo em diferentes linhagens de plantas, quando os ditos compostos eram dirigidos
para uma necessidade especifica. A existéncia destes componentes é de extrema
importancia na competicdo e sobrevivéncia das plantas, desempenhando diversas
funcBes entre as que se destacam: atuar nos mecanismos de defesa da planta contra
patdgenos e em situacOes de stress; atrair polinizadores e agentes de dispersdo de
sementes; participar nos fendmenos de competicdo entre plantas e ser pega chave na
interacéo da planta com microrganismos simbiontes.

Na maioria das referéncias, encontramos 0s metabolitos secundarios divididos
principalmente em trés grupos: terpenos, alcaloides e compostos fendlicos. Os terpenos
sd0 um grupo importante de compostos ativos em plantas, com 23.000 estruturas
conhecidas (Kabera et al., 2014). Trata-se de polimeros derivados do isopreno,
sintetizados pela via do mevalonato ou pela via alternativa da desoxixilulose-fosfato
(Litchenthaler, 1999 e Dewick, 2002). Em funcédo do nimero de moléculas de isopreno
(C5) que constituam a sua molécula, os terpenos podem ser classificados em
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (30),
tertaterpenos (C40) e politerpenos. Mono e sesquiterpenos sdo 0s principais
constituintes dos 6leos essenciais e conferem o odor e sabor caracteristico as plantas. A
modo de exemplo podem ser mencionados alguns monoterpenos como o mentol, o
limoneno e o timol os sesquiterpenos como o f-cariofileno, a-farneseno e o bisabolol.
Os outros terpenos sdo constituintes de balsamos, resinas, ceras, e borracha.
Conhecem-se alguns compostos terpenoides, sesquiterpenos e diterpenos, derivados de
angiospermas, que tém acdo defensiva induzivel bem conhecida (fitoalexinas) (Stoessl
et al., 1976). Existem também terpenoides que sdo hormonas vegetais como o acido
abscisico, as giberelinas que séo diterpenos triciclicos modificados, e as citoquininas
(Primo Yufera, 1995).

Alguns diterpenoides sdo compostos de grande importancia ou formam parte deles,
como a Vitamina A ou retinol, a vitamina E ou tocoferol a vitamina K ou fitoquinona e
o fitol (Primo Yufera, 1995).

O grupo dos triterpenoides inclui esteroides, limonoides, quasinoides e saponinas,
consta de mais de 30.000 compostos isolados e identificados (Dzubak et al., 2006).
Alguns terpenoides tem um papel importante nas especiarias e sabores, bem como na
industria de perfumes (Gershenzon e Duradeva, 2007). Na sua maioria possuem
atividade farmacoldgica e sdo utilizados para tratamentos em humanos e animais
(Kabera et al., 2014).
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Os alcaloides séo substancias organicas ciclicas que contém um nitrogénio em estado de
oxidacdo negativo e cuja distribuicdo € limitada entre os organismos vivos, geralmente
com uma acc¢do bioldgica marcante como a morfina, a cafeina ou a nicotina (Pelletier,
1983). Uma das suas caracteristicas é a basicidade. 75 % dos alcaloides provém das
plantas sendo de rara ocorrencia em bacterias, fungos e liquenes. S&o originados na via
biossintetica dos aminoécidos. O reconhecimento dos alcaloides pelo homem é
ancestral. Muitos dos alcaloides tem sido utilizados ha centos de anos com fins
medicinais e ainda hoje persistem como drogas (Roberts, 2013), outros sao
reconhecidos como substancias venenosas extremamente potentes. Os alcaloides
pirrolizidinicos sdo hepatotoxicos, e alguns sdo também inibidores da colinestaerase e
ligam-se a neuroreceptores afectando deste modo o sistema nervoso (Belakhdar et al.,
2014). Entre os alcaloides mais conhecidos encontram-se a morfina, a cafeina, a
nicotina, a colchicina, a estricnina, e a piperina (Roberts, 2013)

Os compostos fenolicos sdo so metabolitos secundarios mais abundantes, encontram-se
distribuidos em todo o reino vegetal. Possuem estruturas variadas, com pelo menos um
hidroxilo ligado a fenol, podendo existir também na sua estrutura agicares ou acidos
organicos. Incluem acidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos e ligninas. Os
flavonoides sdo os mais abundadantes na nossa dieta e subdividem-se em seis grupos:
flavonas, flavonoles, flavanoles, flavanonas, isoflavonas e antocianinas, dependendo do
estado de oxidagdo do C no anel central (Dai e Mumper, 2010; Manach et al., 2004).
Os éacidos fenolicos podem ser divididos em duas clases, os derivados do acido
benzdico como o acido galico, e os derivados do acido cinamico como o acido cumarico
(Manach et al., 2004). Os taninos sdo compostos fenolicos de elevado peso molecular e
que apresentam a capacidade de interagir com proteinas (Baxter et al., 1997). Podem
inibir enzimas ligadas ao metabolismo de lipidos, carbohidratos e proteinas podendo
ainda formar complexos com algumas proteinas que estdo na dieta deixando de estar
acessiveis (McDougall et al., 2005).

Os compostos fenolicos naturias tém sido reconhecidos como potentes antioxidantes in
vitro, mais potentes do que a vitamina C, E e os carotenoides (Rice-Evans et al., 1995).
Podem também exercer um efeito quimioprotetor, devido a sua capacidade para
sequestrar e reduzir radicais livres, e de agir como agentes quelantes de metais de
transicdo, sendo ainda referenciados pela promocdo de um efeito inibitério na

carcinogenese e crescimento de tumores (Kampa et al., 2007).
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1.7 O género Thymus L., Thymus vulgaris L. e Thymus x citriodorus L
Thymus, é um género pertencente a familia Lamiaceae que compreende 300-400
espécies endémicas amplamente distribuidas no mundo, em particular na regido
mediterranica. Atualmente reconhecem-se mais de 250 taxa, com 214 espécies e 36
subespécies (Morales, 2002). Trata-se de plantas herbaceas, perenes de folhas pequenas
que constituem arbustos com inimeros ramos, que alcangam tipicamente 10 a 30 cm
(Reddy et al., 1998). Vulgarmente conhecidos como tomilhos, estas plantas exibem
propriedades muito interessantes. Na culinaria séo utilizados como condimentos, na
confecdo de diversos pratos e saladas. Desde o ponto de vista medicinal possuem
propriedades biol6gicas e farmacoldgicas diversas, entre as quais se incluem
expectorantes, analgésicas, antiespasmodica, antimicrobianas e antioxidantes
(Salgueiro, 1994). Estas atividades devem-se aos seus Oleos essenciais e polifenois
especialmente flavonoides (Salgueiro, 1994).

Tal como acontece noutras plantas arométicas, nos tomilhos existem polimorfismos
quimicos, havendo enorme interesse em aqueles que possuem uma elevada quantidade
de compostos fendlicos, devido a sua potente atividade antioxidante. Miguel, (2010) faz
uma revisao da atividade antioxidante de diversas plantas aromaticas, referenciando o
bom desempenho do género Thymus e encontrando, que para algumas espécies do
género, os valores das atividades eram comparaveis com as dos padrdes universalmente
aceites, o acido tio-barbiturico (BHT) e o hidroxianisol butilado (BHA).

Thymus vulgaris L. doravante, T. vulgaris é a espécie com maior distribuicdo dentro do
género Thymus, esta presente na zona mediterranica com pelo menos seis quimiotipos
diferentes (Thompson, 2003). De todos eles apenas o tipo” timol “estd em conformidade
com a definicdo constante da Farmacopeia Europeia. A espécie T. vulgaris tem sido
amplamente utilizada pela medicina tradicional mas destaca-se também a sua utilizagéo
como conservante alimentar.

Nas Ultimas décadas tém-se desenvolvido varios estudos tentando a caracterizacao
quimica do seu Gleo essencial e dos seus extratos, assim como das suas atividades
bioldgicas e farmacéuticas. O potencial terapéutico da espécie assenta no conteddo de
flavonoides, timol, carvacrol, eugenol, fenois alifaticos, luteoninas, saponinas e flavonas
tetrametoxiladas (Javed et al., 2013). Estes compostos sdo responsaveis pelos efeitos
bactericidas, antioxidantes, antissepticos, anti-helminticos e antiespasmaddicos (Monira
et al., 2012 citado em Javed et al., 2013) que esta espécie apresenta. A existéncia de

diferencas nas atividades antimicrobianas reportadas pode dever-se a variagcbes na
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composicdo quimica, e a existéncia de sinergismos e interacdes aditivas evidenciadas
entre compostos maioritarios e minoritarios que ocorrem em T. vulgaris (Ahmad et al.,
2014). O contetido de monoterpenos oxigenados e/ou sesquiterpenos presentes no 6éleo
essencial (Miladi et al., 2013), assim como a presenca de elevadas quantidades de
polifenois nos extratos (Roby et al, 2013) tém sido reportados como responsaveis pela
atividade antioxidante de T.vulgaris.

Thymus x citriodorus L. doravante T. x citriodorus, ou tomilho limdo, é um hibrido
muito utilizado como ingrediente na culinaria. Utiliza-se em pratos variados, petiscos,
saladas e na confecdo de doces e sobremesas. E consumido também em forma de
infuséo pelas suas propriedades medicinais.

A caracterizacdo quimica do Oleo essencial de T. x citriodorus L. encontrada na
bibliografia exibe algumas diferencas, mas em geral sdo referidos como componentes
maioritarios, o geraniol, geranil acetato, neral, e borneol (Omidbaigi et al., 2005;
Sacchetti et al., 2004). A semelhanca do que acontece com outras plantas do género
Thymus, esta espécie produz também uma elevada quantidade de compostos fenolicos,
destacando-se o acido rosmarinico como o maioritario (Pereira et al., 2013). Os outros
compostos fendlicos sdo derivados das flavonas luteonina, crisoeriol e apigenina, das
flavanonas eriodictiol e naringenina e do flavonol quercetagetina (Pereira et al., 2013).
O perfil quimico mostra a importdncia que esta espécie pode ter como agente
nutracéutico com potencial interesse para as industrias alimentar e farmacéutica (Pereira
etal., 2013).

Entende-se assim o interesse econdmico destas espécies e o potencial que tem a procura
de métodos destinados a melhorar os padrdes de qualidade dos mesmos. A relacéo
evidente entre a composi¢do quimica dos tomilhos e a suas atividades, deixa aberta a
porta de ser este 0 caminho a percorrer por quem deseje cultivar e transformar estas

plantas, com fins comerciais.

1.8. Coriandrum sativum L.

Coriandrum sativum L. doravante C. sativum, € uma planta da Familia das Umbeliferas,
com importancia econdémica visto ser utilizada em produtos alimentares, perfumes e
cosméticos. E extensivamente cultivada na India, RUssia, Asia, Marrocos e Europa
central (Ravi et al., 2006). O fruto seco é utlizado como aromatizante em molhos e

preparacdes de carne e faz parte do po caril. O aroma e sabor do coentro devem-se a
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presenca de 6leo essencial no mesocarpo (Ravi et al., 2006). E frequentemente utilizado
em preparagdes medicinais para mascarar os sabores amargos, e também, em paises da
Europa e Estados Unidos de América, para aromatizar licores (Ravi et al., 2006)

A composicdo quimica dos 6leos essenciais de C.sativum tem sido alvo de diversos
estudos (Bandoni, Mizrahi, e Juarez, 1998; Matasyoh et al., 2009), tanto os provenientes
das folhas como os dos frutos. A composi¢édo do dleo essencial de coentros é dominada
por aldeidos (56,1%) e alcoois (46,3 %) (Matasyoh et al, 2009). As diferencas
reportadas na composicédo sdo atribuidas a fatores ambientais, genéticos e ao estado de
maturacao dos frutos (Eyres et al., 2005).

Existem evidéncias documentadas da existéncia de atividade antioxidante e
antibacteriana dos dleos e extratos de C. sativum ( Burt, 2004; Cantore et al., 2004;
Matasyoh et al., 2009; Silva et al., 2011). Diferentes preparacGes a base de coentros
como: sementes pulverizadas, extrato em pd, cha, tintura ou infusdo, tém ainda sido
recomendadas para a perda de apetito, dispepsia, ansiedade e convulsdes
(Emamghoreishi et al, 2005 citado em Msaada et al., 2006).

1.9. Alteracdes de metabolismo secundario por virus

Existem alguns exemplos documentados que mostram a alteracdo quantitativa de certos
metabolitos secundarios como resposta a infecdo viral. A Lavandula vera DC e
Lavandula angustifolia Miller mostraram um decréscimo de 25% no rendimento dos
terpenos oxigenados, e um aumento nos esteres, quando infetadas pelo virus mosaico da
alfalfa AMV (Bruni, et al 2006; Bellardi et al, 2006).

Foram também registradas alteracdes na composicao dos 6leos essenciais de Echinacea
purpurea L. e Agastache anethiodora L. quando infetadas com o CMV (Kumari et al,
2014; Bruni et al., 2007). Para o género Thymus L. existem poucos registos de infe¢do
por virus. Dikova, (2013) reportou a existéncia de infecdo por CMV em diversas
especies incluindo o tomilho e Rubies-Autonell e Bellardi, 1999 reportaram a infecéo de
T. vulgaris L.pelo Broad bean wilt virus.

Alguns autores tém mostrado a interacdo existente entre 0s supressores virais do
silenciamento por RNA e os genes da resisténcia (R) que dirigem as rea¢des defensivas
das plantas (Jones e Dangl, 2006; Li et al., 1999; Shimura et al., 2011). A ativacdo dos
genes R origina alteracbes no metabolismo secundario que tém repercussdes ao nivel
metabdlico e podem exercer efeitos sobre diversos mecanismos e vias bioquimicas

existentes nas plantas.
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1.10. A aplicacgéo de vectores virais na formacéo de nanoparticulas

Na revisdo que fazem Singh etal, 2011 referem que a primeira descricdo das
propriedades das nanoparticulas coube a Michael Faraday no seu artigo “Experimental
Relations of Gold and others Metals to Light”. E também indicada a data de 1959 como
a primeira vez em que o termo nanotecnologia foi utilizado pelo cientista Richard
Feynman. A nanotecnologia pode ser definida como a tecnologia aplicada ao desenho,
sintese e manipulacdo da estrutura de particulas com dimensdo menor do que 100 nm.
As caracteristicas e propriedades Unicas das nanoparticulas tém conduzido a sua
aplicacdo pratica generalizada. A nanotecnologia tem-se desenvolvido dinamicamente
como um campo importante na investigacdo moderna com efeitos potenciais na
eletronica e medicina. A producao de nanoparticulas € um processo custoso e com certa
perigosidade para 0 meio ambiente e organismos vivos. A procura de processos de
producdo alternativos e sustentaveis, amigos do ambiente, tem levado ao
desenvolvimento de uma nova area conhecida como “Green Nanotecnology” ou
nanobiotecnologia.

No geral, a nanobiotecnologia significa sintetizar nanoparticulas ou nanomateriais
utilizando vias biol6gicas que envolvam microrganismos, plantas e virus ou seus
subprodutos, recorrendo a ajuda de ferramentas biotecnoldgicas. As técnicas verdes
eliminam a utilizacdo de quimicos custosos, consomem menos energia e geram
produtos e subprodutos ambientalmente in6cuos (Patra e Baek, 2014).

Sendo conhecida a capacidade que possuem as plantas para reduzir e acumular i6es
metalicos e, existindo evidéncias de que a acumulacdo de metais se faz sob a forma de
nanoparticulas, 0s extratos vegetais comegaram a ser testados como uma alternativa
para a producdo de nanoparticulas. Na bibliografia podem-se encontrar exemplos em
como algumas plantas que crescem em substratos contendo sais metalicas, acumulam
nanoparticulas no seu interior, tal o caso de Medicago sativa que acumula até 13% do
seu proprio peso em nanoparticulas de prata (Harris e Bali, 2008).

Assim, nos ultimos tempos tém sido realizadas experiencias de producdo de
nanoparticulas in vitro, com recurso a utilizacdo de extratos de plantas na biorreducéo
de iGes metalicos.

Shankar et al. (2003), mostraram que o0 extrato de Pelargonium graveolens L. em

contacto com uma solucdo de nitrato de prata, reduz de forma muito rapida os ides
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prata. Extratos de Azadirachta indica L. foram utilizados para reduzir acido
tetracloraurico a nanoparticulas triangulares e hexagonais de ouro (Shankar et. al, 2004).
Foi também demostrada a producdo de nanoparticulas de ouro a partir da alga marinha
Sargassum wightii L.(Singaravelu et al., 2007). As espécies vegetais utilizadas sdo

muito variadas bem como o tipo de ido metalico (prata, ouro, ferro, platina).
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Figura 1.10.1- Representacdo esquematica da sintese de nanoparticulas metalicas num
extrato de planta. (Extraido de Makarov et al., 2014)

Na Figura 10.1 apresenta-se a representagdo esquematica de como ocorre a sintese de
nanoparticulas nos extratos de plantas. Na fase de ativacdo os ibes metalicos ligam-se
aos metabolitos redutores e agentes estabilizadores, acontecendo a reducdo dos ides
metalicos e nucleacdo dos metais atomicos. Segue-se a fase de crescimento durante a
qual pequenas nanoparticulas adjacentes coalescem espontaneamente em particulas de
tamanho maior (formacdo direta de particulas por meio de nucleagdo heterogénea e
crescimento, e posterior reducdo do ido metalico, um processo conhecido como Ostwald
ripening). Este processo € acompanhando por um incremento na estabilidade
termodindmica das nanoparticulas. Na fase de terminagdo as nanoparticulas assumem

uma forma e tamanho estaveis.
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As nanoparticulas metélicas sdo de grande interesse devido a modificacdo das
propriedades cataliticas, eletronicas e 6ticas que se observa, por efeito do tamanho
(Bronstein et al., 2000). Nos ultimos tempos as investigaches sobre a sintese de
nanoparticulas tém-se debrucado sobre os mecanismos de obtencdo das mesmas,
recorrendo cada vez mais ao desenvolvimento de metodologias amigas do ambiente.
Vérios autores referem a utilizacdo de sistemas bioldgicos tais como fungos, bactérias e
extratos de plantas para a sintese de nanoparticulas metalicas.

Os extratos de plantas sdo constituidos por diferentes metabolitos responsaveis pela
reducdo dos ides metalicos. A morfologia das nanoestructuras pode estar relacionada
com a interagdo desses metabolitos com os i6es metalicos. Os extratos vegetais sdo uma
fonte de compostos bioativos tais como terpenoides, polifenois, acucares, aminoacidos,
proteinas, vitaminas etc. Os fitoquimicos presentes nos extratos incluem grupos
funcionais hidroxilos, carboxilos e aminos que servem para a efetiva reducdo dos metais
e oficiam como agentes de protecdo para prover um revestimento robusto das

nanoparticulas metalicas, num sé passo (Hutchison, 2008).
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Figura 1.10.2- Principais metabolitos de plantas envolvidos na sintese de
nanoparticulas metalicas. A — Fenilpropanoides (eugenol);B,C — flavonoides (luteolina,
quercetina); D — Uma hexosa redutora na forma de cadeia aberta; E,F — aminoacidos
(triptofano) (E) a tirosina (F). (Extraido de Makarov et al., 2014).

Alguns dos metabolitos apontados como responsaveis pela formacdo de nanoparticulas,
sdo os terpenoides. Singh et al., (2010) utilizando extrato de cravo-da-india, do qual o
principal componente é o eugenol, conseguiram obter nanoparticulas de forma e
tamanhos diferentes, variando os racios de prata e ouro (Fig. 10.3).

O efeito indutor dos grupos alil e metoxi promove a dissociagdo de um protdo do grupo
hidroxilo do eugenol; a forma anionica do eugenol € posteriormente estabilizada por

estruturas ressonantes, sendo simultaneamente libertados 2 eletrdes.
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Fig.1.10.3- Representacdo esquematica da reducéo de ides Ag e Au

Dentro dos compostos fendlicos, os flavonoides sdo um grupo amplo e variado de
metabolitos, também referenciados como responsaveis pela producédo de nanoparticulas,
em virtude da sua capacidade quelante e redutora de iGes metélicos. Esta capacidade
estd em estreita relacdo com os grupos funcionais que os flavonoides possuem. As
transformacdes tautoméricas dos flavonoides da forma enol a forma ceto, podem libertar
um atomo de hidrogénio reativo que pode reduzir os iGes metalicos para formar
nanoparticulas (Makarov, et al., 2014).

