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RESUMO

A meleira é uma doenca que afeta gravemente a cultura do mamoeiro no Brasil e no
México, e que estd associada a infeccdo combinada do Papaya meleira virus
(PMeV) e Papaya meleira virus 2 (PMeV2) (complexo PMeV). Os sintomas da
doenca manifestam-se apenas apoés a floracdo. Para compreender os mecanismos
envolvidos neste fenbmeno, o transcriptoma diferencial de C. papaya inoculada com
o complexo PMeV foi analisado e resultou na modulagédo de 633 e 88 genes na pré-
e pos-floracdo, respectivamente. Na prefloracdo, a analise funcional mostrou,
principalmente, que enquanto genes relacionados a defesa e transporte sao
induzidos, os genes relacionados a estruturacdo da parede celular, receptores
kinase ricos em leucina (RLK-LRR) e ciclo celular sédo reprimidos. Em relagdo aos
genes relacionados as vias de defesa, foi observada a inducdo de varios genes
envolvidos no metabolismo de calose, detoxificacdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) e, genes responsivos ao acido salicilico (AS), tais como PR1, PR2,
PR5 e WRKY. Estes resultados indicaram o envolvimento da sinalizacdo mediada
pelo AS na tolerancia de C. papaya ao desencadeamento dos sintomas durante a
prefloracdo. Portanto, o papel do AS na resisténcia ao complexo PMeV foi avaliada
mediante a aplicacdo exdgena de AS em plantas inoculadas com o complexo PMeV,
resultando numa tendéncia a diminuicdo no acumulo do PMeV e o PMeV2 nas
plantas tratadas com AS. Entretanto, durante a prefloracdo, as plantas também
acumularam diferencialmente transcritos que codificam proteinas envolvidas no
metabolismo de etileno, UDP-glicosiltransferases (UGTs) e, a proteina inibidora da
proteina Non-Expresser of Pathogenesis Related Gene 1 (NPR1) NPR1-I/NIM1,
componentes que possuem um papel antagbnico na inducédo de genes de defesa
mediada pelo AS. Adicionalmente, a diminuicdo na sinalizacdo de AS parece ser
acentuada durante a pos-floragéo, ja que foi observada a repressdo de PR1 e a
induc&o do gene BSMTL1 e de genes envolvidos no metabolismo de &acido jasmonico
(AJ), que também s&o reguladores negativos na acumulacdo de AS. Estes
resultados em conjunto sugerem que vias de defesa mediadas por AS funcionam
nas plantas infectadas pelo complexo PMeV durante a prefloracdo, e poderiam
retardar o desenvolvimento dos sintomas, porém, a inducdo dos seus reguladores

negativos prejudica a ativacao total e duradoura da resposta de defesa.



Palavras chave

Papaya meleira virus; C. papaya; RNA-Seq; WRKY70; NPR1-interacting protein;
interacdo planta-virus; respostas de defesa; Acido salicilico.



ABSTRACT

The papaya sticky disease (PSD) severely affects the papaya crops in Brazil and
México. PSD is associated with the combined infection of Papaya meleira virus
(PMeV) and Papaya meleira virus 2 (PMeV2) (PMeV complex). Interestingly, PSD
symptoms appear only after flowering. To understand the mechanisms involved in
this phenomenon, the differential transcriptome of C. papaya inoculated with the
PMeV complex was analyzed and resulted in the modulation of 633 and 88 genes in
the pre- and post-flowering stages, respectively. At pre-flowering, functional analysis
showed an up-regulation of genes related to defense and transport in parallel to the
down-regulation of several genes coding to cell wall, leucine rich kinase receptors
(RLK-LRR) and cell cycle proteins. Regarding the genes related to the defense
pathways, it was observed the up-regulation of several genes involved in callose
metabolism, detoxification of reactive oxygen species (ROS) and salicylic acid (AS)
responsive genes, such as PR1, PR2, PR5 and WRKY. These results suggest the
involvement of SA-mediated signaling in the tolerance of C. papaya to the symptom
development at pre-flowering. Hence, the role of SA in the resistance to the PMeV
complex was evaluated by the exogenous application of SA in PMeV complex
inoculated plants and resulted in a tendency to decrease the viral loads of PMeV and
PMeV2 in the SA-treated plants. However, at pre-flowering, the plants also
accumulated transcripts encoding proteins involved in the metabolism of ethylene,
UDP-glycosyltransferases (UGTs), and the protein-inhibitor of the Non-Expresser of
Pathogenesis Related Gene 1 (NPR1) NPR1-1 / NIM1 protein, whose components
play an antagonistic role in the induction of SA-mediated defense genes. In addition,
the decrease in SA-signaling appears to be accentuated during post-flowering, since
it was observed the down-regulation of PR1 repression and the up-regulation BSMT1
and jasmonic acid (AJ) metabolism genes, which are also negative regulators in
accumulation of SA. These results together suggest that SA-mediated defense
pathways are likely involved in the delayed symptoms at pre-flowering, but the

induction of their negative regulators impairs the full and long-lasting activation.
Keywords

Papaya meleira virus; C. papaya; RNA-Seq; WRKY70; NPR1-interacting protein;

plant-virus interaction; defence responses; salicylic acid.
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1 INTRODUCAO

1.2 BIOLOGIA DE C. Papaya E A SUA IMPORTANCIA NA ECONOMIA DA REGIAO

Carica papaya é uma planta perene, semi-lenhosa e produtora de latex, que possui
um tempo de desenvolvimento relativamente rapido, sendo que o tempo necessario
para completar a fase juvenil, entre a germinagéo e a floragdo, leva em média cinco
meses enquanto que o tempo requerido para a colheita € de nove a quinze meses
(PATERSON et al.,, 2008). No mamoeiro sdo observados estagios sucessivos de
desenvolvimento, porém, as plantas adultas podem manter simultaneamente
crescimento vegetativo, flores e duozias de frutos em diferentes fases de
desenvolvimento (JIMENEZ; MORA-NEWCOMER; GUTIERREZ-SOTO, 2014).

As plantas do mamoeiro possuem trés tipos de flores morfologicamente distintas,
podendo produzir plantas com flores femininas, masculinas ou hermafroditas (Figura
1) (YU et al., 2008). O fruto derivado de flores femininas e hermafroditas € composto
por cinco carpelos fusionados que formam uma cavidade central contendo
numerosas sementes. As plantas do sexo masculino apresentam inflorescéncias
com flores pedunculadas que possuem um pistilo rudimentar, sem estigma e
consequentemente infértil. A forma do fruto € determinada pelo sexo da planta, desta
forma, os frutos que surgem de flores femininas sdo de forma esférico-ovoide,
enquanto que os frutos provenientes de flores hermafroditas séo cilindrico-piriformes
(Figura 1). Pela sua forma piriforme e polpa mais espessa (Figura 1), frutos
hermafroditos possuem uma maior preferéncia no mercado mundial (TRIPATHI et
al., 2014).

O mamoeiro possui um fruto climatérico tipico, caracterizado pelo aumento
simultdneo entre a atividade respiratéria e a producdo de etileno durante a
maturacdo (MING; MOORE, 2014). Bioquimica, fisiolégica e, estruturalmente,
conforme progride a maturacdo do fruto, ocorrem varias alteracées que incluem a
modificacdo da composicdo de carboidratos, uma maior producdo de metabdlitos
secundéarios, tais como o licopeno e a B-criptoxantina, e pronunciadas alteracdes na

cor, aroma e o amolecimento da polpa (GIOVANNONI, 2004).
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Figura 1. Flores e frutos relacionados aos trés sexos morfologicamente distintos encontrados no
mamoeiro. (A) Flores estaminadas (masculinas) inférteis; (B) Flor perfeita ou hermafrodita e seu fruto
piriforme derivado; (C) Flores pistiladas (femininas) e seu fruto ovoide derivado. Adaptado de
(JIMENEZ; MORA-NEWCOMER; GUTIERREZ-SOTO, 2014).

O mamao, uma fruta com um alto conteddo de antioxidantes, vitamina B, minerais e
fibras possui um alto valor nutricional e grandes beneficios para a saude. Portanto, o
comércio mundial de mamao € de grande importancia econémica e financeira. O
Brasil, segundo maior produtor de mamao, atingiu uma producao de 1,42 milhdes de
toneladas no ano 2016, o que representa 10% da produg¢do mundial. Destas, 28 mil
toneladas (2% da producéo total) foram exportadas, gerando uma renda de 41
milhdes de ddlares, colocando o Brasil como o terceiro maior exportador mundial de

mamao (FAO, 2018). No ambito Nacional, o Estado do Espirito Santo destaca-se por
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ser o segundo maior produtor de mamao no Brasil, com uma area colhida de 6.035

ha, e uma producéo de 251.365 toneladas em 2016 (IBGE, 2018).

Embora o Brasil tenha uma posi¢cado destacada no mercado mundial de mamao, na
Ultima década o pais tem experimentado uma diminui¢do acelerada na sua producéo
(Figura 2). De fato, segundo a FAO-TRADE-MARKETS-DIVISION, 2016, o Brasil ja
foi responsavel por 20% da producdo mundial no ano 2000, no entanto, esta
producéo tem diminuido, sendo esperado que diminua ainda mais, abaixo dos 10%,
no ano 2024. Dentre os varios fatores que afetam a producdo de mamao, destacam-
se as doencas causadas por patdgenos, especialmente as viroses, que podem levar

a destruicdo completa das plantacdes infectadas (ABREU et al., 2015).
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Figura 2. Evolugéo da produ¢do de mamé&o no Brasil. Produ¢do de maméao no Brasil em milhdes de
toneladas durante os ultimos dez anos (FAO, 2018).

1.3 MELEIRA DO MAMOEIRO: UMA VIROSE RELACIONADA AO
DESENVOLVIMENTO

A meleira que foi oficialmente relatada no Brasil e México, dois dos maiores
produtores e exportadores de mamao do mundo (ABREU et al., 2015), caracteriza-

se pela exsudacdo espontanea de um latex fluido e aquoso que se acumula
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principalmente em folhas e frutos e, quando em contato com o ar, € oxidado e
escurece-se rapidamente, dando aos frutos um aspecto de “melado” (Figura 3). Este
fator aumenta a suscetibilidade a infestacdo de insetos oportunistas como a mosca
das frutas (Ceratitis capitata), uma praga de importancia quarentenéria que
usualmente infesta os frutos em estagios avancados de maturidade (KITAJIMA et al.,
1993; VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2004).

A queima ou necrose nas extremidades de folhas jovens, mancha zonada ou clorose
nos frutos sdo também sintomas carateristicos desta doenca (Figura 3), que em
conjunto com o aspecto melado no mamoeiro comprometem a qualidade dos frutos,
inviabilizando sua exportacdo. Interessantemente, estes sintomas sé aparecem apés
o0 estégio de poés-floragcéo, o que permite a permanéncia de uma planta contaminada
no campo por varios meses, servindo de fonte de inoculo as demais plantas do
pomar (ABREU et al., 2015).

Figura 3. Sintomas da infeccdo pelo complexo PMeV em Carica papaya. (A, B) Aspecto melado; (C)
Mancha zonada ou clorose em frutos; (D) Lesdes necrdticas na ponta de folhas jovens. Adaptado de
(VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2004).
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Inicialmente, o agente causal da meleira foi identificado como um virus de particula
isométrica que possui um genoma constituido por RNA de dupla fita (dsRNA),
chamado Papaya meleira virus (PMeV). Recentemente, foi demonstrado, usando
sequenciamento e purificacdo de particulas virais, a presenca de dois diferentes
RNAs, o que levou a indentificacdo de um segundo virus de RNA de fita simples
(ssRNA) associado a meleira, o Papaya meleira virus 2 (PMeV2). PMeV foi proposto
ser classificado como um toti-like virus e, PMeV2 como um umbra-like virus (SA
ANTUNES et al., 2016).

Até o momento, PMeV e o PMeV2 sdo os unicos virus descritos em laticiferos
(ARAUJO et al., 2007; MACIEL-ZAMBOLIM et al., 2003; RODRIGUES et al., 2009a).
Os laticiferos do mamoeiro sdo séries de células anastomosadas que sédo
especializadas na producédo e armazenamento de cisteino-proteases, e de um fluido
rico em metabolitos secundarios denominado latex (HAGEL; YEUNG; FACCHINI,
2008). Os laticiferos do mamoeiro com meleira acumulam peréxido de hidrogénio
(H202), e um latex com niveis aumentados de cristais de oxalato de calcio e
alcaléides (RODRIGUES et al., 2012). A andlise global de miRNAs e proteinas em
folhas de mamé&o com meleira mostrou uma alteracdo no controle do estresse
oxidativo e do sistema do proteossoma 26S (ABREU et al., 2014; RODRIGUES et
al., 2011). Todavia, componentes chaves na resposta de maméo a infeccdo pelos
dois virus ainda ndo foram identificados, principalmente pela caréncia de genoétipos
resistentes a doenca (MEISSNER FILHO et al., 2017) e ao limitado conhecimento

das condicdes fisioldgicas de tolerancia na planta (ABREU et al., 2015).