Makarov et al, 2014 referem também que a capacidade redutora dos agucares presentes
nos extratos vegetais pode ter participacdo na formacdo de nanoparticulas dependendo
da sua estrutura. Os oligossacaridos e polissacaridos que possuam na sua constituicdo
monossacaridos que possam adotar uma forma de cadeia aberta, de modo a permitir o
acesso do ido metéalico ao grupo aldeido, podem ter um papel ativo.

Para além da constituicdo dos extratos vegetais, o processo de reducgdo de iGes metalicos
para a formacdo de nanoparticulas é afetado por um grande nimero de fatores. O pH da
reacdo, a temperatura de incubacdo, o tempo da reagéo, as concentracGes e o potencial
eletroquimico do ido metalico, sdo parametros que devem ser analisados e otimizados
para maximizacgdo do rendimento da reagdo, assim como para definir as caracteristicas
que se pretendem para um tipo especifico de nanoparticulas. O poder redutor mede a
capacidade de ceder eletrdes por parte de um antioxidante (Yen e Cheng, 1995). Na
Patente W02014045055 encontra-se documentada a utilizacao de extratos vegetais com

elevado poder redutor para a producédo de nanoparticulas e, tem-se proposto a utilizacéo
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de virus conjuntamente com 0s extratos para conseguir nanoparticulas mais uniformes e

sem agregagcao.

1.11. Objetivos

Existem referéncias que envolvem alteracdes nos metabolitos secundarios em alguns
hospedeiros do Cucumber mosaic virus (Bruni et al,2007; Bellardi et al, 2001; Dikova
et al., 2013). Também é amplamente conhecida a atividade supressora da proteina 2B do
CMV assim como o seu efeito na resisténcia dos virus induzida por &cido salicilico
(Lewsey et al., 2009) e a sua agdo na inibicdo da resposta dos genes regulados pelo
acido jasmonico (Ziebell al., 2011), uma molécula de sinalizacdo fundamental na defesa
contra insetos.

O objetivo do presente estudo é avaliar a possibilidade de utilizar o supressor de
silenciamento do CMV, proteina 2B, para aumentar a producdo de metabolitos
secundérios em plantas.

Especificamente vdo-se avaliar a existéncia de alteracdes induzidas na producdo de
terpenoides e compostos fendlicos em T. vulgaris, T. citriodorus, C. sativum e N.
benthamiana.

Inicialmente seré avaliada a resposta a infecdo pelo CMV e posteriormente, utilizar-se-
do um vector de transformacdo transiente e um vector sistémico, apenas com o gene
supressor 2B.

Serad também avaliada o efeito nas caracteristicas de nanoparticulas metélicas
produzidas com recurso a sintese verde, utilizando para tal, extratos de plantas infetadas
com CMYV e inoculadas com o vector sistémico pTRV que leva o gene supressor 2B.
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Capitulo 2- O Cucumber mosaic virus, a sua capacidade de infetar
plantas de Nicotiana benthamiana, Thymus vulgaris e Coriandrum

sativum e o0s seus efeitos nos metabolitos

2.1 Introducéo

Tém sido descritas varias estirpes de CMV, sendo que a espécie inclui trés subgrupos,
IA, IB e Il, com até 25% de divergéncia de sequéncia de nucleétidos entre eles
(Roossinck et al., 1999). Estas estirpes ocasionam diferentes patologias e afetam um
grande nimero de plantas hospedeiras. O subgrupo | causa sintomas de mosaico severo
e 0 subgrupo Il provoca sintomas mais atenuados (Roossinck et al., 1999). A estirpe
Fny do CMV pertence ao subgrupo I e a cepa LS-CMV ao subgrupo Il. Os subgrupos |
e Il, diferem na sua sequéncia nucleotidica e podem ser distinguidos por PCR (Rizos et
al., 1992). Rao e Francki, 1982 referem que todos os genes de CMV tém algum papel na
expressdo fenotipica da interacdo virus/planta, mas que, aparentemente, os RNAs 2 e 3
tém maior importancia na inducdo dos sintomas quando comparadas com 0 RNAL. As
numerosas estirpes deste virus com distribuicdo mundial, exibem diferencas na
patologia e/ou tipo de hospedeiros (Kaper e Waterworth, 1981).

O estudo da variabilidade viral é importante visto que estas variacdes podem refletir
diferencas na patogenicidade do virus. A tipificacdo molecular de virus com recurso a
analise mutacional por SSCP (Nolasco e De Sequeira, 1993) é uma metodologia de facil
aplicacdo e baixo custo. Esta analise deteta variacdes de sequéncia através de diferencas
de mobilidade electroforética. Sob condi¢des desnaturantes e temperatura reduzida as
moléculas de DNA de cadeia simples podem assumir conformagdes exclusivas que
variam em funcédo das suas sequéncias nucleotidicas.

Existem referenciadas aproximadamente 1200 espécies entre monocotiledoneas e
dicotiledoneas, como hospedeiras do CMV, englobando plantas herbaceas, lenhosas e
semilenhosas. Contudo existem poucas referéncias a plantas aromaticas.

As referéncias encontradas fazem parte de um trabalho de pesquisa desenvolvido entre
2006 e 2009 na lItalia (Davino et al.,, 2012), onde foi possivel encontrar algumas
espécies de plantas aromaticas infetadas com CMV, ndo existindo no entanto
referéncias de infecdo comprovada no Género Thymus. No caso de Coriandrum
sativum, ha informacéo de que é susceptivel a infe¢cdo por CMV na base de dados Plant

Virus Online (http://pvo.bio-mirror.cn/famly134.htm#Coriandrum%?20sativum). Como
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ja referido em 1.9 do Capitulo I, a infecdo por CMV confirmou-se em Echinacea
purpurea e Agastache anethiodora.

Plantas de T. vulgaris, de N. benthamiana e de C. sativum foram testadas de modo a
confirmar a sua susceptibilidade de infe¢cdo com a estirpe CMV-Fny. Para poder ter um
isolado perfeitamente caracterizado foram utilizados clones infeciosos CMV-Fny
desenvolvidos pelo laboratério do Dr. Garcia Arenal. Dado o facto do genoma de CMV
ser por si so infecioso, um dos métodos para estabelecimento da infecdo nas plantas é a
utilizacdo de RNAs transcritos “in vitro” a partir de plasmideos albergando uma cépia
em DNA do genoma viral. Para o estabelecimento da infecdo, no caso de um virus
multipartido como o CMV, € preciso a reunido de todos 0os RNAs transcritos, de modo a
que a planta seja inoculada com o equivalente a0 RNA gendmico parental.

A infecdo viral é acompanhada por alteracGes fenotipicas visiveis e também por
alteracdes metabolicas dos hospedeiros, que podem ser avaliadas com recurso a técnicas
cromatogréficas apropriadas. A analise do perfil de volateis dos dleos essenciais nas
plantas recorre a a Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG /
EM. Esta é uma técnica instrumental, que consiste num cromatédgrafo de fase gasosa
acoplado a um espectrometro de massa, através da qual as misturas complexas de
substancias quimicas podem ser separadas, identificadas e quantificadas. Para que um
composto seja analisado por CG / EM deve ser suficientemente volatil e termicamente
estdvel. A amostra é injetada e varrida na coluna cromatografica por um gas de
transporte, geralmente hélio. Os compostos que formam parte da amostra sdo separados
em virtude da sua interacdo com o revestimento da coluna (fase estacionaria) e o gas de
arraste (fase movel). A U(ltima parte da coluna passa através de uma linha de
transferéncia aquecida e termina na entrada para a fonte de ides, em que 0s compostos
gue eluem da coluna séo ionizados. Posteriormente, um analisador de massa separa 0s
i0es carregados positivamente de acordo com varias propriedades de massa dependendo
do equipamento utilizado. Depois da separagdo, 0s ides entram no detetor que envia
estas informagdes para um computador.

No caso da analise de alcaldides, a técnica de andlise utilizada é uma Espectrometria de
massa de cromatografia liquida de alto desempenho. Compreende um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia ‘“high-performance liquid chromatography” (HPLC) ligado,
através de uma interface adequada, a um espectrometro de massa (EM). O HPLC / EM
é capaz de analisar uma gama muito ampla de componentes. Os compostos que sdo

termicamente l&beis e apresentam uma elevada polaridade ou tém uma massa molecular
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elevada podem ser todos analisadas utilizando HPLC / EM. As amostras de interesse
sdo injetadas numa coluna de HPLC. Os compostos séo separados com base na sua
interagdo para com o revestimento quimico dessas particulas (fase estacionaria) e o
solvente da coluna (fase movel). Os componentes que eluem da coluna cromatografica
sdo entdo introduzidos para o espectrometro de massa.

O objetivo deste capitulo é avaliar a susceptibilidade das espécies T. vulgaris, N.
benthamiana e C. sativum a infecdo por CMV, e determinar se apds estabelecimento da

infecdo, existem alteracGes na composicao de alguns metabolitos.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1.Material bioldgico
Clones cDNA do CMV-Fny facultados pelo Dr. Fernando Garcia Arenal contendo RNAL,
RNA2 e RNA3 no plasmideo pUC18.
Plantas de Nicotiana benthamiana wt produzidas a partir de sementes de plantas méae do
laboratério de virologia.
Plantas de Thymus vulgaris e Coriandrum sativum produzidas a partir de sementes

certificadas provenientes de Semillas Silvestres S.A. em Espanha.

2.2.2 Crescimento das plantas em condic¢des controladas
As sementes foram colocadas a germinar numa mistura de substrato comercial,
vermiculite e perlite. Ap6s a aparicdo das folhas cotiledonares as plantas foram
transferidas a tabuleiros de alvéolos (8x8 cm) e mantidas durante um fotoperiodo de 14h
luz:10h escuro a temperatura de 24°C. Posteriormente as plantas foram transferidas para

vasos individuais para promover o crescimento e desenvolvimento de biomassa.

2.2.3 Preparacéo dos transcritos

A partir dos plasmideos portadores do cDNA dos RNAs genomicos de CMV-Fny
procedeu-se a transcricdo “in vitro” utilizando o Megascript Kit (Ambion Lyfe
technology), baseado no promotor T7. No procedimento foram seguidas as instru¢oes
do fabricante.

Os plasmideos contendo 0 CDNA do CMV-Fny RNAL, CMV-Fny RNA2 e CMV-Fny
RNA3 foram linearizados com Pstl (Figura 2.1). Apds 1 hora a reacéo de digestéo foi
parada por adigéo de 1/20 volumes de 0,5 M de EDTA; 1/10 Volumes de 3M de acetato

de sodio e 2 volumes de etanol. As amostras foram colocadas a -20 ° C durante 30 min e
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posteriormente centrifugadas durante 15 minutos a 12000xg. O sobrenadante foi
removido e o pellet ressuspendido em TE (10 mM Tris-HCI pH 8,EDTA 1 mM) a uma
concentracdo de 0,5-1 mg / ml. 1 ug de cada plasmideo linearizado foi adicionado a
mistura de transcricdo contendo: 1X tampdo T7; 7,5 mM de cada solugdo de
ribonucléotido e 2 pl da enzima T7 num volume de 20 ul. Esta mistura foi incubada a
37° durante 1 hora. Posteriormente, adicionaram-se 2 unidades de DNASE Turbo-
DNA free da Ambion para eliminar todo o0 DNA remanescente na amostra.

A seguir procedeu-se a purificacdo com fenol cloroférmio e precipitagdo com 1 volume
de isopropanol. Ap6s 30 minutos a -20°c os transcritos obtidos foram centrifugados,

ressupendidos em TE e quantificados no nanodrop.

Figura 2.1- Linearizagéo dos clones infeciosos CMV-Fny. 1- CMV-Fny RNAL,
2- CMV-Fny-RNAL1 digerido com Pstl1, 3- CMV-Fny RNA 2 digerido com Pst1,
4- CMV-Fny-RNA2, 5- CMV-Fny RNA 3; 6- CMV-Fny RNA 3 digerido com
PStl1 e M- Marcador Gene Ruler 1Kb DNA ladder (gel de agarose 1% (p/v).
2.2.4 Inoculacéo de plantas de Nicotiana benthamiana com os transcritos
Foram preparadas amostras com aproximadamente 37 pg de cada um dos trés
transcritos numa dilui¢do de 1/15 de 1M de tampéo fosfato pH 7,4.
Os transcritos foram inoculados nas folhas das plantas de interesse por inoculagéo

mecénica. Na altura da inoculagéo as plantas contavam com 4 folhas.

2.2.5 Extracdo de RNA
Apbs 30 dias da inoculagédo das plantas com os transcritos, foi feita a extragdo de RNA.
Cerca de 100 mg de tecido foliar fresco foram pulverizados em almofarizes de

porcelana com azoto liquido até a obtengdo de um p6 bem fino, sendo posteriormente
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transferido para tubos de microcentrifuga de 2 ml. Foi adicionado a cada tubo 1 ml de
Trizol e ap6s 5 min a amostra foi centrifugada a 5000 rpm durante 10 min a 4°C.

O sobrenadante recolhido foi extraido com 200 pl de cloroférmio e novamente
centrifugado durante 10 min a 10000 x g a 4°C. O sobrenadante contendo o RNA foi
precipitado com 1 vol. de isopropanol e deixado incubar por 20 min a temperatura
ambiente. A amostra foi imediatamente centrifugada durante 10min a 10000 x g e a 4°C.
O pellet obtido foi lavado com etanol 70% e apds a centrifugagdo nas condicgdes

anteriormente indicadas, o pellet foi ressuspendido em 30 ul de 4gua milig.

2.2.6 Imunocaptura (IC/RT-PCR)
A confirmacdo das plantas infetadas foi realizada por imunocaptura seguida de
transcricao reversa e amplificacdo num so passo (IC/RT-PCR), segundo Nolasco et.
al., 1993. Os anticorpos utilizados haviam sido obtidos h& varios anos na Estacédo
Agronémica Nacional.
Para a imunocaptura os tubos de PCR foram revestidos com anticorpos para 0 CMV
durante 3 horas a 37°C. Os extratos de plantas foram preparados por maceracao de 100
mg de folhas com 0.5 ml de tampéo de extracdo, constituido por PBS, 2% PVP-40 e
0,05% Tween 20 e posteriormente clarificados por centrifugacdo a 5000 x g durante 5
min e a 4 °C.
Em cada tubo revestido foram adicionados 50 pl de extractos, sendo que a incubacdo
decorreu durante 16 horas a 4°C.
As reac0Oes de transcricdo reversa e amplificacdo (RT-PCR) do gene da CP, foram feitas
num volume final de 50 pl contendo 4 mM de MgCl12, 0.2mM do mix de dNTPs, 0,2
uM de cada um dos “primers”, 50 U/ pl de transcriptase reversa MuMLYV Roche, 5U/ul
de Tag DNA polymerase (Fermentas) e 1X o respetivo tampao.
Os “primers” usados na amplificacdo foram:
CMV-IR3-fw: 5’-CTT ACT TTC TCA TGG ATG CT-3’
CMV-CP4-rev: 5 CCA CAC GGT AGA ATC AAA-3°
Estes primers foram desenhados com base na sequéncia do RNA3 de Fny CMV
(Genbank: NC001440) e hibridam respectivamente nas posi¢des 1148-1167 e 1622-
1605. Amplificam um fragmento que compreende parte da regido intergénica a

montante da proteina da capside e parte desta.
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Os ciclos de temperatura aplicados foram os seguintes: 38 °C durante 45 min, 94° 2
minuto, seguido de 30 ciclos de 92 °C durante 30 s, 52 °C durante 30 s e 72 °C durante
30 s, com uma incubacéo final de 72 °C durante 5 min.

2.2.7 Clonagem e Anélise por SSCP

Os fragmentos de PCR obtidos da amplificacdo do gene da CP, de 482 bp, foram
ligados pelo sistema “TA Cloning” em plasmideos pGEM-T Easy. Os produtos de
ligacdo foram clonados em células competentes de Escherichia coli One shot MacOne.

Posteriormente, efetuou-se a andlise por polimorfismos conformacionais de cadeia
simples (“Single Strand Conformation Polymorphism” - SSCP) dos fragmentos
clonados, de modo a avaliar a diversidade genética. Para tal, adicionou-se solucéo
desnaturante de formamida (95%), 20 mM EDTA pH 8, 0,05% Azul de Bromofenol) a
1-3 pl de produto PCR de modo a perfazer 10 pl. Desnaturou-se a solugdo a 90 °C
durante 5 min e colocaram-se as amostras em gelo. As amostras foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% ndo desnaturante em TBE durante 3h a 4 °C
e a 200 V. As bandas de DNA foram visualizadas através da coloracdo com Gel Star

acid Stain (Lonza).

2.2.8 Infecdo por transmissdo mecanica de plantas de Thymus vulgaris e
Coriandrum sativum
Folhas sintométicas de Nicotiana benthamiana foram cortadas e maceradas com uma
diluicdo de 1/10 de 1M de Tampéo fosfato pH 7,4. Esta preparacédo foi utilizada para a
inoculagdo de novas plantas de Nicotiana e também de plantas de Thymus vulgaris e
Coriandrum sativum. As folhas foram previamente pulverizadas com carborundo e logo

esfregadas com o extrato obtido de folhas infetadas.

2.2.9 Avaliacéo do conteudo de nicotina em plantas de Nicotiana infetadas
com CMV
2.2.9.1 Reagentes
Os padrdes de nicotina foram adquiridos de Sigma —Aldrich com pureza de 99.9%. O
metanol , o acetonitrilo qualidade HPLC e o &cido fosférico qualidade HPLC eram da

marca Merck.
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2.2.9.2 Preparacao do extrato bruto
As folhas depois de lavadas foram secas a 40°C e posteriormente macerados em
almofariz com azoto liquido. 0,1 g de folhas foram extraidas com 2 ml de uma solugéo
de metanol: a4gua acidificada com 5% de acido acético, com agitacdo durante 2 horas a
temperatura ambiente. As amostras foram filtradas com filtro 0,2 pM e logo

armazenadas em -20°C até ser analisadas.

2.2.9.3 Cromatografia em fase liquida

Os extratos foram separados por cromatografia em fase reversa. Os solventes foram (A)
0.25% H3PO,4 em &gua (pH 2,2) e (B) acetonitrilo. O sistema de eluicdo foi o seguinte:
0-6 min 0-12% de B; 6-10 min 12-18% de B; 10-30 min 18-58% de B. A monitorizacdo
foi feita a 254 nm e o fluxo foi de 1 mL/min. A coluna utilizada foi uma Purospher-RP
18 da marca Merck.

O tempo de retencdo e o espectro UV-vis dos compostos foram comparados com
compostos auténticos de referéncia.

Foi utilizada como padréo a nicotina 99% (GC) referencia N3876 da marca Sigma. Para
a reta de calibracdo foram preparados padrdes com 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL de

nicotina.

2.2.10 Extracdo e analise do 6leo essencial de Thymus vulgaris em plantas

inoculadas com CMV - Fny
2.2.10.1 Obtencéo do 6leo essencial de Thymus vulgaris

A obtencdo de 6leo essencial de Thymus vulgaris foi levada a cabo no laboratério de
Produtos Naturais da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade do Algarve.
O 6leo essencial foi isolado do material vegetal seco por hidrodestilagdo utilizando um
equipamento tipo Clevenger, de acordo com o método referenciado na Farmacopeia
Europeia (Council of Europe, 2007).
As plantas de Thymus vulgaris infetadas e as correspondentes ao controlo foram
cortadas e pesadas para a extragdo de Oleos essenciais por hidrodestilagdo. Sendo
impossivel obter uma quantidade de material suficiente para destilar a partir de cada
planta individual (devido ao baixo rendimento), recorreu-se a preparagdo de “bulks”,
amostras com folhas provenientes de diferentes plantas, mas todas com o mesmo peso.