‘Sunrise Solo’ e ‘Golden’ sdo os cultivares de mamio, economicamente mais
relevantes para o Brasil. O desenvolvimento dos sintomas da meleira tem como
particularidade a dependéncia da transicdo juvenil-adulto, marcada pela floracao
(MACIEL-ZAMBOLIM et al., 2003). Mesmo as plantas exibindo uma alta carga viral,
permanecem assintométicas até a floracdo, que ocorre entre 6-8 meses apos a
transferéncia de mudas para o campo (ABREU et al., 2015). Este fenbmeno sugere
gue mecanismos de toleréncia ao desenvolvimento dos sintomas de meleira operam

antes da floragéo.
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1.4 ASPECTOS DA GENOMICA E ABORDAGENS COMPUTACIONAIS NA
PREDICAO DE GENES ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO EM C. Papaya

C. papaya possui um genoma relativamente pequeno, inicialmente descrito, com
aproximadamente 372 Mpb (ARUMUGANATHAN; EARLE, 1991), mas recentemente
ajustado a 442.5 Mpb (GSCHWEND et al., 2013). O genoma de C. papaya, que em
2008 incluia 24.746 genes (MING et al., 2008), hoje alcanca quase 28.000 genes
(PHYTOZOME, 2017). Estes genes foram agrupados em categorias que envolvem
principalmente, crescimento e lignificacdo celular, biossintese de -carboidratos,
resposta ao foto-periodo e, metabolismo secundario. Estas caracteristicas na
organizacdo do genoma colocam a C. papaya numa posi¢ao intermediaria entre erva
e arvore (MING et al., 2008).

Usando abordagens computacionais, genes homdlogos associados ao
desenvolvimento floral em Arabidopsis tém sido identificados em C. papaya. Dentre
estes, 0 gene PAG (PAPAYA AGAMOUS), o qual € o homologo do gene AGAMOUS
em Arabidopsis, esta associado ao desenvolvimento dos carpelos e ao controle do
tempo de floracdo. O gene PFL, homdlogo de LEAFY em Arabidopsis, o qual é
positivamente regulado pelo gene AGAMOUS e integra os sinais ambientais e
enddgenos para controlar o tempo de floracdo. O gene Phua, homélogo do hual, que
€ um regulador do desenvolvimento do estame em Arabidopsis (TRIPATHI et al.,
2014; YU et al., 2005).

Uma andlise de dados, derivados de ESTs depositados em The Floral Genome
Project mostrou que aproximadamente 50% dos 200 genes envolvidos em
desenvolvimento e regulacéo floral, controle do tempo de floracdo, e genes florais
orgao-especifico que estdo presentes em Arabidopsis, encontram-se também

representados em bibliotecas de cDNA florais em mamoeiro (TRIPATHI et al., 2014).

Em relacéo aos genes associados a maturacao, principalmente foram preditos genes
envolvidos na sintese de etileno, respiracdo, degradacao de clorofila e, sintese de
carotenoides, processos que podem também impactar na acumulacdo de acgucar. Os

genes S-adenosyl-L-methionine  (S-SAM) sintase, 1l-aminocyclopropane-1-
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carboxylate (ACC) sintase e ACC oxidase que estdo relacionados a sintese de
etileno em Arabidopsis, assim como os fatores responsivos do etileno AP2/ERF,
também se encontram representados no genoma do mamao. Adicionalmente, foram
preditos dois genes que codificam uma oxidasa alternativa AOX1 (MING et al., 2008;
TRIPATHI et al, 2014), e um grande numero de [(-1-3-glucanases e -
galactosidases foi predito no genoma do mamoeiro, 0S quais poderiam estar
associados com uma grande necessidade de degradacao e ajustamento da parede
celular durante a maturagéo (MING et al., 2008).

1.5 RESPOSTAS DA PLANTA A INFECCAO VIRAL

As respostas da defesa da planta que conduzem a resisténcia em interacdes virais
incompativeis sdo bem caraterizadas (GOUVEIA et al., 2017; MANDADI,
SCHOLTHOF, 2013; NICAISE, 2014). Iniciam-se com o reconhecimento de efetores
virais mediante proteinas de resisténcia (R), e inclui a acumulacéo de acido salicilico
(AS), espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteinas relacionadas a patogenese
(PR), inducédo da resposta hipersensitiva (HR), deposi¢do de calose e morte celular
programada (BAEBLER et al., 2014).

Ao contrario das interagdes virais incompativeis, nas quais a infecgéo viral aciona
mecanismos de resposta especificos que bloqueiam a replicacdo e movimentacao
viral proximo ao local da infecdo, as interagcbes compativeis resultam em infeccées
virais sistémicas que sdo tipicamente acompanhadas pelo desencadeamento de

sintomas que caracterizam uma determinada doenga (KANG; YEAM; JAHN, 2005).

Embora nas interagbes compativeis a planta hospedeira acabe se tornando
susceptivel a infeccdo viral, alteracdes moleculares, bioquimicas e fisiologicas
acontecem em células, tecidos e inclusive na planta inteira em resposta a infeccéo
(Figura 4). Contudo, tem sido dificil distinguir os componentes alterados que s&o
requeridos para a replicacdo e expressdao do genoma viral dagueles que estao
associados com a resposta da defesa ou prejuizo do hospedeiro (MAULE; LEH;
LEDERER, 2002).
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Figura 4. Alteracbes em diferentes processos biolégicos causados apés a infeccdo em interagfes
virais compativeis. Processos comumente alterados nas interagfes virais compativeis identificados
usando estudos fisioldgicos, protedmicos e de expressdo génica que incluem metabolismo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), regulacdo hormonal, fotossintese, sinalizacdo celular,
metabolismo energético, metabolismo secundario, sintese e reciclagem de proteinas, metabolismo de
aclcares e transporte enddégeno de macromoléculas. Adaptado de (DI CARLI; BENVENUTO;
DONINI, 2012).

Nas interacdes compativeis, proteinas de membrana e parede celular séo
componentes do hospedeiro usados por alguns virus na sua replicacdo e
movimentacdo. O ciclo celular é também controlado para promover uma sintese
ativa de DNA favoravel na replicacdo viral (MAULE; LEH; LEDERER, 2002).
Paralelamente, também sdo alterados componentes que evocam respostas de
defesa classicas das interacdes incompativeis como sdo a HR, e a resposta
sistémica adquirida (SAR). Sendo, portanto, nas interagdes compativeis, sugerido a
ativacdo de uma resposta de estresse celular genérica (defense-like) (MAULE; LEH,;
LEDERER, 2002; WHITHAM; YANG; GOODIN, 2006).

Mediante estudos fisiologicos, protedmicos e de expressdo génica tém sido

identificados varios processos que sdo comumente alterados nas interacdes virais
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compativeis, e que incluem o metabolismo ROS, regulacdo hormonal, fotossintese,
sinalizacdo celular, metabolismo energético, metabolismo secundario, sintese e
reciclagem de proteinas, metabolismo de aclUcares e transporte enddgeno de
macromoléculas (Figura 4) (DI CARLI; BENVENUTO; DONINI, 2012; MAULE; LEH;
LEDERER, 2002; WHITHAM; YANG; GOODIN, 2006).

O efeito da infeccao viral e a severidade dos sintomas é o resultado de uma rede
complexa de interagfes entre o virus, e os componentes da célula hospedeira. Estas
interacdes desencadeiam defesas especificas da planta, e reacdes de estresse ndo
especificas, onde centenas de genes sdo modulados, causando assim, a
reprogramacao transcripcional de diferentes vias de sinalizacdo (DI CARLI;
BENVENUTO; DONINI, 2012; MAULE; LEH; LEDERER, 2002; WHITHAM; YANG,;
GOODIN, 2006).

1.6 MODULACAO DA EXPRESSAO DE GENES DE DEFESA EM INTERACOES
VIRAIS

A expressao de genes envolvidos em respostas de defesa em ambas as interacdes
compativeis e incompativeis é controlada por vias de sinaliza¢do que sao mediadas
principalmente por moléculas sinalizadoras como o &cido salicilico (AS), o acido
jasmoénico (AJ), o etileno (ET), acido abscisico (ABA), auxinas, citocininas (CKs) e os
brassinosterdides (BRs), moléculas que agem sinérgica e antagonicamente e
influenciam-se mutuamente através de complexas redes regulatorias para produzir
um fendtipo de resisténcia ou susceptibilidade (Figura 5) (ALAZEM; LIN, 2015;
CULVER; PADMANABHAN, 2007).

A sinalizacdo mediada por AS constitui a maior via de defesa contra virus em
plantas, e esta ligada estreitamente a maioria de genes de defesa da familia de
receptores NB-LRR (Nucleotide-Binding Leucine-Rich-Repeat) envolvidos na
ativacdo de respostas de defesa locais que confinam a infecgdo viral em lesdes
necroticas e acionam o mecanismo antiviral de silenciamento (SIRNA) e SAR nos
tecidos distais (ALAMILLO; SAENZ; GARCIA, 2006; LOAKE; GRANT, 2007; VLOT;
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DEMPSEY; KLESSIG, 2009). As CKs contribuem para a defesa da planta em uma
maneira dependente de AS. Fatores responsivos as CKs, tais como ARR3
(ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 3), ARR4, ARR5, ARR6, ARR8 e ARRY9,
estdo envolvidos no cross-talking entre AS e as CKs (ARGUESO et al., 2012). Por

outro lado, os BRs agem independentemente de AS e melhoram a resisténcia.

As auxinas sdo conhecidas por sua funcdo antagbnica a via do AS. Um grupo de
fatores responsivos as auxinas (ARFs) é importante na replicacdo e movimentagao
de alguns virus, tais como o Tobacco mosaic virus (TMV) (PADMANABHAN et al.,
2005, 2008). O etileno também antagoniza a via desencadeada ap0s a sinalizacao
de AS, e esta envolvido no desenvolvimento de sintomas durante a infeccéo pelo
Cauliflower mosaic virus (CaMV), a movimentacao sistémica da estirpe do TMV que
infecta cruciferas, e a formacédo de lesGes necréticas apds a infeccdo com outros
virus (CHEN et al., 2013; GERI et al., 2004).

JA e ABA desempenham um papel ambiguo na ativacdo de respostas de defesa da
planta contra os virus. JA parece apoiar a defesa da planta em estagios iniciais da
infeccdo, porém, se for induzido ou aplicado em estagios avancados, este horménio
diminui a resisténcia da planta (GARCIA-MARCOS et al., 2013; PACHECO et al.,
2012). ABA possui muitos papéis durante a defesa das plantas contra infec¢des
virais. Por um lado, aumenta a deposi¢cao de calose nos plasmodesmos (PD) e limita
a movimentagdo viral célula-célula em alguns virus, tais como TMV e Tobacco
necrosis virus (TNV), enquanto que, por outro lado, antagoniza a via do AS e reduz a
resisténcia ao nivel local da infeccdo (ALAZEM,; LIN; LIN, 2014; IRITI; FAORO, 2007,
WHENHAM et al., 1986).



Figura 5. Inter-relagdo hormonal em
interacdes planta-virus. De modo
geral, existem hormdnios que
possuem um papel positivo (em cor
verde claro) ou negativo (em cor
vermelho claro) na ativagcdo de
respostas de defesa contra virus em
plantas. O AS induz a expressao de
genes de defesa local e sistémica
mediante a ativacdo de ROS, HR,
silenciamento de RNA (siRNA) e SAR.
O ET e as auxinas usualmente
antagonizam a via desencadeada
apés a sinalizacdo de AS, e estdo
envolvidos no desenvolvimento de
sintomas em varias interacdes planta-
virus. As CKs e os BRs contribuem a
defesa da planta, dependente e
independente de AS, respecivamente.
O AJ (em cor azul) possui um papel
ambiguo, sendo que em estagios
iniciais da infeccdo possui um papel
positivo na ativacdo de vias de defesa.
Porém, em estigios avancados da
infeccdo, desempenha um papel
antagbnico ao AS. ABA (em cor azul
claro) possui varios papéis durante a
defesa das plantas contra infeccdes
virais. Por um lado, aumenta a
deposicéo de calose nos
plasmodesmos (PD) e limita a
movimentacdo viral célula-célula em
alguns virus, enquanto que, por outro
lado, antagoniza a via do AS e reduz a
resisténcia ao nivel local da infeccao.
Adaptado de (ALAZEM; LIN, 2015).
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Através do uso de diferentes técnicas como a analise serial da expressdo génica
(serial analysis of gene expression -SAGE), os microarranjos e RNA-seq aplicados
principalmente em plantas modelo como Arabidopsis e Nicotiana benthamiana
demonstraram que, de maneira similar as interacdes virais incompativeis, a
expressao de diversos genes envolvidos em vias de defesa, também € alterada nas
interacOes virais compativeis (MAULE; LEH; LEDERER, 2002; WHITHAM; YANG;
GOODIN, 2006).

Genes que codificam enzimas envolvidas na remocgdo e desintoxicagdo de ROS,
como as catalases, a glutationa-S-transferase (GST), a peroxidase, a superoxido
dismutase, genes que codificam para varias proteinas relacionadas a patogéneses
(PR) como PR-1, PR-2 (B-1,3 glucanase), PR-3 (quitinase), PR-4, PR-5 (taumatina e
osmotina), e fatores de transcricdo que sao tipicamente marcadores de vias de
defesa em interacBes incompativeis, sdo induzidos sistemicamente em interacées
compativeis (ITAYA et al., 2002; LOVE et al., 2005; MANDADI; SCHOLTHOF, 2012;
SENTHIL et al., 2005; SUN et al., 2016). A inducdo destes genes representa a
ativacao de vias stress-like e defense-like que n&o sdo consideradas propriamente
vias de defesa, devido a caréncia de um elicitor especifico no hospedeiro, ou seja,
aparentemente sao respostas genéricas que ocorrem na auséncia de um
reconhecimento especifico de um efetor viral (Avr) mediante uma proteina R
(WHITHAM; YANG; GOODIN, 2008).

A caraterizacdo das vias de defesa desencadeadas em plantas modelo como
Arabidopsis em resposta aos virus Cauliflower mosaic virus (CaMV), Oilseed rape
mosaic virus (ORMV) e Cucumber mosaic virus (CMV) (Figura 6) tem ampliado o
conhecimento relacionado a inducdo de genes envolvidos em respostas antivirais
nas interacdes compativeis. De modo geral, nas interacdes compativeis, € requerido
um incremento nés niveis de AS para a acumulagdo de proteinas e genes PRs,
porém, a inducdo de genes PR parece ndo ser mediada por um incremento nos
niveis de AS. De fato, em interacdes compativeis em Nicotiana e Arabidopsis, ndo
tem sido observada a sintese de AS, portanto, niveis basais de AS parecem ser
suficientes para mediar a expressao de genes relacionados a defesa nas interacdes
compativeis (DEMPSEY et al.,, 1997; HUANG et al., 2005; MALAMY; HENNIG,;
KLESSIG, 1992).
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A inducdo de genes relacionados a defesa mediada por AS em interacdes
compativeis sugere que as plantas hospedeiras poderiam dividir uma via de
sinalizacdo comum com as interagfes incompativeis, no entanto, os baixos ou néo
existentes niveis de AS impedem a amplificacdo da sinalizagdo necesséria para uma
robusta inducdo de genes PR, debilitando ou suprimindo a resposta de defesa.
Portanto, as diferencas entre as duas interacdes esta baseada na sincronizacéo e
magnitude da resposta induzida, mais do que na expressao de diferentes conjuntos
de genes (ELVIRA et al., 2008; HUANG et al., 2005; WHITHAM; YANG; GOODIN,
2006; YANG et al., 2007).

CaMV ORMYV ou CMV
ET/JA * EDSt
NADPH Oxidase SID2
l l
ROS nahG R—— AS
v " \
PDF1.2, GST1 - NPR1
Iy l
Genes relacionados a defesa
(BGL2, PR5, etc.) PR1

Figura 6. Resposta de defesa desencadeada durante infec¢cdes virais compativeis em Arabidopsis. O
virus Cauliflower mosaic virus (CaMV) induz a expresséo de genes responsivos ao JAe o ET (PDF1.2
e GST1), assim como a expressao do gene PR1 dependente de AS. As linhas pontilhadas indicam
gue ndo é conhecido se SID2 ou EDS1 sdo requeridos para comegar a expressdo de genes
dependentes de AS durante a infeccdo pelo virus CaMV. Os virus Oilseed rape mosaic virus (ORMV)
e Cucumber mosaic virus (CMV) induzem a expressao de genes relacionados a defesa através da via
dependente de SID2, EDS1 e AS. A expressdo de PR1 e outros genes relacionados a defesa, como
(BGL2 e PR5), parece ser ativada apoés a indugdo de AS, ja que 0 aumento na expressédo de PR1 é
altamente dependente de NPR1. Adaptado de (WHITHAM; YANG; GOODIN, 2006).

Proteinas e enzimas reguladoras do complexo proteossomal 26S, 20S, espécies

reativas de oxigénio (ROS) e calrecutilina, sdo acumuladas nas folhas de mamoeiro
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com meleira (ABREU et al.,, 2014; RODRIGUES et al., 2011). Mecanismos de
resisténcia como SAR, que envolve moléculas sinalizadoras, horménios como o AJ,
AS e etileno ET e a proteina non-expressor of pathogenesis-related protein 1
(NPR1/NIM1), sao conservados em C. papaya (MING et al., 2008; PORTER et al.,
2009). Entretanto, ainda ndo foi determinado o envolvimento destas proteinas e

mecanismos de resisténcia na interacéo entre C. papaya e o complexo PMeV.

Para obter uma visdo global das complexas redes regulatérias desencadeadas nas
interag@es planta-virus, é essencial o uso de tecnologias de alto rendimento como a

protedmica e a transcriptébmica.

1.7 AVANCOS NAS ANALISES DO TRANSCRIPTOMA EM C. papaya

O sequenciamento e a analise do transcriptoma € essencial na validacdo de dados
gendmicos, descoberta de variantes gendmicas, determinagao de splicing alternativo
e desenvolvimento de marcadores de DNA. Apesar de ja existir o genoma de C.
papaya sequenciado (MING et al.,, 2008), atualmente as analises de expressao
génica em mamoeiro ainda se encontram em um estagio inicial, e baseiam-se
primariamente no sequenciamento de ESTs em algum estagio especifico de
desenvolvimento (TRIPATHI et al., 2014). A bibliografia mais abundante corresponde
ao processo de maturacdo, e ha pouca informacdo das alteracbes na expressao

génica das interacfes planta-patbgeno em mamoeiro.

Atualmente estdo disponiveis no GenBank 77.393 ESTs de C. papaya. Os transcritos
cobrem aproximadamente 3,6% do genoma inteiro, e 48% da regido codificante
(MING et al.,, 2008). O primeiro estudo usando ESTs em C. papaya analisou a
expressao de genes durante o desenvolvimento do fruto, gerando 1171 ESTs
derivados de duas bibliotecas independentes de cDNA procedentes do fruto de um
cultivar hibrido de Taiwan ‘Tainung’ (polpa vermelha) e de um hibrido australiano 1B
(polpa amarela). As sequéncias foram principalmente associadas a enzimas
envolvidas na degradacéo de quitina (quitinases), controle do metabolismo de etileno

(ACC oxidase), decomposicdo do peréxido de hidrogénio (catalase) e,
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biossintese de metionina. ESTs com similaridade significativa, os quais estdo
relacionados com 0 amaciamento, aroma, e biossintese da cor também foram
identificados (DEVITT et al., 2006).

Outras abordagens no estudo de transcriptoma de mamao como 0S microarranjos
também tém sido usadas. FABI e colaboradores, 2012 avaliaram a expressao de
genes em frutos maduros e imaturos da C. papaya variedade Golden, usando uma
plataforma de arranjos do genoma de Arabidopsis. Adicionalmente, o perfil de
expresséo foi comparado com dados de microarrajos derivados do tomate e uva, 0s
quais mostraram que, em geral, existem muitas similaridades nos perfis de
expressdo entre o mamoeiro e tomateiro, principalmente na regulacdo do
metabolismo primario, processo de transcricdo, resposta ao estresse bidtico e
abidtico, e metabolismo da parede celular. Fatores de transcricdo, membros das
familias MADs box, NAC e AP2/ERF, que sao reguladores chaves na maturacao,

sdo também induzidos no mamoeiro durante a maturacéo.

Recentemente, usando a tecnologia de sequenciamento massivo de RNA (RNA-
seq), foi comparado o transcriptoma da variedade transgénica do C. papaya ‘SunUp’,
resistente ao Papaya ringspot virus (PRSV), com a sua variedade progenitora
‘Sunset’, suscetivel ao PRSV. No total foram identificados 20.700 transcritos e 842
genes diferencialmente expressos. Os genes que foram diferencialmente expressos
foram associados principalmente a categorias relacionadas aos microtubulos, fatores

de transcricdo, transportadores, e biossintese de horménios (FANG et al., 2016).

pY

Em relacdo a interacdo planta-virus, em interaces compativeis, a maioria dos
trabalhos é realizada utilizando-se plantas modelo, principalmente Arabidopsis.
Poucos trabalhos abordando o estudo da expressdo génica global em C. papaya
foram desenvolvidos. Conforme revisdo de literatura (TRIPATHI et al., 2014), dentre
os trabalhos que envolvem estudos de transcriptbmica em mamoeiro, apenas um
(ARYAL et al., 2012) aborda a interacdo planta-hospedeiro. Portanto, € importante o
uso de abordagens de sequenciamento em larga escala em C. papaya para
identificacdo de alvos que possam ser usados na obtencéo de genotipos resistentes

a doencas.
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1.8 SEQUENCIAMENTO TOTAL DO TRANSCRIPTOMA: RNA-Seq E AS NOVAS
TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO

Véarias tecnologias para conhecer e quantificar o transcriptoma tém sido
desenvolvidas, as quais estdo fundamentadas principalmente na hibridizacdo e no
sequenciamento de cDNA. Tecnologias baseadas em hibridagéo, tipicamente
envolvem a incubacdo de cDNA derivados de amostras bioldégicas marcados
fluorescentemente com uma série de sondas de DNA imobilizadas em uma matriz
sélida que representa 0s microarranjos de genes de interesse que podem ser
customizados ou comerciais. Estas técnicas sdo consideradas de alto rendimento e
sao relativamente baratas, com excecdo de arranjos desenhados para grandes
genomas, contudo, possuem varias limitacbes como a dependéncia de um prévio
conhecimento da sequéncia gendmica, a possibilidade de hibridacdo cruzada e, a
incerteza relacionada a intensidade do sinal, devido a que a técnica apresenta uma
escala limitada de deteccéo (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

Ao contrario dos microarranjos, o0os métodos baseados no sequenciamento
determinam diretamente a sequéncia de cDNA. Inicialmente foi, comumente usado o
sequenciamento Sanger de cDNA ou ESTs (expressed sequence tag), porém, esta
metodologia € relativamente de limitado desempenho, custosa, e geralmente nao
quantitativa (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Para superar estas limitagdes,
métodos que se baseiam em pequenas sequéncias Tags, incluindo a SAGE
(VELCULESCU et al., 1995), a analise de expressdo de genes cap (do inglés cap
analysis of gene expression —CAGE), e 0 sequenciamento massivo em paralelo (do
inglés massively parallel signature sequencing —MPSS) foram desenvolvidos.

Estes métodos sdo de alto desempenho e podem proporcionar uma quantificagdo
digital acurada dos niveis de expressao génica, porém, estdo baseados na onerosa
tecnologia de sequenciamento Sanger. Adicionalmente, apenas uma por¢cao de
transcritos € analisada, sendo que, uma fracao significativa de pequenos Tags nao
pode ser mapeada de forma exclusiva no genoma de referéncia, e as isoformas sao
geralmente indistinguiveis uma da outra (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).
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O desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova geracao (do inglés
Next generation sequence —NGS) tem permitido sequenciar, mapear e quantificar
transcriptomas através de um método de alto desempenho conhecido como RNAseq
(RNA sequencing ou whole transcriptome sequencing —“WTSS). Este método supera
amplamente as limitagcbes das outras metodologias existentes, sendo que, 0s
reduzidos custos, tempo e volume de dados produzidos fazem desta uma
metodologia altamente acessivel (BARBA; CZOSNEK; HADIDI, 2014; WANG;
GERSTEIN; SNYDER, 2009).

Atualmente, a tecnologia RNA-seq encontra-se disponivel comercialmente em seis
plataformas, que estdo classificadas em dois grupos. (I) Tecnologias nas quais,
prévio ao sequenciamento, deve ser feita uma amplificacdo do cDNA usando algum
tipo de PCR, agrupando quatro plataformas: Roche GS FLX 454 sequencer (Roche
Diagnostics Corp., Branford, CT, USA), lllumina genome analyzer (lllumina Inc., San
Diego, CA, USA), ABI SOLID System (Life Technologies Corp., Carlsbad, CA, USA),
e lon Personal Genome Machine (Life Technologies, South San Francisco, CA,
USA). (Il) Tecnologias que estdo baseadas no sequenciamento de uma molécula
Gnica e, portanto, ndo requer uma amplificacdo prévia ao sequenciamento.
Pertencem a este grupo a HeliScope (Helicos BioScience Corp.,Cambridge, MA,
USA) e, PacBio RS single-molecule real-time (SMRT) system (Pacific Biosciences,
Menlo Park, CA, USA).

Entre estas seis plataformas disponiveis, o lllumina/Solexa Genome Analyzer, a
Roche 454 GS FLX sequencer, o Applied Biosystems SOLID Analyzer e a HeliScope
(que pertence as tecnologias de sequenciamento de segunda geracdao) dominam o
mercado, enquanto que a Pacific Biosciences PacBio RS SMRT system e a lon
Personal Genome Machine da Life Technologies (terceira geracdo) tém sido
recentemente incorporadas no mercado, e portanto, ainda ndo sao de amplo uso
(Tabela 1) (BARBA; CZOSNEK; HADIDI, 2014; ESCALONA; ROCHA; POSADA,
2016; JAIN et al., 2014).