Foi utilizado pentano para poder colher 0 maximo de 6leo essencial do equipamento.
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Posteriormente deixou-se evaporar 0 pentano e utilizou-se para analise a amostra com

uma diluicdo conhecida.

2.2.10.2 Analises da composicdo dos Oleos essenciais por Cromatografia
Gasosa e Espectrometria de Massa (CG-EM)
As andlises dos 0leos essenciais foram realizadas no CCMAR na Universidade do
Algarve. A unidade de CG era um equipamento Varian 450-GC acoplado com
espectrometro de massa Varian 240-MS ion trap equipado com coluna capilar BR5-MS
da Bruker. Condi¢des: Volume da amostra: 1 uL, Split 80:1, Temperatura do injector:
280 °C. Fluxo de He 1.0 mL / min, Programa de Temperatura: rampa de 45°C a 175°C,
com incremento de 3°C/min, seguido de 15°C/min até aos 300°C, mantendo-se nesta
temperatura por mais 10 minutos. MS: 220 ° C Interface de Temperatura: 200 °C.
Intervalo de massa: 50-350 (m/z). O software utilizado foi Varian MS Worksation
versdo 6.9.1. As amostras foram previamente diluidas em hexano antes da injec&o.
Os padroes utilizados foram todos da marca Sigma com pureza 99-98% com as
seguintes Referencias: 89329 (timol); 282197 (Carvacrol); 62118 (limoneno); 30039 (p-
cimeno); 80605 (a-pineno); 30627 (a-terpineol); 86476 (g-terpineno). Para as retas de

calibracéo forma preparadas diferentes diluicdes dos mesmos em hexano.

2.3 Resultados

2.3.1 Infecdo das plantas de Nicotina benthamiana com os transcritos CMV-
Fny
As plantas de N. benthamiana inoculadas com os transcritos foram analisadas 1 més
apos a inoculagéo.
Das 20 plantas inoculadas com os transcritos, 75% foram confirmadas como positivas,
amplificando um fragmento de 482 bp correspondente ao tamanho esperado para o
fragmento amplificado com os primers CMV IR3-FW e CMV CP4-REv (Figura 2.2).
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M1 2 34 56 7 89 0n12C

Fig 2.2- IC/RT-PCR de algumas das plantas de nicotiana inoculadas com transcritos. As
plantas positivas amplificaram um fragmento de 428 bp. 1 a 12 resultados da
amplificacdo em plantas inoculadas com o transcrito; CP- Controlo positivo;

M-Marcador Gene Ruler 1Kb DNA ladder (gel agarose 1%)

2.3.2 Inoculacéo de Plantas de Nicotiana benthamiana e Coriandrum sativum
por transmissdo mecanica
As plantas de N. benthamiana e Coriandrum sativum inoculadas de forma mecénica, a
partir de plantas de N. benthamiana infetadas com transcritos CMV-Fny, comegaram a
apresentar sintomas transcorridos 15 dias ap6s a inoculacdo. Na figura 2.3 pode-se
verificar o maior desenvolvimento da planta controlo (P3) quando comparada com as
duas plantas inoculadas (P1 e P2) 70 dias apds a inoculacdo. A taxa de infecdo para

ambas espécies rondou sempre 0s 85-90%.

Figura 2.3- Plantas de Nicotiana benthamiana. P1 e P2 — Plantas inoculadas com CMV
70 dias ap6s a inoculacdo e P3 — Planta controlo
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Com o passar do tempo as plantas apresentaram sintomas mais patentes, sendo
manifesta a rugosidade nos tecidos foliares, e um mosaico (Figura 2.4b).

Figura 2.4- a)- Plantas de nicotiana infetadas com CMV ap0ds 6 meses de infecdo. b)-
Pormenor de planta de nicotiana infetada com CMV

As plantas de tomilho (Figura 2.5) foram inoculadas por transmissdo mecénica a partir

de plantas de N. benthamiana infetadas com os transcritos CMV-Fny.

Figura 2.5- a)- Plantulas de Thymus vulgaris com 2 a 4 folhas. b)- Plantas de Thymus
vulgaris 90 dias ap6s inoculagdo com CMV.

Mesmo com transmissdo mecanica as plantas de Thymus vulgaris tiveram uma taxa de
infecdo muito baixa (12,5 %), representando 3 plantas num total de 24 (Figura 2.6).
Foram feitas varias tentativas novas mas s6 num caso foi possivel obter melhores

resultados.
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Figura 2.6- IC/RT-PCR das plantas de Thymus vulgaris. 1 a 7 e 11 — Plantas ndo
infetadas, 8 a 10 — Plantas infetadas que amplificaram um fragmento de 482 pb, CP-
Controlo positivo para amplificacdo do fragmento de interesse e M — Marcador Gene

Ruler 1Kb DNA ladder (gel de agarose 1% (p/v)

2.3.3 Avaliacdo da variabilidade genotipica do CMV em plantas de N.
benthamiana.

Para verificar se o clone infecioso utilizado mantinha a estabilidade genémica,
efetuaram-se andlises por SSCP nos produtos de amplificacdo obtidos de algumas
amostras positivas por IC/RT-PCR. Na figura 2.7 sdo demonstrados os resultados
obtidos para 8 amostras selecionadas, no inicio e ap0s 4 passagens sucessivas, por
transmissdo mecanica, em N. benthamiana. As passagens foram efetuadas ao longo de 2

anos com intervalos de 6 meses. Os resultados ndo evidenciam variabilidade entre as

amostras analisadas.

Figura 2.7- Tipificagdo por SSCP de CMV. a)- Primeira passagem e b)- Quarta
passagem. SSDNA - Single Strand DNA e DSDNA - Double Strand DNA (gel de
poliacrilamida 8%).
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2.3.4 Comparacdo dos valores de nicotina entre plantas de Nicotiana
benthamiana infetadas com CMV e plantas saudaveis

A nicotina foi quantificada utilizando a recta de calibracdo do respectivo padrdo. Para a
quantificacdo por cromatografia de alta resolucédo em fase liquida, foram realizados trés
ensaios independentes, com trés réplicas bioldgicas em cada um (Gréfico 2.1).

Comparagio da concentragio de nicotina
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Figura 2.8 - Comparacdo do conteddo de nicotina em plantas de N. benthamiana
infetadas com CMV e em plantas saudaveis. (Cada valor representa a média de 3
repeticdes bioldgicas)

Em todos os ensaios verificou-se um aumento na quantidade de nicotina nas plantas

infetadas quando comparadas com os valores de nicotina nas plantas controlo.

2.3.5 Resultados obtidos na anélise GC-MS entre os 6leos essenciais de
plantas saudaveis e de plantas infetadas com CMV de Thymus vulgaris
A Figura 2.9 mostra o perfil cromatografico dos 0leos essenciais obtidos de plantas de
T. vulgaris controlo e plantas infetadas com CMV-Fny.
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Figura 2.9 - Cromatogramas sobrepostos mostrando o perfil dos 6leos essenciais de
tomilhos em plantas infetadas (vermelho) e néo infetadas (verde).

A comparacdo das areas, entre amostras controlo (verde) e amostras provenientes de
plantas infetadas com CMV Fny (vermelho), exibe diferencas para alguns dos
compostos. Estas diferencas sdo também confirmadas quando se comparam as
concentracdes de alguns dos principios ativos analisados em ambos tipos de amostras.

Na tabela 2.1 se encontram os valores de concentragéo de alguns componentes obtidos a
partir dos Oleos essenciais de plantas de T. vulgaris infetadas por CMV Fny, em

comparagdo com a composicao do 6leo essencial de plantas saudaveis.
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Tabela 2.1 — Concentracdo de alguns componentes nos 6leos essenciais de Thymus
vulgaris, em plantas infetadas com CMV Fny e ndo infetadas (Y=0,4463 x + 0,2676; R*=
0,9995) (Anova: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns (n&o significativo)

T. Retencao Controlo CMV-Fny
_ Compostos ANOVA (P)

(min) umol/ml pmol/ml

7.899 a-Pineno  5.87E+07  4,75E+08 el
10.119 y_Terp”']enO 1,20E+03 6,72E+03 falaie
11.491 p-Cimeno  9,17E+02  2,32E+05 ns
11.832 Limoneno  1,24E+02  9,30E+02 o
12.029 o-Terpineol ~ 1,04E+02  3,05E+03 e
19.714 Timol 6,83E+05  1,56E+06 e
24.373 Carvacrol ~ 570E+01  8,59E+02 ns

As diferengas encontradas na concentragdo de a-pineno, y-terpineno, a-terpineol, limoneno

e timol entre plantas controlo e plantas infetadas, sdo muito significativas.

2.3.6 Resultados obtidos na analise GC-MS dos Oleos essenciais de
Coriandrum sativum infetados com CMV e em plantas saudaveis
Na Tabela 2.3 estdo representadas as areas de alguns dos componentes encontrados na
analise por CG-EM do 0leo essencial de C. sativum. Este 6leo mostra um perfil
constituido principalmente por aldeidos. A comparacédo entre os 6leos essenciais obtidos
a partir de plantas infetadas e saudaveis verifica diferencas no perfil da composicéo
quando analisadas por CG-EM. Para este 0leo essencial sé foi possivel a quantificacdo

do composto Dodecano, devido a inexisténcia de padrdes disponiveis.

Tabela 2.3 — Area dos Componentes nos 6leos essenciais de Coriandrum sativum, em
plantas infetadas e saudaveis. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001
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Controlo CMV-Fny
Compostos 3 3 ANOVA
Area Area

cis-4 Decenal 1,30E+09 2,25E+09 *x
E-2-Decenal 1,84E+11 2,97E+11 falalel
Dodecano 4,28E+10 5,42E+11 il
Tetradecanal 2,48E+10 6,04E+10 faleie
Dihidrocumarina 3,62E+10 1,29E+11 *
Decanal 1,72E+05 1,26E+09 folekal
E-2-Decenol 1,88E+09 1,46E+09 ns
1-Decanol 2,79E+05 2,79E+09 ns
Dodecanal 2,55E+09 3,15E+10 folalel
cis-9-Hexadecanal 1,13E+09 1,58E+10 folalel

Para o Dodecano foi elaborada uma reta de calibracdo de modo a permitir a

quantificacdo das areas correspondentes nas plantas infetadas e saudaveis (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 - Comparacdo da concentracdo de Dodecano em plantas de C. sativum
infetadas com CMV e ndo infetadas. (Y=2E+0,7x + 1E+0,8 ; R2=0,994)

C. sativum

Quantificacdo
Controlo Infetados

Dodecano (umol/ml ) 2134 27112 ***

A avaliacdo da concentracdo do dodecano evidenciou uma diferenca significativa entre
as concentracdes, sendo referida um aumento na concentracdo de dodecano nos 0Oleos

essenciais provenientes de plantas infetadas. (*** p <0.001).

2.4 Discussao
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Um més apos a inoculacdo dos RNAs transcritos, era possivel observar nas plantas de
N. benthamiana, alguns sintomas relacionados (mosaico) a manifestacdo da doenca,
nomeadamente a apresentacdo de areas de cor verde mais escura e rugosidades nos
tecidos folhares. Os sintomas, incipientes no inicio foram progredindo e com o decorrer
do tempo as deformacdes e rugosidades foram acentuando-se, e em algumas folhas, era
possivel evidenciar a existéncia de pintas amarelas.

Foi evidente também uma diferenca no desenvolvimento das plantas de nicotiana,
denotando-se um crescimento mais rapido e um maior desenvolvimento folhar nas
plantas ndo inoculadas. Contudo, é de referir que as folhas das plantas infetadas,
possuiam uma robustez e espessura superior a das folhas das plantas ndo inoculadas.

A confirmacéo de infecdo por CMV nas plantas efetuou-se por IC/RT-PCR. 75% das
plantas inoculadas com os transcritos de CMV-Fny revelaram estar infetadas. A
inoculacdo por transmissdo mecanica de CMV-Fny em plantas de nicotiana e coentro
apresentaram sempre taxas de infe¢do que rondavam os 85-90%, revelando ser este um
método muito eficiente e de rapida aplicacdo. No caso da transmissdao mecanica para
plantas de T. vulgaris a situacdo foi bem diferente visto sé se ter verificado 12,5% de
plantas infetadas.

Na avaliacdo da estabilidade gendmica do virus nas diversas passagens, realizada por
analise de SSCP da proteina da capside do CMV, ndo foram encontradas diferencas.
Durante todo o periodo de realizacdo dos ensaios, que se prolongou por dois anos, todas
as amostras exibiram o mesmo padrdo electroforético. A andlise da estabilidade
gendmica por SSCP da CP sugere a inexisténcia de variacbes gendémicas que poderiam
ocorrer por adaptacao a novos hospedeiros.

O CMV € um virus com um numero excecionalmente elevado de hospedeiros. A
descoberta de que a proteina 2b do CMV é capaz de suprimir o silenciamento por RNA
e as defesas antivirais da planta mediadas por Acido salicilico (AS), revela novas
estratégias defensivas usadas pelos virus e fornece alguma explicacdo molecular para a
existéncia de uma gama tdo elevada de hospedeiros para o CMV (Ji e Ding, 2001).
Contudo tém sido reportados varios casos de resisténcia ao CMV. A resisténcia
induzida ao CMV por AS em Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana resulta da
inibicdo de movimento sistémico do virus e € induzido através de uma via de transducao
de sinal que também pode ser desencadeada por antimicina A, um indutor da enzima
oxidase mitocondrial alternativa (AOX) (Ji e Ding, 2001). Estes resultados indicam que

0s mecanismos subjacentes & inducdo de resisténcia ao CMV em tabaco e A. thaliana
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sdo muito semelhantes. Em contraste, em Cucurbita pepo, a resisténcia induzida por AS
resulta da inibicdo da acumulagéo de virus nos tecido diretamente inoculado (Ji e Ding,
2001). Nos resultados por nos obtidos, T. vulgaris revelou a aparicdo de necrose nas
areas inoculadas, podendo ser atribuida a uma reposta hipersensitiva (HR), 0 que mostra
que diferentes espécies hospedeiras podem utilizar diferentes abordagens para resistir a
infecdo pelo mesmo virus.

Se bem que alguns virus possam contornar os mecanismos de defesa basais das plantas,
as plantas respondem com o suicidio das células infetadas impedindo a progressdo do
virus para outras partes da planta (Ponteir et al., 1998). As lesdes ou manchas cloroticas
associada ao virus, ringspots, e lesdes necroticas nas folhas, caules e frutos sdo varias
manifestacBes sintomaticas da resposta imune do hospedeiro desencadeado nas células
infetadas (Mandadi e Scholthof, 2013). Enquanto as infe¢bes onde as interacOes
hospedeiro-virus sdo de tipo resistente ou incompativel, disparam o mecanismo de
resposta hipersensitiva e necrose, no caso de interagdes suscetiveis ou compativeis, ndo
se produzem fendtipos de lesdo necroética localizada para limitar a propagacgéo do virus
nas plantas hospedeiras (Mandadi e Scholthof, 2013). Na infecdo viral a resposta
hipersensitiva é desencadeada quando um fator de aviruléncia codificado pelo patdgeno,
é reconhecido por um produto dos genes de resisténcia do hospedeiro (Moffett, 2009).
Esta interacdo- fator de aviruléncia/proteina de resisténcia- ocasiona trocas nos niveis
das hormonas, &cido salicilico, acido jasménico e monoxido de azoto e na acumulacgéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), tanto nos tecidos infetados como nos outros
(Carr et al, 2010). As alteracdes ocasionadas a nivel celular afetam a homeostasia do
calcio e alteram a permeabilidade e potencial das membranas (Carr et al., 2010). Séo
também ativadas as enzimas de processamento vacuolar que participam como efetoras
da morte celular ou necrose (Mur et al., 2008). A necrose €é observada
concomitantemente com a resposta hipersensitiva, se bem que pode em noutros casos
estar desacoplada da resposta de resisténcia (Mandadi e Scholthof , 2013). Nos casos de
HR e necrose, a acumulagdo do virus esta limitada a algumas centenas de células
infetadas. Nas plantas de Thymus vulgaris por nds observadas, as lesdes necrdticas que
as folhas apresentavam limitavam-se as zonas de inoculacdo, sendo que o resto da
planta continuava a desenvolver-se normalmente. Anélises efetuadas em folhas
afastadas do local de inoculacéo, procurando a presenca de virus, nunca foram positivas,

0 que permite concluir que possivelmente fosse este mecanismo de resposta
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hipersensitiva e necrose, que impediu a disseminacdo com éxito do CMV pelas plantas
de T. vulgaris.

A avaliacdo de alteragfes no perfil de producdo de alguns metabolitos nas plantas
infetadas com CMV-Fny, teve por alvo a nicotina dentro do grupo dos alcaloides, no
caso de N. benthamiana. No caso de T. vulgaris e C. sativum foi avaliada a composi¢édo
dos dleos essenciais obtidos a partir das plantas infetadas.

As plantas de tabaco e de outras espécies de Nicotiana produzem o alcaloide nicotina,
que é toxico para os afideos e contribui para a resisténcia a herviboria. Pandey et al.,
(2008) demonstraram que em Nicotiana attenuata a RNA polimerase 1 (RdRd1), que
faz parte da via de silenciamento por RNA, regula uma série de processos de resposta ao
acido jasmonico, entre os quais a producdo de nicotina. Demonstraram que em N.
attenuata silenciando a RNA polimerase 1 enddgena (RdR1), as plantas ficavam
suceptiveis aos insetos. Estas observacGes sugerem que o0s SiRNAs gerados,
dependentes de RdR1, estdo envolvidos na regulacéo das respostas de defesa da planta,
e estas respostas por sua vez, sdo reguladas principalmente por fito-hormonas. O
silenciamento por RNA é uma parte do sistema de defesa contra invasores virais e
transposones (Pandey et al., 2008), que neste caso parece funcionar envolvendo a RdR1
na defesa mediada por siRNAs. A maioria das respostas de defesa contra herbivoros
mastigadores em N. attenuata estdo diretamente subordinados a regulacdo do acido
jasmonico, que domina fortemente a inducdo da resposta de defesa (Onkokesung et al.,
2010). No entanto, um subconjunto de defesas reguladas pelo &cido jasmoénico parece
ser controlado e/ou requere etileno para a sua elicitacdo completa. Este mecanismo de
regulacdao dupla pode ndo ser essencial para a defesa de N. attenuata contra herbivoros
mastigadores, no entanto, pode ter um papel importante na defesa contra herbivoros de
outros sistemas alimentares (por exemplo insetos perfuradores ou sugadores), que
induzem um perfil diferente das respostas hormonais em plantas (Pandey et al., 2008).
Apbs ataque de Manduca sexta em N. attenuata se verifica um aumento nos niveis de
acido jasmonico, relacionado com um incremento nos niveis de transcritos dos genes da
biossintese de acido jasmonico (Pandey et al., 2008). Esta hormona é requerida para
desencadear defesas quimicas, como 0 aumento da nicotina. Ocorre simultaneamente
um incremento no etileno que atinge seu maximo quando o nivel de AJ comeca a
decair; 0 que sugeriria que o etileno atuaria regulando negativamente a producdo de
nicotina (Pandey et al., 2008). Provavelmente este mecanismo ajudaria a evitar a

autotoxicidade e conduziria a poupanca de recursos. O aumento no contetido de nicotina
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verificado nas plantas de N. benthamiana infetadas com CMV-Fny (Fig. 2.8), parece
estar relacionada com uma resposta defensiva ao ataque do virus. Sendo o0 CMV um
virus que se transmite de modo ndo persistente é provavel que esta estratégia favoreca
um aumento na taxa de transmissibilidade, visto que apos o ataque do afideo e a
ativacdo da via de defesa por acido jasmoénico, o aumento de nicotina, toxica para 0s
afideos, estimularia a sua rapida deslocagéo para outras plantas saudaveis.