Cada plataforma de sequenciamento possui vantagens e desvantagens. Exemplo, a
plataforma lllumina oferece custos menores, porém, as leituras geradas sao de
tamanho menor do que as geradas pela Roche/454. Quando for requerida uma

montagem “de novo” (do inglés, de novo assembly) leituras com tamanhos maiores
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sdo recomendaveis. Entretanto, quando for preciso ter uma alta cobertura (do inglés,
high depths of coverage), o rendimento e a acuracia, sao priorizados, em vez do
tamanho das leituras (BARBA; CZOSNEK; HADIDI, 2014; OZSOLAK; MILOS, 2011).

Enquanto que Roche 454 gera as leituras com maior tamanho, a plataforma SOLID
5500 xIs oferece a maior acuracia no sequenciamento; ja a plataforma Illumina
apresenta a maior capacidade de sequenciamento, menores custos e tempos, e uma
boa acuracia (LIU et al.,, 2012) (Tabela 1). Em conjunto, estas variaveis tém
posicionado a illumina como, provavelmente, a plataforma que domina o mercado

dos sequenciadores.

A lllumina desenvolveu a série de plataformas HiSeq® 2500, HiSeq 2000, HiSeq
1500 e HiSeq 1000. A Hiseq 2500 tem a capacidade de sequenciar um genoma em
24 horas, 20 exomas num dia ou 30 amostras para RNA sequencing em
aproximadamente 5 horas, enquanto que a Hiseq 2000 é capaz de sequenciar 600
bilhdes de pares de bases (pb) per lane (BARBA; CZOSNEK; HADIDI, 2014).



37

Tabela 1. Resumo comparativo entre as principais plataformas de sequenciamento de nova geracdo. Adaptada de (BARBA; CZOSNEK; HADIDI, 2014).

Quimicado Tamanho das Maxima Rendimento
Método de amplificac&o Plataforma . . producéo Acuracia (%)
sequenciamento leituras (pb) . /hora
per corrida
' Deteccaod
lon Torrent. (Life ' e ecN(;ao a+ 100-400 100Mba64 25 Mpb—16 i,
Technlogies) liberag&o do H Gpb Gpb
PCR de emuls&o 454 (Roche) Piro- 400-700 700 Mpb 13 Mpb 99.9
sequenciamento
SOLID (Life .
Technologies) Ligacéo 75-85 80 a 360 Gpb 21-28 Mpb 99.99
Ampliicacdo em ponte o LLumingy  Terminadores 100-300 600Gpb 25 Mpb 99.9
(Bridge PCR) ( ) reversiveis P P '
: Nucleotideos
_ PacBio marcados 4000-5000 200MPbal g5y 445 Mob 95
e a . (Pacific Biosciences) Gpb
Sem amplificagdo. Molécula fluorescentemente
Gnica em tempo real
(No amplification Single Helicos Terminadores
I . N . 25- M 7
molecule real-time: SMRT)  (Helicos Biosciences) reversiveis 555 35 Gpb 83 Mpb o
Nanopore Leituras rrlwto Dezenas de 150 Mpb
: - longas até de 96
(Oxford Technologies) 50 kpb Gpb

pb=par de bases

kpb= 1.000 pb
Mpb=1.000.000 pb
Gpb=1.000.000.000 pb
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A metodologia de sequenciamento do RNA apresenta algumas variacoes,
dependendo da plataforma usada, contudo, trés passos sdo fundamentais: (1)
preparacao de uma biblioteca de cDNA: durante este passo uma populagédo de RNA
(total ou fracionado) € convertido numa biblioteca de fragmentos de cDNA com
adaptadores ligados em um ou nos dois extremos da dupla fita. (2) Amplificacdo da
biblioteca de cDNA: quando sao usadas plataformas que nao requerem
amplificacdo, este passo é omitido. (3) Sequenciamento: neste passo, cada
plataforma apresenta variages tanto no tamanho das leituras ou reads, que podem
variar de 25 pb a milhares de pb (kpb), quanto no método utilizado, que pode ser
mediante sequenciamento por ligacdo (no caso da plataforma SOLID),
sequenciamento por sintese com terminacdo reversivel a cada ciclo (no caso das
plataformas da lllumina), sequenciamento por sintese com deteccdo de sinal na
incorporacdo de nucleotideo Unico (nas plataformas 454 GS e lon Torrent) e
sequenciamento de moléculas Unicas em tempo real (empregado nas mais

recentemente introduzidas, PacBio, Helicos e Nanopore) (Tabela 1).

Os passos seguidos no sequenciamento do RNA sdo mostrados em detalhe na
Figura 7, usando como exemplo o procedimento da plataforma lllumina. Brevemente,
a preparacao da biblioteca de cDNA comeca a partir da selecdo do mRNA do RNA
total, usando esferas magnéticas ricas em Poli-T que se ligam as caudas poli A. Para
a obtencdo de fitas menores, as moléculas de mRNA s&o fragmentadas usando
sonicacdo ou métodos enzimaticos. Estas moléculas sao submetidas a transcripcao
reversa usando a enzima transcriptase reversa e primers randémicos. Apds a
sintese da primeira e segunda fita de cDNA, o0s extremos sdo reparados,
fosforilados nos extremos 5’ e adenilados com uma unica A nos extremos 3'. Este
procedimento preparas as moléculas de cDNA para a ligagdo com umas sequéncias
curtas de DNA dupla fita adaptadoras (do inglés, adapters) que contém varios
elementos, entre estes sequéncias de identificacdo Barcode e sitios de ligacdo para

os primers (spl e sp2) (Figura 7A).

Os fragmentos que possuem os adaptadores em ambas as extremidades permitem
o pareamento com templates complementares fixos numa superficie sélida chamada
célula de fluxo (do inglés, flow cell). Os templates ligados aos adaptadores dos

fragmentos de cDNA agem como iniciadores senso-antisenso, originando pontes
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gue favorecem a amplificacdo na presenca de nucleotideos e da enzima polimerase.
Os amplicons ficam imobilizados e, apés uma desnaturacdo, formam uma nova
ponte. Estes passos séo repetidos sucessivamente, gerando milhdes de grupos ou
clusters de cada fragmento (Figura 7B). A formacé&o de clusters € importante para a
obtencdo de um sinal fluorescente forte o suficiente para fazer a leitura do

nucleotideo incorporado.

Uma vez formados os milhdes de clusters, uma nova desnaturacao é feita para dar
inicio a ciclos automatizados de extensdo e captura de imagem, sendo que
nucleotideos marcados com fluroforos reversiveis sao introduzidos na reacao. Estes
nucleotideos tém propriedades de terminacéo, o que permite parar a sintese quando
a DNA polimerase incorpora o correspondente nucleotideo na fita nascente. Uma
vez integrado o nucleotideo na fita nascente, os fluréforos séo ativados por um laser,
de tal forma que a luz emitida serd diferencial, dependendo do nucleotideo
incorporado. Esta informacdo € capturada por uma camera, sendo suas imagens
interpretadas por um programa e armazenadas. Uma vez terminado o processo
anterior, 0s nucleotideos n&o incorporados sado lavados, e os fluréforos
"terminadores” sdo cortados enzimaticamente para que um novo ciclo permita a
incorporacdo do seguinte nucleotideo (Figura 7C) (ATDBIO, 2017; CORNEY, 2013;
ILLUMINA, 2010).
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Figura 7. Metodologia do sequenciamento de RNA usando a plataforma lllumina. (A) A preparacao
da biblioteca de cDNA e ligagdo das sequéncias adaptadoras. (B) Pareamento dos fragmentos que
possuem as sequéncias adapatadores com os templates fixos a célula de fluxo, amplificacdo em
ponte e formacgédo de clusters. (C) Amplificacdo na presenc¢a de nucleotideos marcados com fluroforos
reversiveis, captura e processamento de imagem. Adaptado de (ATDBIO, 2017; CORNEY, 2013;
ILLUMINA, 2010).
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1.9 PROCESSAMENTO DE DADOS DE RNA-Seq POR BIOINFORMATICA

O processamento de dados de RNA-Seq engloba um conjunto de técnicas
computacionais que permitem estimar e comparar a abundancia dos transcritos de
RNA em diferentes amostras biologicas, em um determinado estagio de
desenvolvimento, e/ou sobre determinada condigéo fisiologica (KORPELAINEN et
al., 2018; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). A analise de expressao diferencial
permite inferir os mecanismos de regulacdo génica, inclusive para aqueles
organismos em que o genoma ndo se encontra disponivel em bancos publicos de

dados.

Existem ferramentas de bioinformatica comerciais, por exemplo, Geneious ou CLC
Bio, e programas gratuitos, tais como, Galaxy (GOECKS et al., 2010) e RobinRNA
(LOHSE et al., 2012), que possuem interfaces gréaficas que permitem a conducéo de
analises mesmo se o usuario ndo for especialista em bioinformatica. Ja, quando
grandes quantidades de dados devem ser processadas (dezenas a centenas de
Gigabytes (GBs), até mesmo Terabytes (TB)), e resultados com maior acuracia sao
desejados, é recomendavel usar ferramentas que estejam baseadas em algoritmos

robustos e eficientes.

De um modo geral, o processamento computacional de dados de RNA-Seq usa
pipelines que envolvem etapas essenciais, tais como 0 mapeamento ou montagem
das leituras, identificacdo, anotacdo, e quantificacdo de genes e/ou transcritos.
Dependendo dos objetivos do trabalho, podem ser usadas principalmente 3
estratégias de montagem: (1) montagem de novo, caso ndo exista um genoma de
referéncia para a espécie de interesse, e/ou quando existem polimorfismos,
nucleotideos ou haplétipos que podem ser perdidos pela comparacdo com o genoma
de referéncia; (2) montagem usando um transcriptoma de referéncia, caso as
sequéncias sejam muito curtas (< 50 pares de bases); (3) montagem usando um

genoma de referéncia, quando nao se aplica nenhum dos casos anteriores.

Trés fatores sdo fundamentais durante o processo de montagem: (1) acelerar o

processo, (2) minimizar a quantidade de memdria consumida e (3) maximizar a
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qualidade. Atualmente existem varias op¢cOes de softwares tanto livres como pagos
gue sdo adequados para realizar o processo de montagem e que variam em relacao
a estratégia de montagem usada (FONSECA et al., 2017). Na montagem usando um
genoma de referéncia, merecem destaque trés ferramentas gratuitas, TopHat
(TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG, 2009) Star (DOBIN et al., 2013) e HiSat (KIM;
LANGMEAD; SALZBERG, 2015). Esta ultima, apesar de ser a mais recente, vem

ganhando cada vez mais usuarios.

Se compararmos a eficiéncia dos anteriores montadores, tomando como exemplo o
processamento de aproximadamente 100 milhGes de leituras observamos que, o
TopHat consome muitas horas na montagem dos dados. Entretanto, ele ndo requer
muita memoaria, sendo possivel fazer a montagem com apenas 4 GB de memoaria. O
Star gasta menos tempo para a etapa de montagem, 24 minutos, porém requer de 4-
28 GB de memodria. Isto dificulta o uso de maquinas locais, tornando necessario o
uso de servidores. Ja o HiSat leva menos tempo de processamento (~20 min),
requer pouca memoria, apenas 4 GB. Sendo assim, o HiSat, atualmente a melhor
opc¢ao para a etapa de montagem de dados de RNA-Seq.

TopHat foi implementado no 2009 (TRAPNELL et al., 2009), e teve sua segunda
versao, TopHat2, implementada no 2013 (KIM et al., 2013). Trata-se de uma
ferramenta gratuita, de grande confiabilidade, eficiéncia, e aceitacdo na montagem
de transcriptomas que possuem um genoma de referéncia. Em conjunto, TopHat e
TopHat2, possuem mais de 12.000 citagdes, sendo, 805 (TopHat) e, 962 (TopHat2)

no ano 2018 (mecanismo de pesquisa Google académico, data 01-08-2018).

Apds 0 mapeamento das leituras no genoma de referéncia, um dos objetivos mais
frequentes € a comparacdo estatistica dos niveis de abundancia de genes e
transcritos em diferentes condi¢cdes biologicas. Esta comparacéo recebe o nome de
analise da expressdo diferencial. Ela envolve a quantificagdo de cada gene ou
transcrito. Atualmente, existem varios métodos de quantificacdo de genes e
transcritos, os quais utilizam a contagem do numero de leituras sequenciadas que
pertencem a um determinado gene ou transcrito, como uma medida de abundancia,

ou nivel de expressao.