Na avaliacdo dos efeitos da infecdo por CMV-Fny nas plantas de tomilhos estudadas,
deparamo-nos com a morosidade no desenvolvimento da planta e a sua pouca biomassa.
As folhas dos tomilhos possuem dimens@es reduzidas o que dificulta a obtencdo de
amostras com massa suficiente para destilar. Assim sendo, as amostras provenientes de
plantas de T. vulgaris, tanto saudaveis como infetadas, foram constituidas por “bulks”
de folhas procedentes de varias plantas diferentes, normalizadas pela massa. O perfil
cromatografico dos Oleos essenciais provenientes de plantas de T. vulgaris infetadas
com CMV, foi comparado com o perfil de plantas ndo infetadas (Figura 2.9). Nos
tomilhos infetados registaram-se diferencas significativas na concentragido de timol, -
pineno, y-terpineno, a-terpineol e limoneno (Tabela 2.1).

Em paralelo foi realizado um ensaio com C. sativum, referida na bibliografia como
hospedeira de CMV. Estas plantas, quando inoculadas com CMV, demonstraram uma
reducdo pouco acentuada do desenvolvimento. A composicao do 6leo essencial de C.
sativum incluia volateis na sua maioria ndo terpénicos, principalmente aldeidos e alcoois
(Tabela 2.3). A analise do perfil da composicéao de estes 6leos essenciais revela algumas
diferencas quantitativas e qualitativas dos principios ativos nas plantas infetadas com
CMV. A quantificagdo do dodecano mostra um aumento na sua concentragcdo nos
coentros infetados. Foram confirmadas também diferencas qualitativas devido a
existéncia de fitol e eicosanal em plantas saudaveis que ndo aprecem em plantas
infetadas.

Ainda sdo pouco entendidos os mecanismos que dirigem as interagdes vector-planta nos
hospedeiros infetados por virus. No caso de CMV-Fny € reportada a inducdo duma
resisténcia suave a alimentacdo de Myzus persicae em plantas de Cucurbita pepo, e 0
aumento na producédo de volateis que atraem insetos (Mauck et al., 2010). Isto estd em
relagdo com o modo de transmiss@o ndo persistente do CMV, onde a dispersao do virus
se vé favorecida por periodos de alimentacdo curtos (Macuk et al., 2010).
Contrariamente, para o tabaco, Ziebell et al., (2011) encontraram que a infecdo por
CMV-Fny promovia a sobrevivéncia dos afideos.
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A verificacdo de alteracdes na composicédo de volateis também em plantas de T. vulgaris
e C. sativum, obtida por nds, revela que a infecdo por CMV Fny afeta de alguma
maneira 0s mecanismos de producdo de metabolitos secundarios. Neste sentido, 0
incremento dos aldeidos registado nas plantas de coentros infetadas com o CMV,
poderia ser explicado como resultado da oxidacdo dos &cidos gordos, produto do
aumento da acumulacdo de acido salicilico em resposta a infecdo viral, por parte da
planta. Os efeitos antivirais do &cido salicilico traduzem-se em alteracGes nas espécies
reactivas de oxigénio (ROS) a nivel das mitocéndrias (Singh et al. 2004; Wong et al.
2002). A fonte do aumento das ROS mitocondriais é a oxidacdo dos acidos gordos. A
oxidagdo dos acidos linoleicos e a-linolénico induz a formagdo de 4cidos C9-C12 e
subsequentemente &lcoois, aldeidos e esteres de baixo peso molecular (Bruneton, J.
1999).

Foi também recentemente reportado que o stress causado pela infecdo de CMV em
plantas de Echinacea purpurea, induz a libertacdo de uma elevada quantidade de dois
monoterpenos, o mirceno e alfa-pineno (Kumari et al., 2014).

Estes resultados, vém mostrar que o stress biotico originado pela infecdo por CMV
causa alteracbes no perfil dos metabolitos secundarios, 0 que se corresponde com 0s
resultados obtidos no presente trabalho. O registo de alteragcdes produzidas em alguns
metabolitos em N. benthamiana e nas aromaticas estudadas, apds infe¢do com CMV-
Fny, parece confirmar este facto. E cada vez mais evidente que o aumento na
concentracdo de proteinas virais tem muitas consequéncias para a expressao de genes no
hospedeiro e para o seu metabolismo (Whitman et al., 2006).

Se bem a infecdo por CMV parece ser um caminho possivel para elaborar uma
estratégia de aumento da producdo de metabolitos de interesse em algumas espécies, a
dificuldade de inoculacdo e a morosidade na producdo de biomassa poderédo revelar-se

limitantes.
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Capitulo 3 — A proteina supressora CMV — Fny 2B e seus efeitos na

supressao transiente

3.1 Introducéo

No capitulo anterior ficaram demonstrados os efeitos em alguns dos metabolitos
secundarios provocados pela infecdo do CMV. Foram também evidentes os efeitos do
virus ao nivel do crescimento, provocando a lentiddo na producdo de biomassa e um
menor desenvolvimento da maioria das plantas. Assim o objetivo nesta parte do
trabalho foi testar se a expressdo da proteina 2B do CMV-Fny, poderia afectar os
volateis sem alterar as caracteristicas das plantas infetadas. Por um outro lado é
importante referir que a infecdo com CMV com vistas a melhorar a producdo de
volateis, ndo é alternativa viavel, visto tratar-se de um virus com grande capacidade de
infecdo e capaz de abranger uma diversidade de hospedeiros.

Se bem que a atividade supressora da proteina 2B do Cucumber mosaic virus seja
amplamente conhecida, assim como o seu efeito na resisténcia dos virus induzida por
acido salicilico (AS), o trabalho de Ziebell et al., (2011) veio demonstrar também a sua
acdo na inibicdo da resposta dos genes regulados pela fitohormona &cido Jasmdnico
(AJ), uma molécula de sinalizacdo fundamental na defesa contra insetos. Este autor
sugere que a proteina 2B afetaria indiretamente a transmissdo do virus mediada por
afideos. A interrupcdo da sinalizacdo hormonal por parte da proteina 2B, poderia
associar-se ao silenciamento mediado por RNA ou a prépria via do AS (Lewsey et al.,
2010). Adicionalmente, a ligacdo do supressor 2B a siRNAs e a dsSRNAs (Goto et al.,
2007) para além de reforcar o seu papel como agente supressor de silenciamento, pode
contribuir para as modificaces observadas.

A biossintese de acido salicilico facilitado pela proteina 2B durante infec¢éo viral, pode
actuar antagonicamente para suprimir a via de defesa regulada por acido jasmonico via
AS/AJ “crosstalk” (Zarate et al., 2007). O fenémeno de “‘crosstalk” refere-se a vias
metabolicas que podem actuar de modo antagdénico ou sinérgico, permitindo a planta
responder com versatilidade aos estimulos externos e minimizar os custos de defesa.

Em situacGes de stress bidtico ou abidtico as plantas respondem activando mecanismos
de defesa induzida. Um destes mecanismos envolve a produ¢do de compostos organicos
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volateis, e pode conduzir ao incremento de volateis emitidos constitutivamente ou a
sinteses de novos compostos.

A determinacédo dos volateis pode ser feita com recurso ao método da microextracéo de
fase solida (solid phase micorextraction SPME). Trata-se de uma microtécnica que
prepara as amostras para analises de cromatografia gasosa, sendo a suas principais
valéncias a ndo utilizacdo de solvente, a alta capacidade de concentracdo e o facil
transporte do material extraido para o cromatégrafo. O dispositivo bésico de SPME
consiste em um bastéo de fibra otica, de silica fundida de 100 mm de diametro, com 10
mm de uma extremidade recoberto com um filme fino de um polimero ou de um sélido
adsorvente (Pires Valente e Augusto F, 1999). O revestimento da fibra remove o0s
compostos da amostra por absor¢do no caso de revestimentos liquidos e adsor¢do no
caso de revestimentos sélidos. Posteriormente, a fibra é inserida no cromatdgrafo para

posterior dessorcdo e analise.

fibr:

ibra
retraida

Figura 3.1- Dispositivo da fibra de Microextracdo em Fase Sélida (MEFS). (A) Posi¢do
com a fibra retaida na agulha, (B) Posicdo com a fibra exposta. (Extraido de Pires
Valente et al, 1999)

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1.Clonagem da proteina supressora 2B do CMV-FNy
O gene 2B foi clonado utilizando o sistema de clonagem Gateway da Invitrogen. A
partir do RNA obtido de plantas infetadas com CMV-Fny, tratado no capitulo 2, foi
amplificado um fragmento de 392 bp por RT-PCR, utilizando primers especificos que

incluem uma parte da sequencia attB.(Tabela 3.1). Posteriormente no segundo passo, 0S
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produtos obtidos foram novamente amplificados com os primers attB adapter, de modo
a que o produto tivesse a sequéncia attb completa necessaria para acontecer a
recombinacdo no vector pDONR 221. As reagdes de amplificagdo continham 200 uM
de cada dANTP, 0,2 uM de cada um dos primers, 1U de Dream Taq DNA polimerase
(Thermo Scientific) e o respetivo tampao, o volume final da reagao foi 50 pl. Os ciclos
de temperatura aplicados foram os seguintes: 94°C durante 2 minutos, 92°C durante 30
segundos, 52°C durante 45 segundos e 72°C durante 40 segundos, com uma incubagéo
final de 72°C durante 10 minutos. Os passos 3 ao 5 foram repetidos 30 vezes. Os
produtos resultantes foram analisados em gel de agarose a 1% em tampdo TAE e
revelados com brometo de etidio. Para registro das imagens foi utilizado o software
BIO-1D versao 6.02 (Kodak). Os produtos PCR foram purificados com o Zymoclean™
Gel DNA Recovery Kit e posteriormente quantificados no Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). A reac¢do BP continha 1 pl da enzima BP Clonase, 100 ng/ul do vetor
pDONR221, 50 ng do Produto PCR e tampao TE pH 8, O volume da reacdo era de 8 ul
e a incubagéo procedia overnight a 25°C. Posteriormente a reacgdo foi parada com a
adicdo de 1% de Proteinase K (Invitrogen), 10 minutos a 37°C.

Para a transformag8o utilizaram-se 100 pl de células competentes One shot Mach 1
(Invitrogene) e 5 ul da reacdo BP. Procedeu-se primeiro a uma incubagdo de 30 min em
gelo, seguida de 1 min a 42°C e depois da adi¢do de 250 pul de meio SOC, as células
forma incubadas a 37°C com agitacdo durante 1 hora. Transcorrido dito tempo foram
plaqueados 100 pl em meio LB com canamicina 50 pg/ml. As placas foram incubadas
overnight a 37°C.

A confirmacdo da presenca das colonias transformadas foi feita por PCR, depois do
qual a colonia foi crescida a 37°C, em meio liquido LB com antibidtico apropriado e
durante 16 horas. Posteriormente o plasmideo foi obtido utilizando o Gene JETTM
Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), seguindo as instru¢des do fabricante. A
confirmacéo da sequéncia inserida foi feita por sequenciagéo.

O gene 2B inserido no vetor de entrada foi transferido para o vetor binario pK7WG2
(Karimi et al., 2002), através da reagdo de recombinacdo LR. O vetor pK7WG2 é um
vetor de expressdao, em que o gene clonado fica regulado a montante pelo promotor 35S,
um promotor constitutivo na maioria das plantas e a jusante pelo terminador do

Cauliflower mosaic virus (CaMV).
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Para a reacdo LR utilizaram-se 50 ng do vetor de entrada 100 ng do vetor de destino, 1
ul da enzima clonase sendo e 10 mM de tampdo TE pHS8. A incubagdo procedia
overnight a 25°C.
A transformacdo, crescimento e selecdo dos clones foi feito como anteriormente
explicado, utilizando 50 pug/ml de espectinomicina.

3.2.1.1. Transformacéo genética de Agrobacterium tumefaciens C1C58
Neste processo foram utilizadas células competentes de A. tumefaciens preparadas pelo
método do cloreto de calcio (Seidman et al., 1997).
Para a transformacgdo genética 100 ul de células competentes de agrobacterium foram
incubadas com 1 pl do plasmideo de interesse, a 37°C durante 5 minutos e logo em gelo
durante 30 segundos. Foram plaqueados 50 pl da reac¢do de transformagdo, em meio
LB com rifampicina , gentamicina e espectinomicina 50 pg/ml. As placas foram
incubadas durante 48 horas em estufa a 28°C. A confirmacdo de clones positivos foi
feita por PCR como acima referido.
Tabela 3.1- Primers desenhados tendo por base a Sequéncia do Genbank de RNA2 de
CMV-Fny: NC002035. As bases em italico fazem parte do attb site.

Primers utilizados para a clonagem Gateway

CMV-2B-Gwl: AAAAAGCAGGCTTAATTATGGAATTGAACGTAGG
CMV-2B-Gw2: AGAAAGCTGGGTAGTTTCAGAAAGCACCTTCC
attB1 adapter GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

attB2 adapter-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

Primers para amplificacdo do gene 2B (amplificam todo o gene e algumas bases
adjacentes)

2B-Fw- GGTTTCAGAAAGCACCTTCC (Posicao 2412 — 2435)

2B-Rev- GGTTTCAGAAAGCACCTTCC (Posigédo 2755 — 2736)

3.2.1.2. Outros plasmideos usados: pK7-ERGFP; Ih-GFP; amiRNA-GFP
Todos eles foram também construidos no laboratério de virologia da UALG utilizando
o0 sistema de clonagem Gateway. O pk7-GFP-ER foi preparado a partir da clonagem de
um fragmento de 644 bp da sequéncia mGFP-ER (Haseloff et al., 1997), que leva um
sinal de localizacdo para o reticulo endoplasmético. O IhnRNA-GFP (long hairpin) esta
constituido pelo fragmento da GFP em orientacdo antisense, um intrdo que é parte do

vector pk7TGWIWG?2 e o fragmento da GFP em orientacdo sense. O microRNA artificial
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foi construido seguindo a metodologia descrita por Schawab et al (2006). Para o
desenho foi definida uma regido de interesse (5’- UCGCUGAUCAUUAUCAACAAA-
3 ) do mGFP5-ER e foi utilizado o servidor online WMD3
(http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi). O amiRNA-GFP foi clonado

utilizando o sistema Gateway, no vector pk7WG2

3.2.1.3.Transformacéo de Agrobacterium
Os plasmideos foram inseridos em Agrobacterium tumefaciens, C1C58 utilizando a
trasnformacdo quimica convencional (Hofgen et al., 1988). A selecdo foi feita com
rifampicina, gentamicina e espectinomicina a 50 pg/ml.
Todas as culturas foram crescidas em médio LB suplementado com 10 mM MES e 20

UM acetoseringona a 28 °C até um OD de 0.6 a 600 nm.

3.2.2 Ensaio de coinoculacdo de N. benthamiana
Os plasmideos pK7-CMV2B, pK7-ER-GFP , Ih-GFP e ami-GFP foram transformados
em Agrobacterium tumefaciens C1C58 e utilizados no ensaio de coinoculagéo.
Grupos de 5 plantas de Nicotiana benthamiana wt, foram inoculadas com as diferentes
modalidades de acordo com a tabela 3.2.

Tabela 3.2- Modalidades utilizadas nas inoculagdes

Modalidade Vectores
M1 pK7-GFP-ER
M2 pK7-GFP-ER ; Ih-GFP
M3 pK7-GFP-ER; Ih-GFP; pK7-CMV2B
M4 pK7-GFP-ER; ami-GFP
M5 pK7-GFP-ER; ami-GFP; pK7-CMV2B

Para realizar a coinfiltracdo, volumes iguais dos trés ou dois plasmideos foram reunidos
num tubo falcon e centrifugados a 5000 rpm durante 15 min. Os pellets obtidos foram
ressupendidos em solucdo aquosa constituida por 10 mM MgCI2, 10 mM MES (pH 5.6)
e 100 uM de acetoseringona, pH 5,6, e deixadas em repouso por uma hora a 25°C no
escuro.

A inoculacéo foi feita na pagina inferior das folhas sem abranger as zonas de nervuras,

utilizando uma seringa de 5 ml sem agulha, pressionando o tecido folear até o liquido se
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infiltrar nos espacos intercelulares. A monitorizacdo da infiltracéo era feita visualmente

através do alargamento de uma mancha escura de aspecto encharcado.

3.2.3 Inoculacdo de plantas de Thymus citriodorus
A preparacdo da cultura de Agrobacterium contendo o plasmideo pK7-CMV2B foi
equivalente a acima descrita. As plantas de T. citrodora foram inoculadas por infiltracdo
como descrito em 3.2.2. Os ensaios de inoculagdo e controlos foram feitos em

triplicado.

3.2.4 RT-PCR para confirmar a expressao da proteina 2B em plantas de
nicotina e tomilho
O RNA total foi extraido das plantas de nicotiana e tomilho utilizando o reagente Trizol
(Life Technology) e seguindo as instrucdes do fabricante. Posteriormente, as amostras
foram tratadas com DNAse Turbo da marca Ambion (1U/ 100 pg RNA) durante 30 min
a 37°C. O RNA resultante foi quantificado no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). As
reacdes de amplificacdo foram efectuadas num volume final de 50 uL. contendo 2,5 mM
de MgCl2, 200 uM de cada dANTP, 0,2 uM de cada um dos “primers”, 3U da
transcriptase reversa M-MuLV (Life Technology) e 1 U de Tag DNA polymerase e 1X
do seu tampdo. Os ciclos de temperatura aplicados foram os seguintes: 38°C durante 45
min, 94 °C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 92 °C durante 30 s, 52 °C durante 30 s
e 72 °C durante 30 s, com uma incubacéo final de 72 °C durante 5 min. Os resultados

foram visualizados em gel de agarose (1%).

3.2.5 Western Blot
As amostras de proteina foram extraidas com Trizol (Life Technology) e seguindo as
instrugdes do fabricante. Para cada amostra, 100 pg de proteina foram diluidos em 10
puL de “loading buffer” [Tris-HCI1 0,125M pH 6,8, SDS 4% (w/v), glicerol 20% (v/v), B-
mercaptoetanol 0,1M e azul de bromofenol 0,02% (w/v)]. Antes da aplicacdo no gel, as
amostras foram fervidas a 100 °C por 5 minutos. As amostras foram resolvidas em gel
de poliacrilamida-SDS (12%-5%). 8 uL do marcador Page-Ruler Prestained
(Fermentas) foi utilizado em todas as corridas. A eletroforese foi desenvolvida durante

90 minutos a 200 V. O tampéo de corrida foi Tris-Glicine pH 8,6. Apos conclusdo da
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corrida as proteinas foram transferidas para membranas de polivinilideno (Immobilon-
PVDF, Millipore), previamente ativada em metanol, utilizando o sistema de
transferéncia Electroblotter LKB Multiphor 11 Novablot (Pharmacia) em tampéo Tris-
HCI (25 mM), glicina (92 mM), metanol (20%) e SDS (0,1%). A transferéncia foi
realizada a 200 mA durante uma hora.

A membrana foi incubada em solugdo de bloqueio (5% de leite em p6) em tampéo TBS,
constituido por 50 mM de Tris e 150 mM de NaCl. Apos 3 lavagens a membrana foi
incubada overnight a 4°C com uma diluicdo 1:2000 dos anticorpos policlonales para
GFP, (Ref- A11122, Life Technology). Apos trés lavagens em TBS a membrana foi
incubada numa diluicdo (1:5000) dos anticorpos secundarios anti coelho conjugados
com fosfatase alcalina (Anti-Rabbit 1gG Alkaline Phosphatase antibody in goat,
Sigma), em TBS. A revelacdo foi feita com o sistema NBT-BCIP AP (Roche).

3.2.6 Microextracdo em Fase Solida (MEFS) para avaliacédo dos volateis

3.2.6.1 Preparacgédo da amostra
Duzentos miligramas (200 mg) de folhas de tomilho foram pulverizadas num almofariz
com azoto liquido e colocadas em tubos Falcon de 15 ml contendo 1 ml de etanol: agua
(50:50). Foram extraidas durante 30 minutos com agitacdo e seguidamente os tubos
foram submersos em azoto até o0 momento da analise. As amostras foram retiradas do
azoto 15 minutos antes da anélise e colocadas a temperatura ambiente de 25°C. A tampa
do tubo era perfurada com uma agulha na altura da analise e a fibra de MEFS era
introduzida pelo orificio. Ap6s uma extracdo de 15 minutos a fibra de MEFS era
retirada e transferida para o local de injecdo no cromatdgrafo gasoso. Durante 5 min 0s
analitos eram des-absorvidos da fibra por acdo térmica. A fibra utilizada foi 65um
PDMS/DVB Fused Silica (Supelco).

3.2.6.2 Analise das amostras obtidas
As amostras foram caracterizadas e identificadas partir do seu espectro de massa
utilizando as bibliotecas do National Institute of Standards and Technology (NIST12 ou
NIST62). Para a quantificacdo de alguns compostos especificos, foram preparados
padrdes que foram analisados em condicdes idénticas as das amostras.
Para esta andlise o equipamento utilizado foi um cromatégrafo Shimadzu 17-A

equipado com um espectrometro de massa Shimadzu QP-500. Para a separacdo foi
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utilizada uma coluna J&W Scientific DB-1701P de 30 m x 0,25 mm i.d. and 0,25 pm.
A temperatura do forno do CG foi programada de 40°C (5 min) até 230 °C, com uma
rampa de 5 °C/min, permanecendo depois durante 5 min a 230 °C. O espectro de massa
foi registado no modo de impacto eletronico (IE) a 70 eV. A temperatura da interface
era 250 °C. Para aquisicdo e processamento dos dados foi utilizado o programa Class
5K. Os perfis dos picos foram caracterizados a partir do seu espectro de massa
utilizando as bibliotecas do National Institute of Standards and Technology (NIST12 ou
NIST62).

3.3 Resultados

3.3.1 A Proteina supressora 2B do CMV suprime o silenciamento dos
indutores Ih-GFP e ami-GFP
O ensaio de coinoculagdo em N. benthamiana teve por finalidade confirmar se o vetor
construido expressava a proteina 2B, e se a mesma conseguiria exercer o seu efeito
supressor sobre o silenciamento da expressdo de uma proteina, a GFP. Para tal
utilizaram-se as construgdes Ih-GFP e ami-GFP que se sabia a priori (Gouveia et al.,
2012) serem fortes indutores de silenciamento de GFP.
Passados 2 dias as plantas inoculadas com a modalidade 1 estavam a exprimir GFP.
Esta expressdo continuaria a crescer sendo maxima ao quinto dia e mantendo-se durante
pelo menos 10 dias, mas com menor intensidade. As plantas inoculadas com a
modalidade 2 e 4, ambas inoculadas com GFP e com os indutores de silenciamento ami-
GFP e Ih-GFP, ao quinto dia mostraram estar silenciadas. No entanto, as plantas
inoculadas com a modalidade 4 e 5 que para além de GFP e indutor expressavam a
proteina 2B, mantiveram a cor verde no local de inoculagdo, persistindo com maior
intensidade durante pelo menos 10 dias. A figura 3.2 mostra o aspeto das plantas 5 dias

apos inoculagéo.
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M3 M2 M1

Figura 3.2- Ensaio de Coinoculagdo. M1-pK7-GFP; M2-pK7-GFP + Ih-GFP; M3-
pK7-GFP + Ih-GFP + pK7-CMV2B

wt M1 M4 M5

Figura 3.3- Ensaio de Coinoculagéo. Nicotiana wt; M1-pK7-GFP; M4-pK7-GFP + ami-GFP;
M5- pK7-GFP + ami-GFP + pK7-CMV2B
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GFP + InRNA-GEP  GFP + IhRNA-GFP + 2B

Figura 3.4-Ensaio de coinfiltracdo (folhas individuais) - M1-pK7GFP;
M2-pK7GFP+IhRNA-GFP; M3 pK7GFP+IhRNA-GFP+ pK7-CMV2B

3.3.2 Expressédo de GFP monitorizada por western blot no ensaio de supressao

A GFP foi detectada por western blot a partir de anticorpos especificos. A quantidade de
proteina dispensada em cada amostra foi de 100 ug. Nas amostras onde estavam
presente os indutores Ih-GFP e ami-GFP (Fig. 3.5 2, 4) a expressdo da proteina é
manifestamente mais fraca do que no controlo. Nas amostras em que o supressor 2B
inibia o silenciamento dos indutores (Fig 3.5. 1,3) a detec¢do da GFP é tdo intensa como

no controlo. Estas amostras foram recolhidas ao terceiro dia ap6s a inoculagéo.

1 2 3 4 5 6
- —— G- ™ —
Figura 3.5- Western Blot Ensaio supresséo 1- pk7-GFP+IhGFP+pk7-CMV2B; 2- pK7-

GFP+IhGFP; 3- pK7-GFP+amiGFP+pK7-CMV2B; 4- pK7-GFP+amiGFP; 5- WT; 6-
pk7-GFP
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3.3.3 Confirmacgdo da acumulacdo de mRNA 2B em plantas de Nicotiana
benthamiana e de Thymus citriodorus
A acumulagdo de mRNA 2B nas plantas inoculadas com a constru¢do pK7-CMV2B foi
confirmada por RT-PCR utilizando os primers especificos. Procedeu-se a remoc¢édo do
DNA em todas as amostras testadas, para eliminar eventuais falsos positivos devido a
amplificagéo a partir de pK7-CMV2B. O mRNA 2b foi amplificado em todas as plantas
de Nicotiana benthamiana, enquanto no caso dos tomilhos a percentagem foi de 70%,
mostrando uma menor eficiéncia de agroinfiltracdo nestes. A figura 4 mostra o produto

de amplificacdo (392Bp) das amostras de RNA de Thymus.

Figura 3.6- Confirmacéo da expressao do supressor 2B (RT-PCR). M- Marcador Gene
Ruler 1 Kb . 1,2,3 Thymus citriodorus ; 4,5,6, 7 Nicotiana benthamiana; 8 Controlo

negativo.

3.3.4 Efeito da expressdo transiente do supressor 2B no perfil dos de volateis
em Thymus citriodorus.
Apos confirmacdo da expressdo do supressor 2B do CMV nas plantas de Thymus
citriodorus, 5 dias ap6s inoculacéo foi efetuada a avaliacdo do perfil de volateis com
recurso a MEFS. Os perfis de plantas wt e plantas inoculadas apenas com
agrobacterium foram utilizados como controlo negativo e comparadas com o perfil
proveniente de plantas expressando o supressor 2B. O perfil de volateis foi obtido
sempre a partir da mesma massa vegetal.
Observou-se um ligeiro acréscimo em alguns dos compostos provenientes de amostras
do controlo negativo quando comparadas com as plantas wt. Ja nas amostras
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provenientes de plantas expressando o supressor 2B o0 aumento de alguns

compostos foi significativo (Figuras 3.7 e 3.8).
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Figura 3.7- Efeito da expressao transiente de 2B nos volateis de Thymus citriodorus

Vermelho: plantas WT; Azul: controlo negativo; Preto: 2B plantas expressando o

supressor CMV 2B
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Figura 3.8- Efeito da expressdo transiente de 2B nos volateis de Thymus citriodorus
Vermelho: plantas WT; Azul: controlo negativo; Preto: 2B planta expressando o
supressor CMV 2B

3.3.5 Aumento na concentracdo de Citral e Linalol nos perfis de volateis em
tomilhos expressando a proteina 2B
A partir das alteracfes observadas nos perfis de volateis, selecionaram-se dois analitos
para quantificacdo. A figura 3.9 mostra a concentragdo de citral e linalol em Thymus
citriodorus 5 dias ap6s inoculacio. E evidente o aumento na concentracdo destes dois
metabolitos nas plantas inoculadas quando comparada com as a das plantas controlo. A
concentracdo de citral é 3,5 vezes maior nas plantas expressando o supressor 2B quando
comparadas com a do controlo negativo Agrobacterium e 6 vezes quando comparadas
com o tipo WT. No caso do linalol a sua concentracdo € 2 vezes superior nas plantas
expressando a proteina 2B, quando comparadas com as plantas inoculadas com

Agrobacterium, e 3 vezes superior quando comparadas com as plantas WT.
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Variag&o na concentragéo de Citral
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Figura 3.9- Concentracéo de citral em plantas de Thymus citriodorus 5 dpi.
pK7-CMV2B (plantas expressando 2B); wt plantas ndo inoculadas; C1C58 controlo
negativo. Os dados representam triplicados de trés ensaios independentes. Letras

diferentes indicam médias significativamente diferentes (p <0,05, Duncan’s test)

Uma nova avaliagdo das mesmas plantas, 10 dias apds inoculacdo, revelou um
incremento na concentracdo de citral quando comparado com os dados obtidos para o

quinto dia (Figura 3.10).

Variagdo na concentracdo de Citral
10 dpi
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&
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WT C1C58 pK7-CMV2B

Figura 3.10- Concentracdo de citral em plantas de Thymus citriodorus 10dpi.
PK7-CMV2B (plantas expressando 2B); WT plantas sem inoculacdo; C1C58 (controlo
negativo. Os dados referem-se a triplicados de trés ensaios indepedentes. Letras

diferentes indicam médias significativamente diferentes (p <0,05, Duncan’s test).
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Figura 3.11- Concentracdo de Linalol em plantas de Thymus citriodorus 5 dpi.
PK7-CMV2B (plantas expressando 2B); WT plantas sem inoculacéo; C1C58 (plantas
inoculadas s6 com estirpe Agrobacterium C1C58). Os dados referem a triplicados de

trés ensaios independentes. Letras diferentes indicam meédias significativamente

diferentes (p <0,05, Duncan’s test)

3.4 Discussao

A observacdo de fluorescéncia devida a GFP em Thymus revelou-se muito dificil
devido a autofluorescéncia das plantas e a pequena dimenséo das folhas (resultados néo
mostrados). Assim optou-se por demonstrar a funcionalidade da construgdo com o gene
2b e sua capacidade em suprimir o silenciamento promovido por indutores de
silenciamento considerados fortes, Ih-GFP e ami-GFP, em N. benthamiana. Ambos
indutores demonstraram ser igualmente eficientes em silenciar a GFP e aos 5dpi as
folhas, observadas com UVs, exibiam areas vermelhas mais intensas nos pontos de
inoculacdo, como verificado em Gouveia et al., (2012).

Nas modalidades em que, para além da GFP e do indutor, foi inoculada a proteina
supressora 2B observou-se um aumento na intensidade e persisténcia da cor verde. Estes
resultados mostram que a proteina supressora 2B tem a capacidade de suprimir o
silenciamento induzido por IhRNA-GFP e amiRNA-GFP em plantas wt de N.

benthamiana. Estes resultados foram confirmados por western blot onde é evidente a

Capitulo 3- A proteina supressora CMV -Fny 2B Pagina 58



diferenca na quantidade de GFP detetada nas diferentes modalidades. O western blot
revelou uma diminuigéo da expressdo de GFP na presenca dos indutores Ih-GFP e ami-
GFP (Fig. 3.5. 2,4). Nas amostras em que 0 supressor 2B inibia o silenciamento dos
indutores (Fig 3.5. 1,3) a detec¢do da GFP foi tdo intensa como no controlo.

O supressor 2B do CMV ¢é referenciado como capaz de introduzir alteracBes no
metabolismo do hospedeiro, que facilitam a transmissdo do virus por afideos. Varios
autores, entre os quais Lewsey et al., 2010, atribuem estas mudancas as alteracdes
metabolicas desencadeadas pelo supressor 2B, nomeadamente a promocao da
biossintese de acido salicilico e a inibicdo da expressdo de genes mediada pelo acido
jasmonico, um sinal quimico do hospedeiro que regula a resisténcia aos insetos.

Os resultados que obtivemos evidenciam alteracdes significativas no perfil dos volateis
das plantas de T.x citriodorus expressando o supressor 2B, 5 dias ap6s a inoculagao
(Figs 3.9 e 3.11). Em geral ocorreu um aumento que foi reforgado quando as mesmas
plantas foram avaliadas, 10 dias ap6s inoculacdo (Fig.3.10). A luz dos efeitos referidos
no paragrafo anterior este aumento nos compostos volateis, pode estar relacionado com
interacdoes planta-insecto-vector que, envolvem mecanismos moleculares pouco
entendidos e muitas vezes contraditorios.

Existem diferencas significativas no efeito do Fny-CMV consoante o hospedeiro
considerado. Como ja foi mencionado, induz uma resisténcia moderada ao afideo Myzus
persicae em abdboras (Mauck et al, 2010) contrariamente ao que se verifica no tabaco
(Ziebell et al, 2010). Segundo Mauck et al., 2010 a resisténcia moderada nas aboboras
poderia contribuir com a dispersdo do CMV, que ao ser transmitido de modo ndo
persistente, seria favorecido por curtos periodos de alimentacdo e rapida dispersdo para
outras plantas.

E igualmente reportado por Mauck et al., (2010) que o0 CMV-Fny induziu um aumento
na producdo de volateis atrativos para os afideos, comprovando que as plantas infetadas
com CMV-Fny emitiam mais volateis e apresentavam uma fraca qualidade como
hospedeiras, isto €, os afideos migravam com maior frequéncia das plantas infetadas
quando dada a oportunidade e exibiam uma diminuicdo do crescimento populacional
quando forcados a alimentar-se delas. Porém as plantas infetadas com CMV revelaram-
se igualmente atrativas para os afideos do que as plantas saudaveis. Aquele autor
conclui que um patdgeno pode alterar os fenotipos das plantas, com vista a induzir
comportamentos nos vectores, que sejam benéficos para o patdgeno em detrimento do

vector. Ao que parece 0 CMV induz um aumento das emissOes totais de volateis nas
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plantas infestadas sem se registarem grandes mudancas qualitativas na composicao.
Assim, as plantas infestadas por CMV, apesar do seu menor porte em relagdo ao das
plantas saudaveis e da sua ma qualidade como hospedeiras, podem efetivamente imitar
as pistas de odor que as plantas saudaveis de maior porte emitem aos afideos. Mauck et
al., (2010 ) propde como explicacdo, que o0 aumento nos volateis seria uma estratégia
para mimetizar os odores emitidos por plantas saudaveis de maior porte. Deste modo o0s
afidios seriam atraidos para estas plantas doentes o que logo, favoreceria a disperséo do
virus.

No caso do tabaco, Ziebell et al., (2011) reportaram uma inibicdo da resisténcia aos
afidios, produto da ac¢do do supressor 2B. O autor assume que se bem esta diminuicao
na resisténcia pode ndo contribuir no aumento da transmissibilidade do virus, pode por
outro lado garantir a persisténcia e re-emergéncia sazonal dos afideos. E possivel
concluir que a manipulacdo das vias de sinalizacdo de defesa para melhorar a
sobrevivéncia do vector possa ser um papel das proteinas supressoras (Ziebell et al,
2011).

Um outro caso de inducéo de resisténcia moderada aos afideos, foi reportado em plantas
de Arabidopsis infetadas com CMV-Fny. A conjugacéo das trés proteinas virais (1 a, 2
B e 2 a) parece equilibrar a necessidade do virus de inibir o silenciamento antiviral
enquanto induz uma resisténcia moderada aos afideos, o que se pensa que contribui para
promover a transmissdo (Westwood et al., 2014). A infecdo de Arabidopsis com a
estirpe Fny de CMV induz a biossintese de 4-metoxi-indol-3-il-methylglucosinolate
(4MI3M), substancia que inibe a ingestdo de traslocados do floema por parte dos
afideos, desencorajando o seu estabelecimento na planta hospedeira. A presenca da
proteina 2B do CMV em hospedeiros infetados, aumenta a acumulacdo de CMV e das
outras proteinas virais (Westwood et al., 2014). A proteina 2a desencadeia a sinalizagao
defensiva, levando a acumulacdo de 4MI3M (Westwood et al., 2014). A proteina 2B
pode inibir a AGO1, que tanto regula positivamente a biossintese de 4MI3M como
negativamente a acumulacdo de substancias toxicas para os afideos (Westwood et al.,
2014). No entanto, a replicase 1a modera a inibicdo de AGO1 mediada por 2B,
garantindo que os afideos sdo dissuadidos de alimentar-se, mas ndo intoxicados
(Westwood et al., 2014). Deste modo, a infecdo por CMV conduziria os afideos a
procurar outras plantas para se alimentar, contribuindo para a transmissao do virus.

Os resultados obtidos no nosso trabalho vao ao encontro do cenério proposto por Mauck
et al., (2010). Se bem que tenha sido registado um aumento na abundéncia dos

Capitulo 3- A proteina supressora CMV -Fny 2B Pagina 60



compostos presentes nos perfis cromatograficos em plantas de T.x citriodorus
expressando a proteina supressora 2B, a composi¢cdo manteve-se constante, quando
comparados com os perfis das plantas controlo.

A estratégia de utilizar o supressor 2B do CMV para conseguir um aumento nos volateis
parece ter sido bem sucedida. O interesse que a industria farmacéutica e cosmética tém
em certos metabolitos volateis, leva as empresas produtoras destes compostos a
procurar novas estratégias que contribuam para esse fim. A exigéncia de matéria-prima
com elevado teor nestes metabolitos, ndo é na maioria das vezes considerada pelos
produtores de plantas aromaticas, muitas vezes por desconhecimento desta situacéo.

O ponto negativo deste trabalho é a dificuldade na inoculacdo de plantas em escala,
apesar de terem sido experimentados alguns procedimentos utilizando o sistema de
inoculacdo coletivo por vacuo, que ainda ndo se encontra suficientemente otimizado e

desenvolvido.
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Capitulo 4 Construcéo do vector viral TRV para expressao sistémica do
supressor 2B do CMV

4.1 Introducéo

Dadas as limitagcGes da expressdo apenas local pela estratégia transiente, o objetivo
neste capitulo foi a construgdo de um vetor, que permitisse a expressdo sistémica e por
longo tempo, do supressor 2B. Para tal empregou-se um vector baseado no Tobacco
rattle virus (TRV).

O TRV pertence ao grupo dos Tobravirus, é um virus de RNA de genoma bipartido, de
cadeia positiva com 2 segmentos TRV1 (6.79 Kb) e TRV2 (4,5Kb). O TRV1 codifica
todas as fungdes necessarias a replicacdo, movimento na planta e supressdo de
silenciamento, sendo capaz de se replicar autonomamente (Senthil-Kumar and Mysore,
2014). O TRV2 varia conforme os isolados e tem genes que codificam a proteina da
capside e proteinas ndo estruturais com funcdes relacionadas com a transmissao por
nematodos (Visser and Bol, 1999) (Figura 4.1).

O TRV tem sido empregue como vector de expressdo ou de VIGS (Virus Induced Gene
Silencing). Padmanabhan e Kumar (2008) eliminaram as proteinas ndo estruturais
substituindo-as por um multicloning site em que pode ser inserido o gene a silenciar por
corte / ligacdo ou pelo sistema Gateway. Para evitar a inoculacdo através de RNA, cada
componente do genoma foi inserido num plasmideo binario que é transferido para a
celula vegetal por agro-inoculacéo (figura 4.2).

A

Wild-type TRV1

Replicase MP

Wild-type TRV2

cP | 29.4kpa | 32.8kDa |

Non-structural proteins

Figura 4.1- O Tobacco rattle virus € um virus de RNA bipartido, de polaridade
positiva. TRV1 (i.e., RNAL) codifica as proteinas replicasses de 134 e 194 KDa a partir
de RNA genomico, e a proteina da capside de 29KDa e uma proteina rica em cisteinas
de 16KDa a partir de RNAs subgenémico. O TRV1 pode-se replicar e mover
sistemicamente sem o0 TRV2. (Adaptado de Senthil-Kumar e Mysore , 2014).
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Figura 4.2- Vector VIGS baseado em TRV. Cada componente gendmico esta inserido
num vector binario, entre o promotor duplicado (2x35S CaMV) e o terminador da
nopalina sintetase (noSt). A sequéncia de uma ribozima foi também incluida para
originar uma maior uniformidade de tamanho dos transcritos. Neste caso a insergéo do
fragmento a silenciar no TRV2 é feita por recombinacdo LR. (Adaptado de Senthil-
Kumar e Mysore, 2014).