Diversos programas e pacotes de software tém sido desenvolvidos para realizar as
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contagems. Em geral, estes métodos podem ser divididos em duas categorias: union
exon- and transcript-based. Pela sua simplicidade, programas tais como,
featureCounts (LIAO; SMYTH; SHI, 2014) e HTSeqg-count (ANDERS; PYL; HUBER,
2015), os quais estdo baseados no meétodo de quantificagdo union exon, s&o
amplamente usados. A aproximacao transcript-based € intrisicamente mais dificil, ja
que diferentes isoformas de um mesmo gene possuem uma alta proporcdo de
sobreposicao gendmica (do inglés, genomic overlap). Porém, um gene é expresso
em uma ou mais isoformas, tornando o método transcript-based, biologicamente,
mais relevante (ZHANG et al., 2017; ZHAO; XI; ZHANG, 2015).

Métodos de quantificacdo transcript-based podem ser conduzidos utilizando-se as
ferramentas Cufflinks (TRAPNELL et al., 2012), RSEM (LI; DEWEY, 2011) e, BitSeq
(GLAUS; HONKELA; RATTRAY, 2012). Estes programas oferecem métodos

robustos de quantificacdo, porém, requerem muito tempo de processamento.

Mais recentemente, foram implementados os métodos de quantificacdo transcript-
based Sailfish (PATRO; MOUNT; KINGSFORD, 2014), RapMap (SRIVASTAVA et al.,
2016), kallisto (BRAY et al., 2016) e Salmon (PATRO et al., 2017). Estas ferramentas
trabalham mediante a quebra das leituras em sequéncias menores, chamadas de K-
mers, as quais sao pareadas a transcritos pré-indexados. Estes métodos sao
chamados de métodos alignment-free jA que ndo usam o alinhamento clasico das
leituras com a sequéncia de referéncia. Em vez disto, sdo usados algoritmos mais
sofisticados como o pseudoalignment, lightweight mapping ou o quasi-mapping.
Estas caracteristicas tornaram estes métodos muito mais rapidos, eficientes e

acurados na estimativa da abundancia.

No entanto, a quantificagdo de isoformas é muito mais complexa devido ao alto grau
de sobreposicéo entre transcritos, e atualmente ndo existe um consenso em relacéo
ao método de quantificacdo, e as andlises complementares mais apropriadas
(SONESON; LOVE; ROBINSON, 2015; WU et al., 2018; ZHAO; Xl; ZHANG, 2015).
Uma vez estimada a abundancia dos genes, estes dados séo integrados em
programas desenvolvidos para conduzir a analise de expressao diferencial de genes.
Para este objetivo, também varios programas tém sido desenvolvidos, 0s quais
utilizam diferentes métodos estatisticos. Estes métodos podem ser classificados em

dois grupos: parametricos e nao parameétricos.
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Métodos paramétricos permiten predizer um valor desconhecido, a partir da
observacdo de um modelo e os seus parametros. Quando métodos parameétricos
sao aplicados na expressdo diferencial de genes, se assume que cada valor de
expressdo para um determinado gene é mapeado a uma distribui¢cdo particular, tais
como Poisson ou binomial negativa (COSTA-SILVA; DOMINGUES; LOPES, 2017).
Por outro lado, métodos ndo paramétricos podem capturar mais detalhes
relacionados a distribuicdo dos dados, ja que estes modelos ndo sao limitados por
um modelo rigido, e a distribuicdo dos dados ndo sdo definidos por um conjunto
finito de pardmetros, portanto, a quantidade de informacado relacionada os dados
pode incrementar com seu volume (COSTA-SILVA; DOMINGUES; LOPES, 2017).

Ferramentas como edgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010), baySeq
(HARDCASTLE; KELLY, 2010) e DESeq (ANDERS; HUBER, 2010; LOVE; HUBER,;
ANDERS, 2014) utilizam a distribuicdo binomial negativa como seu principal método
de analise. Entretanto, ferramentas como NOlseq (TARAZONA et al.,, 2015) e
SAMseq (LI; TIBSHIRANI, 2013) adoptaram meétodos ndo paramétricos. Outros
programas tais como, EBSeq (LENG et al., 2013) e Cuffdiff (TRAPNELL et al., 2013)
baseiam-se em métodos que foram desenvolvidos para a quantificacdo e analise de

expressao mais no nivel de transcritos ou isoformas do que no nivel de genes.

Dentre esta variedade de programas, DESeq, edgeR e Cuffdiff sdo as trés
ferramentas mais usadas. Enquanto, DESeq e edgeR s&o conhecidas por ter uma
melhor performance no controle de falsos positivos. Cuffdiff € uma das ferramentas
mais apropriadas para a andlise diferencial no nivel de isoformas. Cuffdiff € menos
conservativo, permitindo encontrar um alto nimero de verdadeiros positivos, porém,
um numero maior de falsos positivos podem presentes no resultado final (JIA et al.,
2015; TRAPNELL et al., 2013; ZHANG et al.,, 2014). No entanto, ndo ha um
consenso no que refere a metodologia mais apropriada para validar os resultados de
analise diferencial das abundancias, em termos de acurécia, robustez e
reprodutibilidade (COSTA-SILVA; DOMINGUES; LOPES, 2017; JIA et al., 2015).

TRAPNELL et al. (2012) desenvolveram a pipeline formada por duas ferramentas,
TopHat e Cufflinks, que em conjunto resolvem as 3 etapas essenciais na analise de
dados de RNA-seq: (i) mapeamento das leituras no genoma de referéncia (ii)

anotacado de transcritos, e (iii) quantificacdo e analise de expressao diferencial de
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genes e transcritos. TopHat alinha as leituras no genoma e descobre splice sites.
Cufflinks cruza este mapa contra o genoma para montar as leituras nos transcritos.
Cuffdiff, como parte de Cufflinks, toma as leituras alinhadas a partir de dois ou mais
condi¢Oes e reporta 0s genes e transcritos que sao diferencialmente expressos.

Cufflinks usa o método de contagem fragmentos por kilobase de transcrito por
milhdo de fragmentos mapeados (do inglés, Fragments Per Kilobase of Exon Per
Million Mapped Reads FPKM). Cuffdiff2 assume que a expressdo de um transcrito
em cada condicdo pode ser medida pela contagem do nimero de FPKMs. Portanto,

a alteracdo nos niveis de expressdo de um transcrito € medida pela comparacéo

estatistica da contagem dos fragmentos em cada condicéo.

Cuffdiff2 usa um modelo de variabilidade na contagem de fragmentos dos
transcritos, em fungdo de sua expressdo, e de sua estrutura de splicing. Primeiro,
determina-se o grau de sobredispersao através do ajuste da variancia da contagem
dos fragmentos em funcdo de uma média obtida das réplicas experimentais.
Segundo, estima-se a medida de incerteza através do calculo do grau de confianca
que um determinado fragmento seja atribuido corretamente ao transcrito ao qual foi
associado. Transcritos com mais exons compartilhados e com alguns fragmentos
exclusivamente atribuidos terdo um maior grau de incerteza. Finalmente, combina-
se a incerteza obtida em cada contagem dos fragmentos dos transcritos com a

sobredispersao prevista para cada contagem.

A Incerteza da medicdo € calculada mediante um algoritmo que interpreta a
contagem de fragmentos para um determinado transcrito, como uma distribuicdo
beta. Ja a sobredispersdo na contagem € interpretada como uma distribuicdo
binomial negativa. O mesmo algoritmo mistura as duas distribuicdes, para interpretar
tudo como uma distribuicdo beta binomial negativa. Finalmente a alteracdo na
expressdo de cada gene e transcrito entre duas ou mais condi¢gfes € reportada com
sua correspondente significAncia estatistica (valor p) ajustados ao método
estadistico false discovery rate (FDR) (BENJAMINI e HOCHBERG, 1995).

Em resumo, a metodologia do RNA-Seq integra a extracdo do RNA total, checagem
da qualidade e integridade das amostras, preparacdo das bibliotecas de cDNA,

sequenciamento, e analises de bioinformatica. Os dados que sdo gerados,
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analisados, e interpretados viabilizam o estudo e a inferéncia de mecanismos de

regulacédo génica em diferentes condi¢cBes bioldgicas e/ou fisiologica.

O desenvolvimento dos sintomas da meleira somente apds a floracdo sugere a
hipotese de que a infecdo pelo complexo PMeV desencadeia mecanismos
moleculares durante a prefloracdo, os quais séao alterados, ou diferentes daqueles
gue sao desencadeados na pos-floracdo, em resposta a infec¢gdo. Um conhecimento
detalhado sobre os conjuntos de genes envolvidos na resposta a infeccao viral pode
conduzir a novas conclusdes relacionadas funcionamento de células hospedeiras
durante a infecdo, quais mecanismos de estresse e defesa sdo desencadeados e
por que os sintomas da doenca sdo desenvolvidos. Portanto, visando entender estes
mecanismos, nesta tese de doutorado foi analisada a alteracdo no transcriptoma do
mamoeiro em resposta a inoculacdo com o complexo PMeV em dois estagios de

desenvolvimento: pré- e pos-floracéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os genes diferencialmente expressos ao longo do desenvolvimento de

C.papaya infectada pelo complexo PMeV que possam estar envolvidos nos

possiveis mecanismos de defesa durante a prefloracdo e ao desencadeamento dos

sintomas de meleira na pos-floracao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os genes diferencialmente expressos baseados em comparacoes
pares (do inglés, pairwise comparisons) nas duas condi¢cdes controle versus

tratamento em duas idades diferentes (4 e 9 meses pds-germinac¢ao);

Classificar os genes diferencialmente em categorias funcionais e conduzir

analises estatisticas como o enriquecimento de categorias funcionais;

Analisar o envolvimento dos genes diferencialmente expressos em vias e

processos relacionados a defesa;

Validacdo experimental dos resultados obtidos nas andlises de expresséo
diferencial de genes;

Relacionar e discutir os resultados no contexto do fendbmeno observado
quanto ao desenvolvimento dos sintomas de meleira somente apos a

floracao;

Propor possiveis alvos “hubs” e/ou mecanismos que possam ser usados para
obstruir o desencadeamento dos sintomas de meleira e a obtengdo de um

mamoeiro melhorado geneticamente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL E OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

O desenho e o0 resumo da estratégia experimental que foram seguidos no
desenvolvimento desta tese de doutorado sdo mostrados na Figura 8 e Figura 9,
respectivamente. As etapas prévias ao sequenciamento e 0 sequenciamento
conduzido pela empresa Macrogen (Seoul, South Korea) (Figura 9) encontram-se
detalhados na dissertacdo de mestrado intitulada "Analise Transcriptdmica da
interagdo mamoeiro-Papaya Meleira Virus" (MADRONERO, 2014).

Brevemente, mudas de C. papaya cultivar ‘Golden’, com aproximadamente 30 dias
apos germinacdo (DAG) foram plantadas no campo na Fazenda Experimental do
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER),
localizada no municipio de Sooretama, ao Norte do estado do Espirito Santo. Apés
dois meses, um grupo de plantas (n=3) foi inoculado no &pice do caule com 20 uL de
uma suspensao (1:1, v/v) de latex coletado a partir de frutos com meleira tamponado
em fosfato de sédio 50 mM, pH 7.0 (tratamento (T)), e em outro grupo de plantas
(n=3) foi injetado unicamente 20 pL do tampéao fosfato (controle (C)).

As plantas permaneceram no campo durante mais de nove meses, e diferentes
coletas de material vegetal, a partir de folhas, foram feitas ao longo do
desenvolvimento, como descrito na Figura 8. As amostras foram congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até o uso.
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Estagio de Mudas de Plantas Plantas no Plantas com Plantas na
desenvolvimento C. papaya Juvenis (J) Pre-florescimento  fruto (F) maturagéo (M)
(30 DAG) (3 MAG) (PF).(4 MAG) (7 MAG) (9 MAG)
; . . ; f
Evento associado ‘Transferéncia PMeV- inoculadas Coleta Plantas T Sintomas evidentes
para campo (T) (n=3) ou de folhas com sintomas nas plantas T. Coleta
Mock-Inoculadas (C) iniciais. de folhas
(n=3). Coleta Coleta de folhas
de folhas

Figura 8. Desenho experimental e linha temporal. Mudas de C. papaya com aproximadamente 30
dias apds germinacao (DAG) foram transferidas para uma estacdo experimental em condicbes de
campo. Apo6s dois meses, um grupo de plantas em estagio juvenil (J) com aproximadamente 3 meses
apos germinacao (MAG) (n=3) foi inoculado no &pice do caule com 20 pl de uma suspenséao (1:1, v/v)
de latex coletado a partir de frutos com meleira tamponado em fosfato de s6dio 50 Mm, pH 7.0
(tratamento (T)), e em outro grupo de plantas (n=3) foi injetado unicamente 20 ul do tamp&o fosfato
(controle (C)). As plantas permaneceram no campo durante mais de nove meses, e coletas a partir de
material vegetal derivado da folha foram feitas ao longo do desenvolvimento nos estagios juvenil (J),
prefloracdo (PF) aos 4 MAG, frutificagdo (F) 7 MAP e na maturagdo do fruto (M) aos 9 MAG, nas
plantas T e C.