As aplicacbes do vector TRV tém sido muito variadas. Os vectores TRV sdo utilizados
para estudar o efeito do silenciamento de um gene especifico nas plantas, ou aspetos
relacionados com o desenvolvimento das mesmas, a biossintese de metabolitos,
respostas ao stress bidtico e abiodtico e aspetos evolutivos (Padmanabhan e Kumar,
2008). O silenciamento mediado por TRV pode ser mantido por um longo periodo de
tempo o que possibilita o planeamento de diversos ensaios na mesma planta. Uma das
caracteristicas especificas deste vector referenciada por Senthil-Kumar e Mysore,
(2014) é a sua capacidade de infetar a planta toda, especialmente os meristemas,
permitindo a propagagdo por sementes nas geragdes seguintes, 0 que ndo acontece na
maioria dos vectores virais.

O vector TRV tem sido também utilizado para expressdo de proteina heterdloga em
suspensdes celulares e raizes de N. benthamiana (Larsen e Curtis, 2012). Se bem que
MacFarlane e Popovich, (2000) tenham reportado que o nivel da expressao de GFP nos
vectores virais PVX e TRV era semelhante em folhas de N. benthamiana infetadas
sistemicamente, Larsen e Curtis, (2012) referem que a infecdo por TRV resultou numa
acumulacdo 10-25 vezes maior de GFP nas raizes. Esta disparidade de expressao foi
atribuida ao tropismo radicular do TRV. A utilizagdo de TRV como vector de expressdo

requer a inclusdo em TRV2 de um promotor sub-gendmico adicional a montante do

Capitulo 4 - Construcao do vector TRV Pagina 63



gene que se deseja expressar. MacFarlane e Popovich, (2000) utilizaram para o efeito o
promotor da proteina da cdpside de outro Tobravirus, o Pea early Brown virus.

A utilizagdo do TRV como vector de expressdao da proteina 2B do CMV, em N.
benthamiana e Thymus permitiria avaliar os potenciais efeitos deste supressor no

metabolismo das plantas quando expressado sistemicamente.

4.2 Materiais e Métodos
4.2.1 Construcédo do PDONR-ZEO-PEBV-2B

Costa et al, 2014 desenvolveram um vector de expressdo baseado em TRV, apto para
aplicar ao sistema Gateway, a partir do vector de Liu et al. (2002). Este vector tinha
sido desenhado para estudos de VIGS, e a clonagem do gene de interesse era feita na
orientacdo antisense. A alteracdo efetuada permitiu a clonagem de genes em orientacédo
sense sob controlo do promotor da CP de Pea early-browning virus (PEBV). A
construcdo consistiu na amplificacdo da sequéncia do promotor da CP de PEBV ligado
ao gene GFP presente no vetor TRV RNA2- GFP (pTR9598) construido por
MacFarlane e Popovitch (2000), e posterior insercdo deste fragmento no pDONR-ZEO
utilizando a recombinacdo BP do sistema Gateway. A GFP que estava ligada ao
promotor PEBV, foi retirada por dupla digestdo incompleta com NCOI (Thermo
Scientific) e ECORI (Fast Digest, Thermo Scientific).

Neste caso, para a clonagem do gene 2B, partiu-se da construcdo pDONR-ZEO
contendo o promotor da CP do PEBV a montante da GFP. A amplificacdo do produto
PCR destinado & reacdo Infusion, foi feita a partir do pK7-2BCMV (referenciado no
capitulo3) utilizando os primers especificos contendo respectivamente o local de
restricdo Nco | e Eco R1. Os primers utilizados foram os seguintes e as letras em bold

correspondem ao gene 2B:

INF-2B-NCO AGTTAACGAGCCATGGAATTGAACGTAGG
INF-2B-ECO TACCGAGCTCGAATTTCAGAAAGCACCTTCC

A reacdo de amplificacdo continha 200 uM de cada dANTP, 0,2 uM de cada um dos
primers, 1.25U de DNA Polimerase Pfu e o respetivo tampéo (Thermo Scientific). Os
ciclos de temperatura aplicados foram de 95°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos

de 95°C durante 30 segundos, 56°C durante 30 segundos e 72°C durante 1 minuto e
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72°C durante 5 minutos. O produto de PCR foi purificado com o kit Zymoclean™ Gel
DNA Recovery.

A clonagem foi feita utilizando o kit In-Fusion HD (Clontech ) e o procedimento seguiu
as instrucdes do fabricante. Foram utilizados 50 ng do produto PCR purificado e 100 ng
do vetor de entrada pDONR-Zeo-pPEBYV. Posteriormente foi feita a transformacdo em
celulas competentes Stellar-Cells (Clontech). Para tal 1 ul do pPDONR-ZEO-pPEBV 2B
(Figura 4.3) foi adicionado a 100 pul de células competentes e incubados 30 min em
gelo, 1 min a 42°C e 3 min em gelo. Apds a adicdo do meio SOC, as celulas foram
incubadas a 37°C durante 1 hora. Foram plaqueados 100 pl e as placas foram incubadas
a 37°C. Os clones positivos foram confirmados por sequenciagéo.

A recombinacdo LR do sistema Gateway foi utilizada para inserir o gene 2B, a partir do
vector de entrada pPDONR-ZEO-pPEBV2B, no vector de destino pTRV2-Gateway.

A confirmacdo do vector pTRV2-2B (Figura 4.4) foi feita por digestdo e por PCR com

0s primers 2b-Fw e 2b-Rev (descritos no capitulo 3).

o pramotes CMY Foy 3,

IMF 2B NCO

pDONR ZEQ PEBV 2B
2,661 bp

Figura 4.3- pDONR Zeo PEBV 2B
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Figura 4.4- pTRV2 -PEBV-2B

4.2.2 Transformacéao genética de Agrobacterium tumefaciens C58C1 com o0s
vectores pTRV1e pTRV2-2B
Os vetores virais TRV RNAL e o vetor modificados pTRV-2B foram transformados em
A. tumefaciens C58C1, através do método de eletroporacdo usando o Eletroporador Il
(Invitrogen). As células electrocompetentes foram preparadas segundo (Seidman et al.,
1997) e mantidas a -80°C. Numa cuvette de eletroporagdo foram colocados 50 ul de
células competentes com 50 ng de DNA. Para a descarga elétrica foi utilizada uma
resisténcia de 200 ; capacidade de 50 pF e diferenca de potencial de 1800 V.
Posteriormente foi adicionado 1 ml de LB e as células forma incubadas a 28°C durante
2 hora. Foram plaqueados 100ul de células em placas com rifampicina, gentamicina e

canamicina 50 pg./ml. As placas foram incubadas em estufa a 28°C.

4.2.3 Inoculagdo das plantas de Nicotiana benthamiana, Thymus vulgaris e
Thymus citriodorus com o vetor pTRV2-2B
Para a inoculagdo com A. tumefaciens transformadas com o pTRV1 e pTRV2-2B foram
preparadas culturas em meio LB suplementado com 10 mM MES e 20 uM
acetoseringona, que se mantiveram a 28 °C até atingir um OD de 0.6 a 600 nm.
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Para realizar a coinfiltracdo, volumes iguais dos dois plasmideos foram reunidos num
tubo falcon e centrifugados a 5000 rpm durante 15 min. Os pellets obtidos foram
ressupendidos em solucdo aquosa constituida por 10 mM MgCI2, 10 mM MES (pH 5.6)
e 100 uM de acetoseringona, pH 5,6, ¢ deixadas em repouso por uma hora a 25°C no
escuro.

A inoculacéo foi feita na pagina inferior das folhas sem abranger as zonas de nervuras,
utilizando uma seringa de 5 ml sem agulha, pressionando o tecido folear até o liquido se
infiltrar nos espacos intercelulares.

Foram inoculadas 12 plantas de Nicotina benthamiana e 12 plantas de T. vulgaris e T.x

citriodorus.

4.2.4 Confirmacdo da presenca de RNA com a sequencia da proteina
supressora 2B com Real time RT-PCR
A confirmacdo da presenca de RNA com a sequencia da proteina 2B, se fez aos 20 dpi.
Para tal foi extraido RNA seguindo o método descrito em 3.2.4. Os primers utilizados
para Real Time RT-PCR foram os seguintes:
2B 110 Fw: - GTCACAAAAGTCCCAGCGAGA (Posigdo 2528 — 2548 de NC002035
GeneBank)
2B 178 rev: - TGTCAGTTCCGAACCATCCAC (Posicdo 2596-2516 de NC002035
GeneBank)
Para as reacdes de amplificacdo utilizou-se o kit Iscript One Step RT-PCR com SYBR
Green (Biorad). A mistura reativa foi preparada com 12,5 pl do tampao 2XSYBR
Green, 0,2 pM de cada primer e 1 pl da enzima iscript transcriptase reversa, a
quantidade de RNA utilizado foi 30 ng e o volume da reagdo foi 25 pl. Os ciclos de
amplificagdo foram os seguintes: 10 minutos a 50°C; 5 minutos a 95°C e 35 ciclos a
95°C durante 5 minutos e 55°C durante 30 segundos. O equipamento utilizado foi um
ICycler IQ (Biorad).

4.2.5 Confirmacéao da atividade supressora do vector pTRV-2B

De modo a comprovar a supressao apés inoculagdo com o vector pTRV-2B, foi
preparado um ensaio de co-inoculagdo em N. benthamiana.

Plantas 16 C que expressam a GFP constitutivamente, foram inoculadas com o vector
pK7-ER-GFP. Outras foram co-inoculadas com pk7-ER-GFP e pTRV-2B.
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Para a preparacao das culturas e inoculacao procedeu-se como descrito em 3.2.2.

4.2.6 Preparacédo dos extratos de Nicotiana benthamiana para HPLC
500 mg de folhas foram maceradas com azoto liquido e transferidos para um
erlenmeyer com 5 ml de uma solucdo de metanol 40% contendo 0,5% de &cido aceético.
As amostras foram colocadas num agitador orbital durante 2 horas e posteriormente
foram centrifugadas 12 min a 13000 rpm. O sobrenadante obtido foi filtrado com

membranas de 0,20 um (Millipore), e armazenado a -80°C até analise.

4.2.7 HPLC dos extratos de Nicotiana benthamiana
Os padrdes nicotina >99% (GC), ref. N3856 e acido clorogénico >95% ref. C3878,
eram da marca Sigma, assim como 0s solventes acetonitrilo, &cido acético e metanol,
todos qualidade HPLC (Sigma). O equipamento utilizado e programa de eluicdo foram

idénticos aos descritos na sec¢do 2.2.9.3.

4.3 Resultados
4.3.1 Avaliacao da supressdo em n. benthamiana

As plantas de N. benthamiana 16 C expressam a GFP constitutivamente, pelo que
guando observadas com UVs exprimem uma cor verde fluorescente nas folhas e caules.
Quando estas plantas foram inoculadas com o vector de expressao para a GFP pK7-ER-
GFP (M1), aconteceu silenciamento, e as plantas deixaram de exprimir a cor verde sob
luz UV, ficando vermelhas. Na M2 a co-inocula¢do de GFP com o vector pTRV-2B,
promoveu a supressdo do silenciamento pelo que as plantas continuaram a expressar a

cor verde quando observadas sob luz UV (Fig. 4.5).

Capitulo 4 - Construcao do vector TRV Pagina 68



Fig. 4.5 Ensaio de supressdao em N. benthamiana com vector pTRV-2B.
M1- Plantas 16 C inoculadas com pK7-ER-GFP e pTRV-2B; M2-Plantas 16 C
inoculadas com pK7-ER-GFP 5 dpi.

4.3.2 Avaliacdo dos resultados obtidos no Real time RT-PCR em plantas de
nicotiana e tomilhos.
Os resultados obtidos na determinacao do ciclo de limiar (“threshold cycle”, Ct) das
amostras em RT-PCR em tempo real, mostraram a presenca do gene 2B em 95% das
plantas de N. benthamiana. Na Tabela 4.1 mostram-se os diferentes Ct que oscilaram
entre 10,6 e 16,5 para as amostras inoculadas comTRV-2b. O controlo negativo foi
constituido por um vector VIGS preparado no laboratorio para silenciamento de quelato
reductase férrica pTRV2-Fcr que originou valores de Ct muito elevados, sendo por isso

considerados negativos (Tabela 4.1).

Tabela 4.1- Diferencas nos Ct obtidos por Real Time RT-PCR em plantas de nicotiana.

Amostras RNA Ct
pTRV2-2B 10,3
pTRV2-2B 16,5
pTRV2-2B 12,8

Capitulo 4 - Construcao do vector TRV Pagina 69



pPTRV2-2B 138

pTRV2-2B 14,7
pTRV2-2B 15,5
pTRV2-2B 11,9
pTRV2-2B 12,7
pTRV2-2B 14,5
pTRV2-Fcr 31,9
pTRV2-Fcr 32,1
pTRV2-Fcr 31,7

Diversos ensaios feitos para infectar plantas de tomilho revelaram-se infrutiferos, ndo
tendo sido possivel demonstrar amplificacdo por RT-PCR nos sucessivos ensaios

efetuados. Isto aplica-se tanto para o T. vulgaris como para o T. citriodorus.

4.3.3 Concentracdo em nicotina e acido clorogénico nos extratos de
Nicotiana benthamiana, obtidos a partir de plantas infetadas com o vector pTRV2-
2B

A concentracdo destes metabolitos nas plantas de N. benthamiana infetadas com
pTRV2-2B, foi calculada a partir da reta de calibracdo dos padrdes, acido clorogénico
(y=216600x-82,139. R?*=0.9977), rutina (y=203510x+17.7 R®=0.993) e nicotina (y=
274785x-2.8522; R?=0.9925) (Tabela 4.2).

Tabela 4.2-Quantificagdo do conteudo de nicotina e acido clorogénico em plantas de
Nicotiana benthamiana inoculadas com o vetor pTRV2-2B, a expressar a proteina 2B.e

plantas controlo inoculadas com pTRV2-FCR

Composto Controlo (ug/g) pTRV2-2B (ug/g) P
Nicotina 240 £16.1 475 +31.5 *
Acido clorogénico 20+ 5.4 89+4.4 *x
Rutina 305+10.2 522 +10.5 bl

O valores sdo a média + o desvio padrdo, n =10 *, P < 0,05; **, P < 0,01;*** P <

0,001, ns (ndo significativo)
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4.4 Discussao

A construcdo de um vector de expressao sistémico tinha por finalidade estudar os
efeitos do supressor 2B na planta a longo prazo. A expressao de 2B por parte do vector
pTRV-2B foi confirmada no ensaio de co-inoculagdo em plantas 16 C de N.
benthamiana (Fig. 4.5). 5 dias ap0s a inoculacéo foi possivel observar silenciamento em
folhas inoculadas com GFP, que evidenciavam a perca da fluorescéncia quando
observadas com UVs. Nas folhas onde a GFP fora coinoculada com pTRV-2B,
observava-se persisténcia da fluorescéncia.

A presenca de RNA do gene 2B por Real Time RT-PCR, foi confirmada passados 8
dias da inocula¢do. A monitorizacdo continuou durante 30 dias sendo possivel ainda
verificar a expressdo da proteina nas folhas novas. As amostras de RNA extraidas das
plantas de N. benthamiana infetadas com o vetor pTRV2-2B, mostraram estar a
expressar em 95% das plantas testadas. Os Ct obtidos variaram entre valores de 10,6 e
16,6. Uma vez que o gene inoculado é multiplicado pela maquinaria viral na planta, 0s
transcritos sdo logo espalhados sistemicamente através da mesma. Nos ensaios com
pTRV2-GFP (dados ndo mostrados), foi possivel observar que a expressdo ndo é
uniforme nos tecidos sendo que existem areas onde se localiza mais fortemente. Assim
sendo, as folhas ndo apresentam um padrdo idéntico, pelo que € de esperar diferencas na
guantidade de RNA de 2B encontrado nas amostras recolhidas.

No caso do tomilho ndo conseguimos confirmar a expressdo da proteina 2B tanto para
T. vulgaris como T. x citriodorus. Se bem que nenhuma destas espécies se encontra
descrita como hospedeira do TRV, esta é a primeira referéncia que se faz ao respeito.

A replicagdo viral nos tecidos envolve a sintese de grandes quantidades de &cidos
nucleicos e proteinas, situacdo que obriga a direcionar todos os recursos do hospedeiro
para a sintese viral, o que pode comprometer alguns aspetos da fisiologia e resposta de
defesa da planta (Conti et al, 2012). Os flavonoides sdo frequentemente produzidos em
tecidos vegetativos sob condigOes de stress, tais como luz de alta intensidade,
temperatura baixa, deficiéncia de nutrientes e ataque de patdgenos ou senescéncia
(Dixon et al., 1995). As enzimas necessarias a sintese de flavonoides, incluindo as
antocianinas, sao codificadas por genes estruturais, existindo também um conjunto de
genes envolvidos na regulacdo espacial e temporal destes genes estruturais. Um
exemplo bem documentado da relacdo entre infecdo viral e alteragdes nos metabolitos

secundarios € um caso de Vitis vinifera infetadas pelo virus que provoca o enrolamento
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foliar da videira (GLRaV-3 ) descrito no trabalho de Gutha et al, (2010). Folhas de
Vitis vinifera infetadas pelo virus mostraram possuir quantidades significativamente
maiores das trés classes de flavonoides (antocianinas, flavondis e proantocianidinas),
como consequéncia da regulacdo positiva dos genes da via biossintética dos
flavonoides, 0 que provoca um aumento nos niveis de expressdo relativa dos mesmos
(Gutha et al., 2010).

No nosso trabalho encontramos que a avaliacdo do contetdo dos flavonoides, acido
clorogénico e rutina, em plantas de N. benthamiana inoculadas com pTRV2-2B,
revelaram diferencas significativas. Foi registado um aumento da rutina de 1,7 vezes e
de é&cido clorogénico de 4,5 vezes, quando comparadas as amostras infetadas com o
controlo (Tabela 4.2).

A quantidade de nicotina apresentou também diferencas significativas, sendo 1,98 vezes
maior nas plantas expressando 2B do que no controlo (Tabela 4.2). Quando comparadas
as quantidades de nicotina obtidas, no presente ensaio, com as obtidas a partir de plantas
inoculadas com CMV, os valores sdo muito préximos. No ensaio com CMV, a nicotina
sofreu um aumento relativo de 1,86 vezes quando comparada com o controlo, passou de
240 pg/g até 446pg/g. Nas plantas inoculadas com o vetor pTRV2-2B a nicotina passa
de um valor médio de 240 ug/g a 475 pg/g com um aumento relativo de 1,9 vezes entre
o controlo e as plantas inoculadas com a proteina 2B.

Nestas avaliagbes encontraram-se diferencas entre plantas inoculadas com o vetor
pTRV2-2B e as plantas controlo inoculadas com pTRV2-FCR. A utilizagdo deste
controlo permitiu descartar uma relacdo entre as alteracbes nos metabolitos secundarios
e o efeito exercido pelo proprio vetor.

Os efeitos observados no perfil de metabolitos secundarios nas plantas estudadas com
recurso a proteina 2B do CMV, serviram como base para redacdo dum pedido
provisoério de patente. Esta patente que tem por Titulo: “Aumento da produgdo de
metabolitos secundarios em plantas, com recurso a expressdo transiente da proteina 2B
do Cucumber mosaic virus”, descreve o procedimento para a clonagem da proteina 2B
num vector binario ou viral e a sua inoculacdo nas plantas via Agrobacterium
tumefaciens. O pedido de registo provisorio da patente n° 108397, encontra-se em

analise no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI).
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O aumento verificado em alguns dos metabolitos secundarios nos extratos provenientes
de plantas inoculadas com CMV e o vector viral pTRV2-2B, sugerem um aumento no
poder redutor dos mesmos, e a sua possivel aplicacdo no campo das nanotecnologias.
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Capitulo 5 - A utilizacdo do CMV e do vector viral pTRV2-2B na
preparacdo de nanoparticulas de Prata

5.1 Introducao

A nanotecnologia tem despertado o interesse do mundo cientifico em virtude das
propriedades Unicas que os materiais alcancam nesta escala nanométrica. As suas
aplicacdes vao desde a catalise (Jana et al., 1999), até a dermatologia (Antonio et al.,
2014), a eletronica (LU et al, 2007), etc. Dentro das nanoparticulas, as de caracter
metalico tém despertado interesse pelas suas aplicacdes. As nanoparticulas metalicas
exibem propriedades oticas, eletrénicas e cataliticas Unicas, baseadas no seu pequeno
tamanho e no elevado réacio superficie volume (Singh et al., 2010). As propriedades
destes materiais sdo diferentes dos produtos a granel do mesmo tipo, e normalmente sao
afetadas pelo tamanho da particula.

Convencionalmente, as nanoparticulas sdo sintetizadas por reducédo de sais metalicos em
solucdo, atraves de quimicos perigosos que actuam como agentes redutores como o
boro-hidreto de sddio, o sulfato de tetrakis (hidroximetil) fosfénio (THPS),
polivinilpirrolidona ou hidroxilamina (Narayana e Sakthivel, 2011). Os métodos fisicos
envolvem a vaporizacdo dos metais e a sua posterior deposicdo e coalescéncia em varios
substratos conduzindo a formacédo de nano-estruturas (Okitsu et al., 2007). Embora estas
abordagens de sintese tenham sido utilizados com éxito para produzir nanoparticulas
bem definidas, podem ser potencialmente perigosas para 0 ambiente, porque incluem a
utilizacdo de variadissimos quimicos que atuam como precursores, agentes
estabilizantes e surfactantes (Rodriguez-Leon et al., 2013).

A Sintese verde (Green synthesis) tem vindo a contribuir no universo das
nanotecnologias, como uma metodologia que n&do recorre a processos convencionais e
que utiliza material vegetal como fonte do processo de sintese, reduzindo
consideravelmente o impacto ambiental. E possivel encontrar na bibliografia abundante
informacdo sobre a utilizacdo de extratos vegetais como agentes redutores, para
conseguir obter NPs com éxito (Mittal, et al., 2013; Vankar et al., 2012; Basavegowda
etal., 2013).

Se bem que a nanobiotecnologia recorra a sistemas biol6gicos para a sintese de
nanoparticulas, a sintese baseada em extratos de plantas ou biomassa vegetal, resulta ser
mais conveniente. As plantas exigem um baixo custo de manutencdo e apresentam

répida producdo de biomassa, quando comparadas com bactérias e células animais. A
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biomassa vegetal € muito abundante e pode ser uma alternativa na rentabilizacdo e
eliminac&o de residuos industriais ou agricolas.

Os virus de plantas sdo alvo de interesse para a sintese de nanoparticulas. A superficie
viral possui grupos funcionais que podem ser explorados para a deposicdo e
revestimento de materiais nas superficies virais. Para além desta aplicacdo tem sido
referida a utilizacdo de virus como aditivos em reacGes de sinteses de nanoparticulas.
Na patente W02014045055(A1) (Love et al., 2014) mencionam-se como particulas
virais adequadas para esta finalidade, o0s virus sem envelope com capside de
arquitectura helicoidal, filamentosa ou icosaédrica.

Para efeitos de demonstracdo na referida Patente foram utilizados os virus Tobacco
mosaic virus (TMV) e Bovine papillomavirus-like particles (BPV VLPs), adicionados
nas reacdes de sinteses com extratos de plantas ou inoculados nas plantas com que se
fizeram os extratos (Nicotiana benthamiana) (Figura 5.1A). Os resultados obtidos
foram inesperados: metalizacdo das particulas virais, melhoria nos rendimentos e
monodispersdo das nanoparticulas e, adicionalmente, influencia na arquitetura das

nanoparticulas produzidas (Figura 5.1B e 5.1C; Figura 4.2)
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Figura- 5.1. - Esquema da formacdo de nanoparticulas na presenca do Tobacco mosaic
virus (TMV) como uma biomatriz. Os iGes metalicos que interagem com 0S grupos
carregados negativamente que se encontram na superficie do TMV, séo reduzidos pela
adicdo de um extrato de planta. O posicionamento regular de grupos ativos TMV
aumenta significativamente o nimero de eventos de iniciacdo, aumentando 3 a 5 vezes o

numero de nanoparticulas metalicas produzidas.
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A capacidade de producdo de nanoparticulas metalicas a partir de extratos vegetais ou
biomassa vegetal, esta diretamente relacionada com o potencial redutor dos mesmos. As
plantas quando inoculadas com um vector viral e/ou virus sofrem alteracBes nos
metabolitos secundarios, seja em termos qualitativos ou quantitativos, o que pela sua
vez, afeta as caracteristicas redutoras do extrato obtido a partir delas.

ReacBes de sintese de nanoparticulas metélicas utilizando extratos de plantas
previamente inoculadas com vectores virais ou virus, sdo sistemas interessantes para
avaliar a producdo de nanoparticulas em funcdo de alguns indicadores como a
arquitetura, e estado de agregacao.

As particulas virais possuem um elevado grau de simetria apresentando formas e
medidas muito semelhantes entre si. Do ponto de vista dos materiais sdo robustas e

resistem a variacdes de pH e temperatura (Steinmetz, et al., 2011).

Os virides de CMV (Fig 5.2) tém aproximadamente 29 nm de didmetro com simetria
icosaédrica T=3, sendo a cépside constituida por 12 capsdmeros pentaméricos e 20

hexaméricos (http://viralzone.expasy.org/viralzone/all by species/135.html).

Os virides de TRV (Fig. 5.3) tém forma de haste com simetria helicoidal. Cada virido é
composto por dois segmentos de 180-215 e 46-115 nm de comprimento, e 22 nm de
diametro (http://viralzone.expasy.org/all_by species/644.html).

Estos viriGes poderiam servir como pontos de nucleacdo para a formacdo das NPs e

contribuiriam na melhoria da regularidade das formas e evitando a agregacao.

126. 787 133.575 140,362 147.150

Fig. 5.2 Particulas de Cucumber mosaic virus.
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Fig 5.3 Particulas de Tobacco rattle virus-Extraido de http://viralzone.expasy.org

O objetivo deste Capitulo é estudar uma possivel aplicacdo do vector pTRV2-2B e
CMV na preparagdo de nanoparticulas pelo método da green synthesis. Existem dois
motivos que levam a explorar esta via. Por um lado, as inGmeras referéncias
bibliograficas que apontam para a aplicacdo de extratos vegetais na preparacdo de Nps,
referindo uma ligagdo estreita entre o poder redutor e o éxito na sintese. O aumento
verificado em alguns dos metabolitos secundarios nos extratos provenientes de plantas
inoculadas com CMV e o vector viral pTRV2-2B, sugerem um aumento no poder
redutor dos mesmos. Por outro lado, a presenca das particulas virais (CMV e TRV) e
proteina a ser expressa (2B) poderiam influenciar de modo positivo o processo,
atendendo aos efeitos referidos na bibliografia. A presenca de capsides virais e proteina
expressa nos extratos, oferece também estruturas disponiveis como suporte de
fendmenos de nucleacdo, que contribuiriam para a homogeneizacdo das formas e
reducdo da agregacdo, que € um dos maiores problemas que se coloca na sintese

quimica.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Preparacéo do material vegetal para obtencao de extratos.

Para a realizacdo dos ensaios utilizaram-se quarenta plantas de N. benthamiana. As
plantas foram mantidas em fitoclima com condi¢fes controladas. Ap6s 1 més, vinte
destas pléantulas foram inoculadas mecanicamente com CMV segundo metodologia
indicada no Capitulo 2 seccéo (2.2.8) e outras dez com o vector de expressdao pTRV2-
2B conforme descrito no Capitulo 4 seccdo (4.2.2). Quando as plantas inoculadas com
CMV apresentavam sintomas visiveis de infecdo, dez dessas plantas foram inoculadas
com o vector de expressdo pTRV2-2B, resultando em plantas infetadas com CMV que

expressavam proteina supressora 2B devido a CMV e a TRV2-2B.

5.2.2 Obtencéo dos diferentes extratos de N. benthamiana
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Os extratos foram preparados triturando 10 g de folhas com 50 ml de solvente
constituido por etanol: agua (50:50). A solucdo extrativa foi submetida a agitagdo em
banho a 60°C durante 30 min. Posteriormente a solucéo foi filtrada através de um filtro
de 0,45 um Millex® polyvinylidene; EMD Millipore, e centrifugada a 13.000g durante
15 minutos. O sobrenadante obtido foi armazenado a -20°C até a sua utilizacao.

5.2.3 Sintese de nanoparticulas de prata

O nitrato de prata (AgNO3) ReagentPlus®, >99.0%, referéncia S6506, foi adquirido a.
Todos os ensaios foram feitos em triplicado.

Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 30 minutos. Os
sedimentos obtidos foram lavados com 1 ml de &gua bidestilada trés vezes, recuperados

por centrifugacdo e secados em vacuo.

5.2.4 Analise da prata em solucédo por Espectroscopia de Absorcéo atémica

A fracdo liquida remanescente apds recuperacdo dos precipitados foi analisada por
absorcdo atémica. Para tal foram preparadas dilui¢cbes convenientes em funcéo da curva
de calibracdo efetuada.

Para a curva de calibracdo foram preparados padrdes com concentragdes de 0.25, 0.5, 1,
2.5 e 5 mg/l utilizando uma solucdo calibrada comercial de nitrato de prata (Sigma-
Aldrich). O equipamento utilizado foi um espectrofotometro de Absorcdo Atomica de
chama novAA® 350 (Analytik Jena AG).

5.2.5 Monitorizagdo da formacédo de NPs de prata por UV-Vis

O espectro de absorcdo das amostras foi registrado entre 300 e 800 nm com um
espectrofotometro (Hitachi ModeloU-2800). A monitorizacdo da sintese foi feita ao
longo do tempo sendo registrados 4 tempos correspondentes a 4,8,16 e 24 horas ap6s
inicio da reagdo. O branco utilizado foi agua desionizada. O controlo negativo foi feito a
partir da adicdo de agua/etanol a solucdo de prata.

5.2.6 Caracterizacao das nanoparticulas obtidas por Difracdo de RX (DRX) e
Microscopia de Transmissédo Eletronica (TEM)

A caracterizacdo das particulas por Difragdo de RX (DRX) e Microscopia de
Transmissdo Eletronica (TEM) foi realizada no Instituto Superior Técnico da
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Universidade de Lisboa (IST). A preparacdo das amostras para estas analises esteve a

cargo do pessoal técnico do IST,

5.2.7 Determinacdo do tamanho medio das NPs a partir das imagens TEM
A determinacdo do tamanho das NPs foi feita recorrendo ao programa Image J. A partir
de uma imagem TEM seleccionavam-se 30 NPs em que era calculada a dimensdo média

das mesmas.

5.2.8 Determinacéo de cloretos

Para a determinacdo dos cloretos foi utilizado o kit LCK 311 da Hach Lange, baseado
no meétodo do Ferro(lll)/Tiocianato, com uma gama de concentracbes entre 1-
1000 mg/l.

5.3 Resultados
5.3.1 Caracterizacdo por Microscopio electronico de transmissao (TEM)

As figuras que se seguem foram obtidas por Microscopia Electronica de Transmissao.

5.3.1.1 Imagens com escala 1um e 500 nm
As Figs. 5.4 e 5.5 sdo imagens obtidas por Microscopia de transmissao electronica das

NPs sintetizadas a partir de extratos provenientes de N. benthamiana wt.
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Fig. 5.4 Micrografia das Nps obtidas a partir de extratos de N. benthamiana ndo

inoculadas
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500 nm

Fig. 5.5 Micrografia das Nps obtidas a partir de extratos de N. benthamiana nao

inoculadas

As Figs. 5.6 e 5.7 sdo imagens obtidas por Microscopia de transmissao electrdnica, das
NPs sintetizadas a partir de extratos provenientes de N. benthamiana infetadas com
CMV.
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Fig. 5.6 Micrografia das Nps obtidas a partir de extratos de N. benthamiana infetadas
com CMV
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Fig. 5.7 Micrografia das Nps obtidas a partir de extratos de N. benthamiana infetadas
com CMV

As Figs. 5.8 e 5.9 sdo imagens obtidas por Microscopia de transmisséo electrénica, das
NPs sintetizadas a partir de extratos provenientes de N. benthamiana expressando a
proteina 2B.
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Fig 5.8 Imagem de particulas obtidas por TEM sintetizadas a partir de extratos
provenientes de N. benthamiana expressando a proteina 2B
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Fig 5.9 Imagem de particulas obtidas por TEM sintetizadas a partir de extratos
provenientes de N. benthamiana expressando a proteina 2B

As Figs. 5.10 e 5.11 sdo imagens obtidas por Microscopia de transmissao electronica,
das NPs sintetizadas a partir de extratos provenientes de N. benthamiana expressando a
proteina 2B e inoculadas com CMV.
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Fig 5.10 Imagem de particulas obtidas por TEM sintetizadas a partir de extratos
provenientes de N. benthamiana inoculadas com o vector pTRV-2B e inoculadas com
CMV
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Fig 5.11 Imagem de particulas obtidas por TEM sintetizadas a partir de extratos
provenientes de N. benthamiana inoculadas com o vector pTRV-2B e inoculadas com
CMV

A comparacdo entre as imagens 5.4 a 5.11 mostra de modo evidente a maior
aglomeracdo existente nas Nps obtidas a partir de N. benthamiana ndo inoculadas,
quando comparadas com as obtidas a partir de extratos de N. benthamiana infetados

com CMV ou inoculados com o vector pTRV-2B.
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5.3.1.2 Imagens com Escala 100-200 nm
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Fig 5.12 Imagem de particulas obtidas por TEM sintetizadas a partir de extratos

provenientes de N. benthamiana ndo inoculadas
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Fig 5.13 Imagem de particulas obtidas por TEM sintetizadas a partir de extratos
provenientes de N. benthamiana infetadas com CMV
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Fig 5.14 Imagem de particulas obtidas por TEM sintetizadas a partir de extratos

provenientes de N. benthamiana expressando a proteina 2B
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200 nm

Fig 5.15 Imagem de particulas obtidas por TEM sintetizadas a partir de extratos

provenientes de N. benthamiana expressando a proteina 2B e inoculadas com CMV

A imagem 5.12 mostra alguns eventos de agregacdo que parecem ser mais relevantes
nas NPs obtidas a partir de N. benthamiana sem inoculagdo, no entanto também podem

ser encontrados agregados nas outras modalidades.

5.3.2 A dimenséo das NPs

Para a determinacdo da dimensdo das NPs, a partir das imagens TEM, utilizou-se o
programa Image J. As NPs eram selecionadas por grupos de tamanho semelhante, para
0s quais era calculado o tamanho meédio. Na figura 5.4 mostra-se uma das imagens
geradas utilizando o Programa Imagem J. Neste caso corresponde as NPs preparadas

por green synthesis utilizando plantas de N. benthamiana inoculadas com pTRV-2B.
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Figura 5.16 Imagem TEM com selecéo individual de NPs no programa Image J. Esta imagem
corresponde as Nps provenientes da green synthesis utilizando extrato de plantas de N.

benthamiana inoculada com pTRV-2B.
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Fig. 5.17 Comparacdo do tamanho médio das NPs de menores dimens@es obtidas por
green synthesis a partir dos diversos extratos. Letras diferentes indicam medias

significativamente diferentes (p <0.05, Duncan’s test)
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Fig. 5.18 Compara¢do do tamanho médio das Nps de maiores dimensdes, obtidas por
green synthesis a partir dos diversos extratos. Letras diferentes indicam médias
significativamente diferentes (p <0.05, Duncan’s test)

Da observacdo das micrografias parece obvio a existéncia de duas classes de tamanho
de NPs. Assim, para cada modalidade consideraram-se as NPs de maior e menor
dimensdo, e determinou-se a média em cada classe Se observaram diferencas
significativas entre elas, sendo as NPs mais pequenas e as maiores atribuidas as

amostras provenientes de plantas infetadas com o CMV.

5.3.3 Resultado da Quantificagdo dos ides de prata em solucéo apos a formagéo de
nanoparticulas, nos extratos de Nicotiana benthamiana

Quando os extratos de nicotiana obtidos a partir das diversas fontes, plantas inoculadas
com pTRV2-2B, plantas inoculadas com o virus CMV, plantas inoculadas com o virus
CMV e pTRV2-2B e plantas controlo, foram adicionados a solucdo de prata,

evidenciou-se de imediato a formacao de um precipitado.

Apos a recolha do material precipitado por centrifugagdo a 12.000 x g durante 30
minutos, o sobrenadante foi avaliado para quantificar a presenca de prata livre em
solucdo. Para a quantificacdo foram utilizadas solucbes padrdo a partir das quais o

equipamento calculava a reta de calibragédo (Figura 5.19)
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Figura 5.19 - Reta de calibracdo do Nitrato de prata obtido por Espectrofotometria de

Absorcao Atémica

As 4 modalidades apresentaram taxas de remogéo de prata superior a 97% (Tabela 5.2).
N&o existindo diferencas significativas entre elas, sendo no entanto o valor mais elevado

atribuido aos extratos provenientes de plantas infetadas com CMV.

Tabela 5.1- Concentracao de prata livre em solugdo obtida por Absor¢do Atémica
Percentagem de remocdo de iGes prata medida 24 horas ap6s a adicao dos extratos

Amostras mg/L % de Agem solugdo Percentagem de remocéo
Solugéo de Ag 10,4500 100,00 0
CMV2B-1 0,2303 2,20 97,80
CMV 2B -2 0,2210 2,11 97,89
CMV 2B -3 0,2225 2,13 97,87
Planta ndo
inoculada.1 0,2404 2,30 97,70
Planta ndo
inoculada- 2 0,2694 2,58 97,42
Planta ndo
inoculada -3 0,2821 2,70 97,30
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CMV -1 0,1523 1,46 98,54

CMV -2 0,1938 1,85 98,15
CMV -3 0,1533 1,47 98,53
2B-1 0,3666 3,51 96,49
2B-2 0,2315 2,22 97,78
2B-3 0,2347 2,25 97,75

5.3.4 Monitorizacao da sintese por UV-Vis

A progressdo da sintese de nanoparticulas por espectroscopia UV-Vis, no intervalo 350-
750 nm, revelou um pico de absorvancia aos 420 nm, que aumentava em intensidade
com o tempo. O perfil foi semelhante para as diferentes amostras, pelo que se apresenta

s6 uma delas (Fig. 5.20).
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Fig. 5.20 Espectro caracteristico para uma reacdo de sinteses de NPs de prata utilizando
extrato de Nicotiana benthamiana wt. T1, T2, T3 e T4 correspondem respectivamente a
4,8, 16 e 24 horas do inicio da reacdo de sintese. A absorvancia foi monitorizada entre
0s 300 e 800 nm. As reacOes de sintese utilizando os diversos extratos apresentaram
todas um espectro semelhante ao das NPs obtidas de plantas wt (Fig 5.4), evidenciando-
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se a aparicdo de um pico aos 420 nm cuja absorvancia foi aumentando com a progressao
da reagéo.

5.3.5 Caracterizacdo das diferentes nanoparticulas por DRX

5.3.5.1 Difratograma de DRX

Os difractogramas das diferentes amostras destinavam-se a confirmagéo se as mesmas

possuiam uma estrutura cristalina e, nesse caso, proceder a sua caracterizacao.