C
Processamento D :
A bioinformatico de Validagao
Prévio ao dados experimental
sequenciamento
Alinhamento e
montagem de
Diagnostico reads ao Haes
PCR Avaliagdo da genoma Validag&o da
convencional qualidade e expressao
+/- do PMeV quantificagdo do génica
virus RNA usando gRT-
h g Abundancia de PCR
~ 4 A transcritos
Extt_l%_agao" © d Construgao das
AUaD A O bibliotecas de Avaliagéo do
cDNA . papel do AS
h g Andlise de na resposta a
expressao - feccAo viral
Secagem, e ) diferencial infecgao vira
estabilizag3o, Amplificacédo e
embalagem e sequenciamento —
envio do RNA usando a . A_nallsl.@:j
ara a empresa plataforma Hiseq uncional dos
i Macrogzn 2000 GDE e de vias
de defesa

J

Figura 9. Estratégia experimental. A estratégia experimental utilizada é resumida em quatro etapas:
(A) Experimentos prévios ao sequenciamento e apés a obtencdo do material bioldgico. (B)
Metodologia utilizada para o sequenciamento das amostras na empresa Macrogen. (C)
Processamento bioinforméatico dos dados obtidos no sequenciamento. (D) Validacdo dos dados
obtidos usando técnicas complementarias e abordagens fisiolégicas. Em amarelo estdo descritas as
etapas que foram desenvolvidas no laboratorio de Biotecnologia aplicada ao agronegdcio, e em
vermelho a etapa executada por um servico contratado.
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3.2 EXTRACAO DO RNA E SEQUENCIAMENTO

O RNA foi isolado a partir de ~100 mg de tecido folhar usando o RNAeasy plant mini
kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). A quantidade e controle da qualidade foram
determinados usando um NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific,
NanoDrop products, Wilmington, DE, USA) e um Agilent 2100 Bionalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Amostras de RNA com uma quantidade
superior a 4 ug, e uma relacdo entre RNAr 28S:18S e RIN (RNA integrity number)
préximo ou superior a 1,5 e 7,0, respectivamente, foram usadas para a construcao
das Dbibliotecas individuais de ADNc. As bibliotecas de cDNA foram
subsequentemente sequenciadas em ambas as extremidades usando a plataforma
lllumina HiSeq 2000 (Macrogen, Seoul, South Korea), e foram produzidas leituras
paired-end de ~101 nt.

3.3 MAPEAMENTO DE LEITURAS OBTIDAS POR RNA-Seq NO GENOMA DE
REFERENCIA

As leituras obtidas no sequenciamento (dado bruto em formato fastq) foram
processadas usando o software FastQC v0.10.0 (BABRAHAM INSTITUTE, [s.d.]).
Somente as leituras que apresentaram qualidade alta (i.e. Phred quality score =20 -
2Q20) foram utilizadas na montagem. A montagem do transcriptoma foi feita usando
como referéncia o genoma de C. papaya v. 9.0 (MING et al., 2008), o qual foi obtido
da base de dados Phytozome (GOODSTEIN et al., 2012). O genoma foi obtido a
partir do sequénciamento de uma planta feminina do cultivar transgénico ‘SunUp’, e

possui 370 Mega pares de bases (Mb) organizados em contigs e scaffolds.

A montagem das leituras (217 milhdes de leituras) foi feita usando o software TopHat
v.1.3.3 (TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG, 2009) e o alinhador Bowtie v.1.1.0
(LANGMEAD, 2010). O baixo consumo de memoria requerido pelo programa TopHat
permitiu fazer a montagem usando um computador equipado com processador intel
core 15, memoria RAM 8 GB, disco rigido (HD) de 750 GB, levando apenas um
tempo aproximado de 38 horas.
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Os arquivos produzidos apds a montagem (arquivos .BAM) foram utilizados como
imputs para estimar a abundancia relativa de transcritos usando o pacote cuffnorm
disponivel no software Cufflinks v.2.0.2 (TRAPNELL et al., 2012). Esta tarefa foi
concluida em aproximadamente duas horas. O output do cuffnorm s&o arquivos .TSV
contendo a lista de genes ou transcritos e a suas respectivas abundancias
normalizadas em FPKMs.

3.4 ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES (EDG)

A analise de componentes principiais (PCA), que € uma analise exploratoria de
dados que fornece informacado relacionada a similaridade das réplicas biol6gicas
usadas em cada condicdo. Esta analise que houve uma alta variabilidade bi6logica
entre as plantas, durante a pré- (Figura 10A), e a pos-floracdo (Figura 10B),
principalmente entre as plantas que ndo foram inoculadas com o complexo PMeV
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Figura 10. Analise de componentes principais (PCA). (A) Réplicas bioldgicas no estagio de
prefloracdo dentro das duas condi¢des avaliadas: plantas inoculadas () em cor azul, e plantas nédo
inoculadas ou controle (C), em cor laranja. (B) Réplicas biologicas no estagio de pés-floracdo dentro
das duas condi¢cBes avaliadas: plantas inoculadas (I) em cor azul, e plantas ndo inoculadas ou
controle (C), em cor laranja.
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Esta alta variabilidade entre as réplicas influencia a andlise estatistica de expressao
diferencial de genes. Em consequéncia, quando sdo usados programas muito
restritivos no controle de falsos positivos, um ndmero muito baixo de genes sao
considerados diferencialmente expressos. Portanto, o pacote cuffdiff, o qual € menos

restritivo foi usado na analise de expresséo diferencial de genes.

Comparacdes por pares foram feitas entre os dois grupos, plantas controle (n=3) e
plantas inoculadas (n=3) nos estagios de desenvolvimento: (1) prefloracdo, quando o
botéo floral foi formado aos 4 meses apds germinacao (MAG) (Figura 8 e Figura 11);
(2) pos-floracao (9 MAG), quando as plantas tiveram o fruto em fase de maturacao
(Figura 8 e Figura 12). Foram considerados como diferencialmente expressos os
genes que obtiveram um valor p ajustado a uma FDR (False Discovery Rate) < 0,05
e um logz |Fold change| 20,5 (FC).
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Figura 11. Plantas de C. papaya no estagio de prefloracéo (4 MAG) antes da coleta de folhas para a extragdo de RNA e proximas andlises. Plantas com
botéo floral (ampliado na Figura 10-1) que previamente (3 MAG) tinham sido inoculadas no apice do caule com 20 ul de uma suspenséao (1:1, v/v) de latex
coletado a partir de frutos com meleira tamponado em fosfato de s6dio 50 Mm, pH 7.0 (tratamento (T)) plantas 1-3, em que foram injetadas unicamente 20 pl
do tampao fosfato (controle (C)) plantas 4-6. Fotos tiradas pelo grupo de Biotecnologia aplicada ao agronegocio na Fazenda Experimental do INCAPER no
municipio de Sooretama, estado do Espirito Santo.
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Figura 12. Plantas de C. papaya no estagio de pos-floracdo (9 MAG) antes da coleta de folhas para a extracdo de RNA e proximas andlises. Plantas com o
fruto no estagio de maturagdo que foram inoculadas no apice do caule com 20 pl de uma suspensao (1:1, v/v) de latex coletado a partir de frutos com meleira
tamponado em fosfato de sédio 50 Mm, pH 7.0 (tratamento (1-3 (T)), e plantas que foram injetadas unicamente com 20 pl do tampao fosfato (4-6) (controle
(C)). Fotos tomadas pelo grupo de Biotecnologia aplicada ao agronegocio na Fazenda Experimental do INCAPER no municipio de Soretama, estado do
Espirito Santo.
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3.5 CLASSIFICACAO FUNCIONAL DOS GDE E ANALISE DE VIAS DE RESPOSTA
A DEFESA

As andlises de classificacdo funcional de genes diferencialmente expressos em
plantas infectadas pelo complexo do PMeV e de envolvimento de vias de sinalizacao
relacionadas a defesa foram realizadas usando principalmente o programa MapMan

v. 3.6.0 (http:/mapman.gabipd.org). Porém, uma alta porcentagem

(aproximadamente o 15%) dos genes nao foram designados a nenhuma categoria
funcional. Por este motivo, as analises das descricbes e anotacfes dos genes
diferencialmente expressos foram complementadas utilizando-se o programa

Blast2GO v. 2.7.1 (https://www.blast2go.com). Em alguns casos, foram manualmente

corrigidas usando como referéncia as informagdes obtidas diretamente da base de
dados Phytozome (GOODSTEIN et al.,, 2012) e do NCBI (National center for

Biotechnoloy information).

As ontologias génicas (do inglés, Gene Ontology -GO) foram obtidas usando a
opcao “GOslim” no Blast2GO, filtrando a classe funcional “plant”’. A andlise de
enriguecimento das ontologias génicas (do inglés, GO enrichment analysis) foi
realizada usando o teste exato de Fisher, aplicando o método de correcdo de
Bonferroni (FDR) (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). Os diagramas de Venn foram
obtidos usando a ferramenta online “venny tool” (OLIVEROS, 2007).

3.6 VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA ATRAVES DE PCR EM TEMPO REAL
(QRTPCR)

Valores de expressao génica foram obtidos para 22 genes do conjunto de dados
“prefloracdo” e 9 genes do conjunto “pos-floracdo” (Tabela 2). Os acidos nucleicos
totais isolados a partir de aproximadamente 100 mg de tecido foliar de C. papaya
usando solventes organicos foram precipitados com acetato de sédio 3 M, pH 5,2 e


http://mapman.gabipd.org/
https://www.blast2go.com/

57

etanol absoluto frio por ~12hrs, a -20 °C. A quantidade e qualidade do RNA foi
determinada usando o aparelho NanoDrop 1000. Amostras de RNA (1 pg) foram
tratadas com DNAse | (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A qualidade e quantidade

foram novamente testadas.

As reacdes de transcripcdo reversa (RT) foram realizadas usando o kit “High
Capacity cDNA” (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). A mistura para a reacéo
(~600 ng de RNA tratado com DNAse, 2 uL de tampao 10X RT , 0.8 pL de dNTPs
100 mM, 2 pL de primers randomicos 10X RT, 1 pL de transcriptasa reversa
MultiScribeTM, 1 pL de inibidor de RNAse e agua ultrapura até completar um volume
final de 20 L) foi incubada sequencialmente a 25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min
e 85 °C por 5 min.

As misturas para a reacao de PCR (1.33 pL do produto de RT, 5 uL de SYBR Green
PCR Master Mix (Life Technologies, Grand Island, NY, USA), 1 uL de primer forward
e reverse 10 uM e &gua ultrapura até completar 10 pL de volume final) foram
incubadas sequencialmente (95 °C por 20 s, seguidos por 40 ciclos consecutivos a
95 °C por 3 s e 60 °C por 30 s).

A amplificacdo dos cDNA alvo foi monitorada usando um equipamento “7500 Fast
Real-time PCR” (Life Technologies, Grand Island, NY, USA), e as curvas melting dos
produtos de amplificacdo foram obtidos mediante a incubacdo sequencial das
amostras a (95 °C por 15 s, 60 °C por 60 s e 95 °C por 15 s).

Os dados de RNA-seq direcionaram a selecdo de trés genes: (1) “translation
initiation factor 4E” (elF4, ETS 17.108), (2) “band 7 family protein” (B4FP, ETS
_5.273), e (3) cyclophilin (CYC, ETS _37.186), cujas abundancias foram similares
nas folhas de plantas de C. papaya tratadas e controle. A analise dos trés genes
escolhidos usando o algoritmo geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002) resultou na
escolha dos genes elF4 e B4FP como os mais adequados para a normalizagdao dos
dados de gRTPCR.

A expressao génica relativa comparando as plantas tratamento (n=3) e as plantas
controle (n=3) foi calculada usando o método 2-AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

O teste estatistico t de Student foi aplicado para examinar a significancia estatistica
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na expressao dos genes na pré- e posfloracao.

3.7 APLICACAO EXOGENA DO ACIDO SALICILICO

Para avaliar o efeito do tratamento com AS, plantas de C. Papaya com
aproximadamente 2.5 meses de idade foram inteiramente pulverizadas durante sete
dias consecutivos usando uma solugéo controle [etanol 0,05% (v/v)] (n=3) ou com
uma solucdo de AS 1 mM diluido em etanol 0,05% (v/v) (n=3). ApGs este periodo
pré-tratamento, as plantas foram inoculadas com latex coletado a partir de plantas de
C. papaya exibindo os sintomas caracteristicos da meleira, como foi descrito
anteriormente. As plantas permaneceram em casa de vegetacao até completarem

aproximadamente os quatro meses de idade.

3.8 QUANTIFICACAO ABSOLUTA DAS COPIAS DE RNA DOS VIRUS PMEV E
PMEV2

A acumulacdo de moléculas de RNA dos virus PMeV e PMeV2 foi determinada nas
plantas com aproximadamente quatro meses de idade usando PCR quantitativa em
tempo real (QPCR). Primers especificos (Tabela 2) foram desenhados usando o
programa Primer Express 3.0, e a amplificacdo do virus foi monitorada em um
equipamento de PCR 7500 Fast Real-time (Life Technologies, Grand Island, NY,
USA).