5.3.5.1.a Amostra de Nps provenientes de N. benthamiana sem inoculagéo

A fig. 5.21 mostra a identificagdo por DRX das NPs provenientes de extratos de plantas
de N. benthamiana sem inoculacdo. As NPs foram identificadas como clorargirita
(ICDDPDF2# 00-001-1013), férmula quimica AgCl, Estrutura cubica.
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Fig. 5.21 Difractograma das NPs provenientes de extratos de plantas de N.
benthamiana sem inoculagao

Capitulo 5 - Utilizacao do CMV e do vector viral pTRV2-2B Pagina 96



5.3.5.1.b Amostra de NPs provenientes de N. benthamiana inoculadas com pTRV-
2B

A fig. 5.22 mostra a identificagdo por DRX das NPs provenientes de extratos de plantas
de N. benthamiana expressando a proteina 2B. As NPs foram identificadas como
clorargirita (ICDDPDF2# 00-001-1013), formula quimica Ag ClI, Estrutura cubica.
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Fig. 5.22 Difractograma das NPs provenientes de extratos de plantas de N.
benthamiana expressando a proteina 2B.

5.3.5.1.c Amostra de Nps provenientes de N. benthamiana infetadas com CMV

A fig. 5.23 mostra a identificacdo por DRX das NPs provenientes de extratos de plantas
de N. benthamiana infetadas com CMV. As NPs foram identificadas como clorargirita
(ICDDPDF2# 00-001-1013), formula quimica Ag CI.
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Fig. 5.23 Difractograma das NPs provenientes de extratos de plantas de N.

benthamiana infetadas com CMV.

5.3.5.1.d Amostra de NPs provenientes de N. benthamiana infetadas com CMV e

inoculadas com pTRV-2B

A fig. 5.24 mostra a identificacdo das NPs provenientes de extratos de plantas de N.

benthamiana expressando a proteina 2B e inoculadas com CMV. As NPs foram

identificadas como clorargirita (ICDDPDF2# 00-001-1013), formula quimica Ag ClI.

Capitulo 5 - Utilizacao do CMV e do vector viral pTRV2-2B

Pagina 98



File: cmv+281

Contagem

CMY 281 [
200 i 3 )
4 4 g =
& B = =l
4 § 13 g
1) q S &
o
2 o
gas
o § ) =]
g i £
6 5 2
5 S 8
B
5
100 —
WWWW MMN W | M |

=

L) L A e L P L LG T T T P DL L
10 20 30 40 50 60

Posigdo[*2Theta] (Cobre (Cu))

Fig. 5.24 Difractograma das NPs provenientes de extratos de plantas de N.

benthamiana expressando a proteina 2B e infetadas com CMV

A caracterizacdo das NPs foi realizada por comparacédo dos Difratograma obtidos para
as diferentes amostras com os Difratogramas de padrdes existentes na base de dados

ICDD (International Centre for Diffraction Data). Todas as NPs revelaram ser
clorargirita.
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5.4 Discussao

A sintese de nanoparticulas de prata é de grande interesse para a comunidade cientifica
devido a sua ampla gama de aplicacBGes. Diferentes agentes redutores organicos e
inorganicos, tais como boro-hidreto de sddio, citrato de sddio, ascorbato, hidrogénio
elementar, N,N-dimetilformamida (DMF) e polietileno-glicol sdo utilizados para a
reducdo de i0es de prata (Ag+), em solucdes aquosas ou ndo aquosas (Tran et al., 2013).
No processo de sintese verde a reducdo e estabilizacdo de ibes prata € levada a cabo por
combinacdo de biomoléculas tais como proteinas, aminoacidos, polissacarideos,
alcaloides, taninos, saponinas, terpenoides e vitaminas, presentes nos extratos de
plantas.

No presente estudo foram obtidas NPs de clorargirita de elevada pureza, a partir de
utilizacdo de um sal de prata e de diferentes extratos de N. benthamiana. As alteracdes
visuais observadas nas amostras quando adicionado o extrato vegetal, foram um indicio
da formacdo de NPs de prata cujas superficies plasmonicas excitadas por efeito da luz,
absorvem a luz visivel e alteram a cor (Rodrigues Leon et al., 2013). A solucéo inicial
de cor amarelo claro tornou-se castanha ap6s 48 horas. Posteriormente, foi possivel
confirmar a sintese de NPs por monitorizacdo da reacdo utilizando analise
espectrométrica UV-Vis (Fig. 5.20). As NPs contendo prata tém um pico de absorvancia
caracteristico a 420 nm (Vigneshwaram et al, 2006), o que foi corroborado no presente
estudo, assim como 0 aumento progressivo da absorvancia ao longo do tempo.

Tanto nos extratos de N. benthamiana sem inoculacdo, como naqueles obtidos a partir
de plantas infetadas com CMV ou de plantas inoculadas com o vetor pTRV2B, o
processo de sinteses de NPs conduziu a remoc¢do de mais do 97% da prata em solucao
(Tabela 5.1).

Existe uma vasta bibliografia que reporta a producdo de NPs a partir de extratos
vegetais. Os diversos autores ( Paz Elia et al., 2013; Nadagouda et al.,2009 ; Hoag et al.,
2009 ) atribuem aos compostos bioativos e polifenois presentes nos extratos, uma
participacdo como agentes redutores e como agentes estabilizantes de NPs. Estes
autores sugerem que o0s mecanismos moleculares envolvidos nas propriedades
antioxidantes devem promover a reducdo de ides metalicos presentes.

O aumento registado em alguns metabolitos secundarios em plantas de N. benthamiana
infetadas por CMV ou a expressar a proteina supressora viral 2B, faria prever uma
melhor performance na formacdo de NPs originadas por estes extratos, dada a maior

concentracdo em alcaloides e flavonoides detetados neles. Contudo ndo se encontraram
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diferencas significativas na percentagem de remocao de prata em solucdo entre as
diferentes amostras.

A partir das imagens TEM foi evidente a existéncia de duas classes de Nps, maiores e
menores, para todos os casos estudados. O tamanho das NPs obtidas a partir dos
diferentes extratos, oscilou entre 46,9 e 13,7 nm confirmando a sua classificacdo como
nanoparticulas (Figs. 5.17 e 5.18). Todas as Nps apresentaram tamanhos
significativamente diferentes, as Nps com maior dispersdo de tamanho correspondem as
obtidas a partir de extratos preparados utilizando plantas infetadas com CMV. Em tanto
que, as Nps com uma menor dispersdo nas suas dimensdes, foram as obtidas a partir de
extratos inoculados com pTRV-2B.

Na bibliografia faz-se referéncia a procura de processos de obtencdo de NPs (particulas
primarias), conducentes a reducao da formacdo de agregados e aglomerados, sendo que
muitas das vezes estos termos ndo estdo bem esclarecidos ou sdo utilizados de maneira
incorreta. As particulas primarias, sdo estruturas cristalinas que adquirem distintas
formas geométricas (Walter, 2013). Os aglomerados sdo um conjunto de particulas
primérias e / ou agregados cuja area total ndo difere apreciavelmente da soma das areas
das particulas primarias (Walter, 2013). Os aglomerados ndo sdo unidades fixas, podem
mudar seu tamanho e forma quando se alteram as condi¢des do meio circundante, e se
originam devido a adesdo das particulas pela interaccdo de forcas fisicas débeis
(Walter, 2013). Os agregados sao um conjunto de particulas primarias que tém crescido
em conjunto e estdo alinhadas lado a lado; a area total € menor do que a soma das areas
das particulas primérias (Walter,2013). Se bem que a geometria original das particulas
primarias € ainda visivel no agregado, elas se encontram firmemente fusionadas

(Walter, 2013). Na Figura 5.25 mostra-se a diferenca entre estes conceitos.
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Fig. 5.25 Relacdo entre particulas primarias, agregados e aglomerados (Extraido de
Walter, 2013)

Uma das principais dificuldades na realizacdo de sintese de nanoparticulas metalicas ¢ a
obtencdo de suspensdes coloidais estaveis, ja que as nanoparticulas metalicas possuem
uma alta energia superficial, favorecendo termodinamicamente a imediata agregacao
destas para a formacéo de ligacGes metal-metal (Klabunde, 2001).

De modo a evitar a agregacdo, as nanoparticulas devem ser estabilizadas. Na
estabilizacdo estearica, as NPs sdo revestidas superficialmente com uma camada de
polimero, proteina ou dendrimero, criando-se uma barreira mecénica que impede a
aproximacdo entre elas (Epamino, 2012). Na estabilizacdo eletrostatica utiliza-se um
composto com carga (positiva ou negativa) que geralmente fica adsorvido sobre a
superficie das nanoparticulas, conferindo-lhes, portanto, potencial eletrostatico
(Epamino, 2012). Essa carga impede que as nanoparticulas se aproximem o suficiente
para que o processo de agregacéo se inicie (Epamino, 2012).

As imagens da TEM revelaram que as NPs sintetizadas a partir do extrato de N.
benthamiana sem inoculagdo (Figs. 5.4 e 5.5) apresentavam uma maior aglomeracao
quando comparadas com as NPs provenientes de extratos obtidos de plantas infetadas
com CMV (Figs. 5.6 e 5.7) ou inoculadas com o vector pTRV-2B (Figs. 5.8 e 5.9 ) ou
com pTRV-2B e CMV (5.10 e 5.11).

Parece tambem existir um maior grau de agregacdo nas Nps obtidas a partir de extratos
de N. benthamiana sem inoculacdo (Fig.5.12), quando comparadas com as obtidas de

plantas infetadas com CMV (Fig.5.13) ou inoculadas com o vector pTRV-2b (5.14). No
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entanto, estas diferencas ndo sdo tdo evidentes como no caso da aglomeracédo, sendo
possivel encontrar agregados nas imagens de todas as Nps. A presenca de CMV, de
TRV e da proteina supressora 2B aparentemente exerce alguma influéncia no estado de
aglomeracéo e agregacdo das NPs. Na patente WO 2014045055 Al (Love et al., 2014)
0S autores assumem que as estruturas virais atuam como armagcao estrutural na sintese,
sendo assim obtidas particulas mais regulares, simétricas e com agregacéo reduzida. A
agregacdo € um fenémeno ainda complexo mas comum na producdo de nanoparticulas,
que torna especialmente dificil explorar as propriedades e aplicacdes dos materiais
nano-estruturados ( Li e Kaner, 2005). A agregacdo é atribuida a atracdo mutua entre
particulas através de forgas de VVan der Waals ou ligagéo quimica ( Li e Kaner, 2005).
Alem dos virus, existem também evidencias de outras moléculas biolégicas com
estrutura e composicdo bem definidas, como por exemplo proteinas (Reches et al.,
2003; Scheibel et al., 2003) e DNA (Braun et al., 1998), que sdo utilizadas como moldes
para a nucleagdo de estruturas de nanoescala. E bem conhecido que as proteinas se
ligam as NPs de prata através dos grupos amina livres nelas existentes ou residuos de
cisteinas (Gole et al., 2001) e, portanto, a estabilizacdo das NPs de prata por proteinas
ligadas a superficie & uma possibilidade.

A analise cristalografica por DRX confirmou que a caracterizacdo das NPs presentes em
todas as amostras corresponde a cristais de clorargirita (Figs. 5.21 a 5.24). A clorargirita
ou cloreto de prata, de formula AgCl, é uma das principais fontes desse elemento
(75,3%). Cristaliza no sistema cubico na Classe Hexoctaédrica (com 48 fases).Trata-se
de um sélido cristalino conhecido pela sua baixa solubilidade em &gua, que quando
sujeito a luz ou calor, se separa em prata e cloreto. A clorargirita forma-se no topo das
veias do minério de prata que tenham sido submetidas a intempérie, devido ao
fendmeno que se da quando certos metais sdo lixiviados para fora de minerais
levemente soluveis por fluidos hidrotermais. Estes metais séo entdo depositados como
um mineral diferente em bolsas concentradas. Estas bolsas sé@o geralmente mais rica em
metais de minério de que o material original, assim, o processo é adequadamente

denominado um  enriquecimento  (http://www.geol-amu.org/notes/b3-3-7.htm;

http://www.galleries.com/Chlorargyrite).

Para esclarecer a possivel origem dos i0es cloreto, foi feita a quantificacdo de cloretos
nos extratos. A quantificacdo de cloretos em todos os extratos utilizados deu valores
méaximos de 32 mg/L. Os ifes CI” disponiveis nos 5 ml de extrato aplicados nas rea¢des
de sintese, correspondiam a 0,16 mg e os ides Ag” presentes, correspondiam a 4,32 mg.
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Estes valores indicam um excesso de ides Ag" em relacdo aos ides CI', pelo que
presumivelmente a fonte de cloretos esteja em alguma reacdo que envolva a libertacdo
de cloretos a partir de compostos que facam parte dos extratos vegetais.

As descargas de prata para 0 ambiente sdo uma realidade preocupante provocada pela
elevada utilizacdo deste metal em diversas inddstrias, pelo que a presenca de prata em
cursos de &gua, sedimentos e organismos aquéaticos tem originado diversos problemas
de contaminacgdo (Nakamoto et al., 1992).

Os métodos de remogdo sdo de interesse para reduzir a presenca deste metal no meio
ambiente. A precipitacdo de mais de 97 % da prata em solugdo utilizando extratos
vegetais, como provado no presente estudo, mostra um possivel caminho para remocao
por precipitagdo da prata existente em meios liquidos provenientes de diversas
atividades industriais.

Se bem em todos os casos as NPs revelaram remover mais de 97 % da prata em solucéo,
as Nps obtidas de extratos provenientes de plantas inoculadas com pTRV-2B ou
infetadas com CMV, parecem produzir menos aglomerados e possuir um estado de
agregacdo menor, que é uma caracteristica muito importante para a preservacao da
funcionalidade das mesmas.

Uma vez que se tenta encontrar uma aplicacdo para pTRV2-2B estd é uma outra
possibilidade que pode ser explorada e melhorada. A metodologia de obtengdo destas
NPs ndo envolve processos custosos para a sua obtencdo. Esta capacidade dos extratos,
sera um fator de indole economico a considerar, quando se tentar implementar este

sistema para a remocdo de prata e de estudar a viabilidade da sua utilizacdo.
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Capitulo 6 — Conclusoes

Os supressores Vvirais sdo proteinas que tém evoluido no sentido de reverter a
maquinaria de silenciamento em plantas. O supressor 2B de CMV inibe o silenciamento
principalmente pelo sequestro de pequenos dsRNAs (Goto et al., 2007; Gonzalez et al.,
2010) e atua também interagindo e inibindo com as proteinas argonauta AGO1 e AGO4
(Zhang et al., 2006). Recentemente demonstrou-se que a proteina 2B induz alteracGes
nas interacbes hospedeiro-afideo, que ndo estdo unicamente relacionadas pelo
silenciamento, mas estdo também condicionadas pela interacdo direta e indireta de mais
do que um produto de gene viral com o hospedeiro.

O principal objetivo deste trabalho era conseguir alteragdes no perfil dos metabolitos
secundarios em N. benthamiana, T. vulgaris, T.x citriodorus e C. sativum, recorrendo ao
supressor viral de silenciamento do CMV.

No capitulo 2 abordou-se a infecdo por CMV-Fny de N. benthamiana, T. vulgaris e C.
sativum. A taxa de infecdo encontrada em N. benthamiana inoculadas com os
transcritos CMV-Fny rondou os 75%, no entanto na inoculacdo mecanica atingiu
valores que rondavam os 85-90 %, tal como aconteceu em C. sativum. A infecdo por
inoculagdo mecénica de T. vulgaris foi de s6 12,5 %. Para as espécies N. benthamiana e
C. sativum a inoculacdo mecanica com CMV-Fny é um método de infecdo adequado,
destacando-se pela simplicidade e eficiéncia.

O crescimento verificado nas plantas de N. benthamiana infetadas com CMV-Fny foi
menor do que nas plantas controlo, produzindo um fenétipo com plantas mais pequenas.
No entanto ndo se verificaram alteragbes importantes no desenvolvimento em C.
sativum.

A infecdo com CMV-Fny produziu altera¢cBes nos metabolitos secundarios em todas as
plantas hospedeiras alvo de estudo. Assim, o contetdo de nicotina em N. benthamiana
infetada pelo CMV-Fny aumentou nas trés repeticdes do ensaio, registando-se também
diferencas significativas para diversos principios ativos nos 0leos essenciais de T.
vulgaris.

Do mesmo modo, em C. sativum 0s componentes do 6leo essencial maioritariamente
aldeidos, registaram alteracdes no seu perfil cromatografico, comprovando-se um

aumento significativo na concentracao de dodecano.
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Se bem que a infecdo por CMV pareca ser um caminho possivel para elaborar uma
estratégia de aumento da producdo de metabolitos de interesse em algumas espécies, a
morosidade na producio de biomassa podera revelar-se limitante. E preciso também
considerar que visto tratar-se de um virus com grande capacidade de infecdo e capaz de
abranger uma diversidade de hospedeiros, ndo seria possivel a sua aplicagdo em campo.
No capitulo trés pretendeu-se avaliar se a proteina supressora 2B do CMV-Fny,
conseguia alterar os volateis em T. x citriodorus. Para tal fim, foi preparado o vector de
expressao pK7-2B, cuja capacidade supressora foi ensaiada em plantas de N.
benthamiana. A acdo supressora do pK7-2B foi demonstrada em ensaios de
coinoculagdo com um vector que expressava a GFP. O silenciamento da GFP,
promovido por indutores fortes (Ih-GFP e ami-GFP), foi suprimido quando inoculados
conjuntamente com pk7-2B. Pode-se assim afirmar que o vector pK7-2B suprime
eficazmente o silenciamento por RNA. Quando o vector pK7-2B foi inoculado em
plantas de T.x citriodorus, aconteceram alteracbes no perfil do 6leo essencial,
registando-se aumento significativo de citral 5 dpi, e posteriormente um novo aumento,
aos 10 dpi. No caso do linalol o aumento foi também significativo para a analise
efetuada 5 dpi. A inoculacdo de plantas com o vector pK7-2B produziu alteracdes nos
volateis mas sem afectar o ritmo de crescimento das plantas, contrariamente ao efeito
negativo sobre o crescimento exercido pelo virus nas plantas hospedeiras. Assim, é
possivel concluir que a estratégia de utilizar o supressor 2B em substituicdo do CMV,
para conseguir um aumento nos volateis, foi bem-sucedida.

A utilizacdo do vector transiente pK7-2B para promover a alteracdo dos volateis foi
alvo de um pedido provisoério de patente, que se encontra em andlise no INPI.

No capitulo 4 foi construido um vector viral, a partir de virus atenuado (TRV), para
permitir a expressao sistémica do supressor 2B. A atividade supressora foi confirmada
em plantas de N. benthamiana 16C que expressam GFP constitutivamente.

Infelizmente ndo foi possivel confirmar a expressdo de proteina 2B nas plantas de T.x
citriodorus e T. vulgaris, mas sim em plantas de N. benthamiana. Provavelmente por
estas espécies ndo serem hospedeiras do virus, facto a priori desconhecido.

Nas plantas de N. benthamiana onde foi possivel confirmar a presenca de RNA
correspondente a proteina 2B, verificaram-se alteracdes significativas na concentracdo
de nicotina, do flavonoide rutina e do &cido clorogénico. Conclui-se que o vector
sisttmico pTRV-2B promove alteragdes nos metabolitos secundarios em N.
benthamiana 20 dpi, pelo que este vector podera ser utlizado para o fim proposto.
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No capitulo 5 foi ensaiada a green synthesis para producdo de nanoparticulas de prata,
utilizando extratos obtidos de plantas inoculadas com CMV, com o vector pTRV-2B e
com ambos. Confirmou-se que todas as particulas obtidas eram nanoparticulas,
possuiam tamanhos inferiores a 100 nm, e que a caracterizacdo correspondia a
clorargirita. Foi também demonstrado que as Nps obtidas a partir dos diferentes
extratos, promoveram a remogéo de pelo menos 97 % da prata em solucao.

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo, revelaram um maior
grau de aglomeracéo, e presumivelmente também de agregacdo, nas NPs obtidas a partir
de extratos de plantas ndo inoculadas, do que aquelas obtidas de extratos com
incorporacdo de particulas virais. Ao que parece a presenca de virus e proteinas nos
extratos, diminui a aglomeracgéo e agregacao, tornando-se numa alternativa interessante

para a producdo de NPs utilizando a green synthesis.
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