Na quantificacdo do DNA viral, curvas padrdo foram preparadas usando diluicdes
seriais de plasmideos de DNA contendo o fragmento do genoma do PMeV ou do
PMeV2 (3 a 3x10° copias do genoma viral por reagdo). Curvas padréo foram obtidas
usando a analise de regressédo dos valores limiares do ciclo (cycle threshold -Ct) de
cada uma das trés replicatas biologicas em diluicdo em relacdo ao logaritmo da

quantidade de DNA em cada diluigéo.

Na quantificacdo absoluta do nimero de moléculas de RNA viral, 50 ng do CDNA
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total, obtido conforme descrito anteriormente, foram usados nas reacfes de PCR
contendo 5 pL de SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies, Grand Island,
NY, USA), 1 pL de cada um dos primers especificos para os virus, com uma
concentracéo de 10 puM e &gua ultrapura até um volume final de 10 pL. A reacéo de
PCR foi incubada sequencialmente a 95 °C por 20 s, seguida de 40 ciclos
consecutivos a 95 °C por 3 s e 60 °C por 30 s. As curvas de melting da amplificacédo
do produto foram obtidas por incubac&o sequencial das amostras a 95 °C por 15 s,
60 °C por 60 s e 95 °C por 15 s), sendo que cada amostra foi analisada em duplicata

técnica.

Para garantir que o tratamento com AS foi efetivo, a expressao relativa dos genes
PR1, CHIA e PR5 foi usada como um marcador de resposta ao AS, conforme
anteriormente descrito na segéo 3.6. O teste estatistico t de Student foi aplicado para
examinar a significancia estatistica na diferenca das cargas virais e expressao dos
genes PR1, CHIA e PR5.
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Tabela 2. Lista de genes de C. papaya selecionados para a validacdo da expresséo génica relativa
usando qRT-PCR e primers para a quantificacdo de RNA viral do PMeV e PMeV?2.

ID do genet

Descricao?

Descrigdo curta

Primers qRT-PCR*

do gene®
ETS_12.2085 osmotin 34 PR5 AATGGGCCTTGTCCAGTTTTT
CCACAGTTGCCAGAGTTGCA
ETS_1476.2° hevein-like prepro PR4 GCGCTTTTTGCTCGACATG
TGTCTCCTCCGCCAAGCTA
ETS_20.79° pathogenesis-related protein 1-like PR1 CGCCAACCAACGCAAAG
CGTAAGGACCACCGGAGTGT
ETS_120.1°  glucan endo- -beta- basic isoform-like PR2 ATCCCATTTCTTACCTCCCATG
AGCAAACACCTATCTGAGCAG
ETS_19.44° wrky transcription factor 70 WRKY70 CCAATTCCTCCGATTCATACACA
TGCCTCAAGCCTGACAAGCT
ETS_6164° salicylate o-methyltransferase BSMT1 TTGCTCATCTGGACCGAACA
CCGTCGAAGCTTGTCAACTG
ETS_1096.2°  nprl/niml-interacting protein 1 NPR1-I TCCACTTGGATTCCGTCGTT
TGAGAGGCGGTCTTCTGAACTC
ETS 615° NPR1/NIM1 like defence protein C terminal NPR1 CGAGCAGAACACTATGGATTTGA
TTCAGGTGCTCCTCTTGGATTC
ETS_44.71° ethylene-responsive transcription factor 1b ERF1 ATGAGAGGATCATCGGCGATT
TCCCTCAGCGACTCCTCAA
ETS_1127.3 peroxidase POD GCCCTCAGGATGGAAGCAA
TCGGAGTTGTCACGTCGAGAT
ETS_79.59 not available NA1 AGCGGCTTGGGTTTCAAGT
CCTGCTGCCCTGACTCCTT
ETS_8.191 glycine-rich cell wall structural protein 1 GRP CACGCCACTTTAGCTGCTAGAA
TCTGGTCATCGAGACCTTTGG
ETS_65.1 not available NA2 TTGATCGAGATGATGAGGATGTCT
GCCTGAGTGACGATATGACAACTT
ETS_1999.2  calmodulin-binding receptor kinase 3 CRCK3 GTTACTACAGCAACCCACAATTTCTC
TCCACCTGAGCCTTGTAAACAGT
ETS_70.79 weak similarity to lipl gene product gi LIP1 GCCGGTGAGCCTGATATCTC
ACATATTGGGCGCGTTTACAT
ETS_3.364 glutamine synthetase GLNA GCCTGGCCAGTGGGAATT
TCATCACCGGCAGAAATGC
ETS_26.53 cyclophilin CcYyCc3 TGGAGCTATTCGCGGATACG
CGTGCACAGAGCCCTGAAG
ETS_37.186  Cyclophilin CcYC TGGCTCGATGGGAAGCA
TCACGTCCATGCCCTCAAC
ETS_49.84 peroxidase 12 POD 12 TGGACACCGTCGACATGGTA
AGTGGCCAATTCCGATGGT
ETS_58.133 papaya latex serine protease inhibitor PR6 CCTTGCAGCGATGTGGGTAT
TCCTCTTTAAGTACCAGACGCCTAA
ETS_65.85 probable fructose-bisphosphate aldolase ALDO AACGTCCCGGATCGTCAA
GGATCGGGACGACAGAAACTC
ETS_184.10 acidic endochitinase-like CHIA TCTCGCCGGCCACTGT
AGCAAAGCGTATGCAGCTGTT
PMeV CCCGATCCTGGTTTGAGAAA
AGTTAATAGGAGCAGTCGCTAAC
PMeV2 GAAGGCTGTAGAGAAACCTGTC

GCTGTCTCCTGGGCATTAAA

11D do gene: Identificador do gene em C. papaya de acordo a base de dados Phytozome. ETS representa o nome curto de
evm.TU.supercontig.

2 Descrigéo do gene obtida apés as analises usando o programa Blast2GO.
% Descrigdo curta do gene baseada nas anotacées obtidas com o programa Blast2GO.

4 Sequéncias dos primers usadas para os experimentos de qRT-PCR.

5 Genes cujos valores de express&o génica foram avaliados também na pés-floragao.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DE C. papaya USANDO RNA-Seq

Plantas em estagio juvenil de C. papaya em condi¢cdes de campo foram inoculadas
com latex diluido em tampdo fosfato obtido a partir de plantas mostrando os
sintomas caracteristicos de meleira. Como era esperado, as plantas durante a
prefloracdo ndo mostraram nenhum dos sintomas de Meleira (Figura 11), enquanto
gue as plantas durante a pds-floracdo desenvolveram os sintomas (Figura 12). As
plantas que foram inoculadas tanto na pré- como no pos-floracdo resultaram

positivas para infeccdo com PMeV e PMeV2.

O transcriptoma de C. papaya foi analisado usando a tecnologia de sequenciamento
RNA-seq em amostras de RNA (n=12) a partir de folhas de plantas que foram
submetidas ao tratamento, e de plantas controle durante a pré (n=6) e a pds-floracéo
(n=6). O sequenciamento gerou um total de 217.114.876 leituras pareadas (paired-
end reads) com um tamanho de 101nt e com uma pontuacdo de qualidade Q20
(Phred quality score 20) (Tabela 3). 61,6% das leituras (133.732.106) foram
mapeadas ao genoma de referéncia de C. papaya. As leituras foram alinhadas e
mapeadas a 19.518 transcritos dos 27.796 genes preditos no genoma de C. papaya
(PHYTOZOME, 2017), sendo 14.600 e 4918 com e sem anotagdo funcional,
respectivamente (APENDICE A). Ao todo, 525 transcritos foram expressos
unicamente durante a prefloracdo enquanto que 601 foram unicamente expressos
durante a pés-floracdo (APENDICE B e Figura 13).
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Tabela 3. Estatisticas do conjunto de dados produzidos no sequenciamento RNA-Seq.

a . , . Numero de leituras % de leituras
. Condicdes Repeticbes  Numero de leituras Q20
Estagio das Plantas Biolégicas  comalta qualidade (% leituras)* mapeadas ao genoma mapeadas ao genoma

de C. papaya de C. papaya

1 18414981 96,8 12147441 65,96

Controle 2 18181510 96,8 10983014 60,41

Prefloracéo 3 18519255 96,7 11532450 62,27

1 17899918 96,6 10879205 60,78

Inoculadas 2 17260243 96,6 10672029 61,83

3 18900453 96,8 11433959 60,50

1 18627050 96,8 11614220 62,35

Controle 2 18055213 96,8 10719576 59,37

3 17334426 96,8 10619436 61,26

Po6s-floragao 1 18219651 97,0 11360444 62,35

Inoculadas 2 18339373 96,8 11185225 60,99

3 17362803 96,9 10585107 60,96

Média 18092906,33 96,79 11144342,17 61,59

Total 217114876 133732106

Q20(% leituras): Porcentagem de leituras que alcagaram uma puntuacéo de qualidade Q20 (Phred quality score 20) ou uma acuracia do 99%.
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Figura 13. Diagrama de Venn representando a distribuicdo e ocorréncia dos transcritos nos estagios
de pré- e pos-floracdo. As leituras mapearam para 19.518 dos 27.796 preditos no genoma de C.
papaya. 18.392 foram encontrados em comum. 525 e 601 transcritos foram encontrados expressos
unicamente na pré- e na poés-floracéo, respectivamente.

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES (EDG) DURANTE A
INFECCAO EM C. Papaya PELO COMPLEXO PMEV NA PRE- E POS-FLORACAO

As andlises de EDG em plantas infectadas pelo complexo do PMeV durante a
prefloracdo resultaram em 633 genes (351 induzidos e 282 reprimidos) com uma
alteracdo significativa (valores p ajustados a uma FDR < 0,05) nos niveis de
expressdo Log. fold change (FC) quando comparados com as plantas controle
(APENDICE C e Figura 14A). Trés genes com fungbes desconhecidas mostraram os
maiores niveis de acumulacéo (FC entre 5,8 e 5,9) nos tecidos infectados, seguidos
por genes codificando a proteina relacionada a patogénese 1 (PR1) (FC=4,7), uma
heveina (PR4) (FC= 2,8) e uma esterase/lipase GDSL (FC=2,8). Em paralelo, genes
codificando para uma proteina estrutural de membrana rica em glicina (GRP1) (FC=-
6,3), uma proteina de funcdo desconhecida (FC=-5,7) e um receptor quinase
citoplasmatico com dominio de ligagdo a calmodulina (FC=-4,9) apresentaram 0s

niveis de expressdo mais reprimidos nas plantas infectadas (APENDICE C).

Paralelamente, durante a pés-floracéao, nas plantas inoculadas com o PMeV e PMeV
foram obtidos 88 genes diferencialmente expressos (44 induzidos e 44 reprimidos)
(APENDICE D e Figura 14A). Enquanto que genes com 0S maiores niveis de

acumulacdo codificaram para uma proteina com funcdo desconhecida (FC=5,4),
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uma proteina estrutural de membrana rica em glicina (GRP1) (FC=4,0), uma
fosfatase SGT1 (FC=3,8), uma proteina contendo o dominio u-box (FC=3,2), uma
enzima metiltransferase do acido salicilico (FC=2,2) e uma ciclina d3 (FC=2,0)
(APENDICE D). Genes com 0s niveis de expressdo mais reprimidos codificaram
para um transportador de zinco (FC=-2,6), uma isomerase peptidil-prolyl (FC=-2,5),
duas proteinas com funcdo desconhecida (FC=-1,9 e 1,7), e uma proteina
relacionada a patogénese 1 (PR1) (FC=-1,4) (APENDICE D).

4.3 CLASSIFICACAO FUNCIONAL DOS GDEs DURANTE A INFECCAO EM C.
papaya PELO COMPLEXO PMEV NA PRE- E POS-FLORACAO

Os genes diferencialmente expressos nas plantas infectadas durante a pré- e pés-
floracdo foram atribuidos a 32 categorias funcionais disponiveis no programa
MapMan usando as anotacdes do genoma de C. papaya. Como nove categorias
foram representadas por baixos percentuais de genes, apenas as 23 categorias
majoritariamente representadas s&o mostradas na Figura 14. Aproximadamente 15%
de genes induzidos e reprimidos em ambos o0s estagios de desenvolvimento ndo
foram atribuidos a uma categoria (Figura 14). Categorias tais como resposta ao
estresse, desenvolvimento, metabolismo de carboidratos simples, reacdées redox,
metabolismo de nucleotideos e fotossintese foram principalmente representadas por
genes que foram induzidos durante a prefloracdo, e reprimidos ou nao alterados

durante a pos-floracao (Figura 14).

Paralelamente, categorias como regulacdo de DNA e modificagdo/degradacdo de
parede celular foram representadas principalmente por genes que foram reprimidos
durante a prefloracdo e induzidos na pos-floracdo (Figura 14). Metabolismo de
horménios e metabolitos secundarios foram principalmente representados por genes

gue foram induzidos em ambos os estagios de desenvolvimento (Figura 14).
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Primeira categoria em MapMan

""""""""" Metabolismo de vitaminas e cofatores

""""""""""""""""""""""" Sintese de tetrapirrdis

"""""""" Metabolismo de carboidratos complexos
""""""""""""""""""""""""""""" Fotossintese

""""""""""""""""" Metabolismo de nucleotideos

A
4 MAG 9 MAG

"""""""""""""""""""""""""" Reacdes Redox
"""""""""""""""""""""""""" Ciclo do glioxilato
"""""""""""""""""""""""""""""""""" Célula

---------------------- Metabolismo de aminoacidos

"""""""" Metabolismo de carboidratos simples

"""""""""""""""""""" Metabolismo de lipideos

---------------------------------- Parede celular
--------------------------------- Metabolismo secundéario
"""""""""""""" Metabolismo de hormdnios
""""""""""""""""""""""""""""""""" Estresse

"""""""""""""""""""""""" Desenvolvimento

""""""""""""""""""""""""""""""" RNA
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Figura 14. Diagramas de relag@o entre os conjuntos de GDE e anota¢do funcional em categorias
designadas pelo programa MapMan. (A) Diagrama de Venn mostrando a organiza¢do dos genes nas
plantas infectadas pelo complexo do PMeV durante os estagios de prefloragdo (4 MAG) e péds-
floracdo (9 MAG). Na prefloragdo foram exclusivamente expressos 587 genes, 42 unicamente
expressos na pos-floracédo e, 46 foram expressos em comum nos dois estagios. (B) Porcentagem de
genes induzidos (barras vermelhas) ou reprimidos (barras verdes) na prefloragéo, e induzidos (barras
lilds) ou reprimidos (barras azuis) na pOs-floracdo, designados pelo programa MapMan a 23
categorias funcionais.

Alternativamente, usando o programa Blast2GO, foi designado pelo menos um
termo de ontologia génica (do inglés, Gene Ontology term -GO term) a 418 (66,03%)
dos 633 (APENDICE C) genes diferencialmente expressos nas plantas infectadas
durante a prefloragdo. 20 termos GO resultaram significativamente (P < 0,005)
enriquecidos (Tabela 4). Trés termos relacionados com transporte, e transporte em
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membrana foram associados a 246 genes induzidos nas plantas infectadas,
incluidos genes codificando transportadores de amonia, nitrato, fosfato, potassio,
sédio, e aclcares (APENDICE C). Os outros 17 termos significativamente
enriquecidos associados aos 172 genes reprimidos durante a infeccdo incluem
genes codificando enzimas relacionadas ao metabolismo, especialmente hidrolases

envolvidas na biologia de parede celular (Tabela 4 e APENDICE C).

As andlises realizadas com Blast2GO nos genes diferencialmente expressos nas
plantas infectadas na pds-floracdo resultaram na designacédo de, pelo menos, um
termo GO em 78 (86,64%) dos 88 genes diferencialmente expressos (APENDICE
D). Os treze termos GO significativamente enriquecidos (P < 0,05) (Tabela 5) foram
associados a genes induzidos envolvidos principalmente com metabolismo e

desenvolvimento (Tabela 5).
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Tabela 4. Andlises de enriqguecimento das ontologias génicas (GO) nos GDEs nas plantas de C. papaya infectadas pelo complexo PMeV durante a
prefloracéo.

D do GO! Descricio? Classe N° genes reprimidos N° genes Induzidos FDR®  Valor o°
¢ do GO®  reprimidos* (%)° induzidos® (%)’ P
Prevalentes nalista de genes reprimidos
GO0:0071704 organic substance metabolic process P 89 51,74 81 32,93 0,0247 0,00017
GO0:0044238 primary metabolic process P 86 50,00 73 29,67 0,0207 0,00004
GO0:0016787 hydrolase activity F 53 30,81 42 17,07 0,0824 0,00130
GO0:0005515 protein binding F 38 22,09 27 10,98 0,1431 0,00248
GO0:0005975 carbohydrate metabolic process P 23 13,37 13 5,28 0,2186 0,00449
G0:0016798 hydrolase activity, acting on glycosyl bonds F 21 12,21 7 2,85 0,0247 0,00023
G0:0004553 hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compc F 20 11,63 6 2,44 0,0247 0,00027
G0:0044424 intracellular part C 16 9,30 6 2,44 0,1589 0,00301
G0:0043229 intracellular organelle C 13 7,56 1 0,41 0,0207 0,00007
GO0:0043226 organelle C 13 7,56 1 0,41 0,0207 0,00007
G0:0032991 macromolecular complex C 13 7,56 2 0,81 0,0247 0,00031
G0:0043234 protein complex C 13 7,56 2 0,81 0,0247 0,00031
G0:0043231 intracellular membrane-bounded organelle C 10 5,81 1 0,41 0,0566 0,00084
G0:0043227 membrane-bounded organelle C 10 5,81 1 0,41 0,0566 0,00084
G0:0006259 DNA metabolic process P 9 5,23 0 0,00 0,0247 0,00030
GO0:0005634 nucleus C 9 5,23 0 0,00 0,0247 0,00030
GO0:0030246 carbohydrate binding F 6 3,49 0 0,00 0,2186 0,00461
Prevalentes nalista de genes Induzidos
GO0:0005215 transporter activity F 3 1,74 26 10,57 0,0247  0,0003
G0:0022857 transmembrane transporter activity F 3 1,74 21 8,54 0,1431 0,0026
G0:0055085 transmembrane transport P 2 1,16 23 9,35 0,0247  0,0003

Yidentificador do termo de ontologia génica.

2Descrigao do termo de ontologia génica.

3Categoria na qual s&o classificados os termos de ontologia génica. P: processo Biolégico, F: fungao molecular, C: componente celular.
“Ntmero genes reprimidos que foram designados ao termo ontoldgico.

SPorcentagem de genes reprimidos que foram asignados ao termo ontoldgico.

5Numero genes induzidos que foram designados ao termo ontoldgico.

"Porcentagem de genes induzidos que foram designados ao termo ontolégico.

8Valores p ajustados a uma taxa de descobrimento falso (false discovery rate -FDR) < 0,5.

®Valores p obtidos apés as analises usando o teste exato de Fisher com um valor de corte de 0,005.
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Tabela 5. Andlises de enriguecimento de ontologia génicas nos GDEs nas plantas de C. papaya infectadas pelo complexo do PMeV durante a pés-floracéo.

D do GO! 5 . Classe do No genes reprimidos No genes Induzidos FDR® Val 0
° escrigao GO?® reprimidos® (%)° induzidos® (%)’ alorp

Prevalentes nalista de genes Induzidos
G0:0009791  post-embryonic development P 0 0,0 6 17,1 0,717 0,0095
G0:0006629 lipid metabolic process P 1 2,6 8 22,9 0,717 0,0116
G0:0044710 single-organism metabolic process P 1 2,6 8 22,9 0,717 0,0116
G0:0071704 organic substance metabolic process P 9 23,7 18 51,4 0,717 0,0170
G0:0044238 primary metabolic process P 9 23,7 18 51,4 0,717 0,0170
G0:0009719 response to endogenous stimulus P 0 0,0 4 11,4 0,790 0,0481
G0:0016043  cellular component organization P 0 0,0 4 11,4 0,790 0,0481
G0:0071840 cellular component organization or biogenesis P 0 0,0 4 11,4 0,790 0,0481
G0:0044767 single-organism developmental process P 1 2,6 6 171 0,790 0,0497
GO0:0007275 multicellular organismal development P 1 2,6 6 17,1 0,790 0,0497
G0:0032502 developmental process P 1 2,6 6 17,1 0,790 0,0497
G0:0032501 multicellular organismal process P 1 2,6 6 17,1 0,790 0,0497
G0:0044707 single-multicellular organism process P 1 2,63 6 17,14 0,790 0,0497

!identificador do termo de ontologia génica.
%Descrigao do termo de ontologia génica.

3Categoria na qual séo classificados o termos de ontologia génica. P: processo Bioldgico, F: fungédo molecular, C: componente celular.
“Numero genes reprimidos que foram designados ao termo ontoldgico.

SPorcentagem de genes reprimidos que foram designados ao termo ontoldgico.
®Ntimero genes induzidos que foram designados ao termo ontoldgico.
"Porcentagem de genes induzidos que foram designados ao termo ontoldgico.
8Valores p ajustados a uma taxa de descobrimento falso (false discovery rate -FDR) < 0,8.

Svalores p obtidos ap6s as analises usando o teste exato de Fisher com um valor de corte de 0,05.
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Quarenta e seis genes em comum foram modulados nas plantas infectadas pelo

complexo PMeV durante os dois estagios de desenvolvimento analisados. Dentre

estes, 39 apresentaram um perfil oposto nos niveis de expressado (Figura 15). Por

exemplo, o transcrito codificando para uma proteina similar a PR1 foi induzida

durante a prefloracdo e reprimida durante a pos-floracao (Figura 15), e 587 e 42

genes foram observados modulados unicamente na pré- e poés-floracéo,

respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama de cores mostrando os niveis de expressao (Log. Fold changes) dos genes
diferencialmente expressos em comum entre 0s estagios de pré- e posfloracdo que apresentaram um
perfil de expressdo oposto em ambos o0s estagios de desenvolvimento. Em vermelho séo
respresentados os genes Induzidos e em verde os genes reprimidos.
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4.4 ANALISE DE VIAS DE RESPOSTA DE C. papaya A INFECCAO PELO
COMPLEXO PMEV NA PRE- E POS-FLORACAO

A andlise dos genes diferencialmente expressos atribuidos a via de estresse biotico,
usando as anotacfes do genoma de C. papaya em MapMan e a analise das
ontologias génicas relacionadas ao estresse usando Blast2GO, mostraram
principalmente a modulacdo de varios genes associados a vias que envolvem a
sinalizacao pelo AS, tais como o sistema de detoxificacdo de espécies reativas de
Oxigénio (ROS) (Tabela 6), sinalizacdo e metabolismo do ET e AJ (Tabela 7),
receptores quinase ricos em repeticdes de leucina (LRR-RK) (Tabela 8), estruturacao
e remodelamento de parede celular, e metabolismo e degradacéao de calose (Tabela
9).

Tabela 6. Genes envolvidos no mecanismo de ROS que foram diferencialmente expressos nas
plantas de C. papaya infectadas pelo complexo PMeV durante a pré- e o pos-floracao.

Descricao
curta/Similaridade
médio*

ID do Gene® Log, FC? Descrigéo®

Prefloracéo

ETS_1127.3 2,76 peroxidase POD (71,35%)
ETS_42.87 2,58 cationic peroxidase 2 POD2 (79,15%)
ETS_525.1 1,88  peroxidase 21-like POD21 (88,15%)
ETS_73.70 17 glutathione s-transferase-like GST (82,15%)
ETS_56.64 1,67 tau class glutathione transferase gstu45 GST45 (78,45%)
ETS_56.63 1,67 tau class glutathione transferase gstu45 GST45 (79,6%)
ETS_44.56 1,59 glutathione s-transferase GST (83,8%)
ETS_56.92 1,42  heme-binding-like protein chloroplastic-like HBPC (86,75%)
ETS_9.178 1,14  glutaredoxin family protein GRX (92,15%)
ETS 17.27 1,13  glutathione s-transferase zeta class family protein GSTZ (82,5%)
ETS 18.114 1,03  glutathione s-transferase zeta class-like GSTZ (85,45%)
ETS_5.286 0,99 thioredoxin h2-like TRX (72,75%)
ETS 7.187 0,97  glutaredoxin-like protein GRX (75,4%)
ETS 12.261 0,82  gdp-l-galactose phosphorylase 1-like GDPG (87,4%)
ETS 148.23 0,79  phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase chloroplastic-like GPOD (89,1%)
ETS_17.237 0,65 glutathione s-transferase u9-like GSTU9 (76,15%)
ETS_50.116 -0,82  glutathione s-transferase f9-like GSTF9 (87,85%)
ETS_49.84 -0,87  peroxidase 12 POD12 (77,4%)
ETS 2.138 -1,06 transmembrane ascorbate ferrireductase 3 ASC (73,25%)
ETS_152.14 -1,39 peroxidase 42-like PODA42 (96%)
P6s-floracéo

ETS 525.1 -1,1  peroxidase 21-like POD21 (88,15%)

!|dentificador do gene em C. papaya, de acordo com a base de dados Phytozome. ETS representa o nome curto do
evm.TU.supercontig.

2 | og, da razdo nos niveis de expressao (fold change -FC) das plantas tratamento em relac&o com as plantas controle.

3Descricao do gene baseada nas anotaces obtidas com o programa Blast2GO.

4Descri(;éo curta do gene/similaridade médio entre as sequéncias alvo e o gene de C. papaya obtido apds as analises usando o
programa Blast2GO.
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Tabela 7. Genes envolvidos na sinalizacdo e metabolismo do ET e JA que foram diferencialmente
expressos nas plantas de C. papaya infectadas pelo complexo PMeV durante a pré- e a pés-floragéo.

ID do Gene' Log, FC?

Descrigéo®

Descricéo
curta/Similaridade
médio*

Prefloracéo

ETS 44.71 2,38  ethylene-responsive transcription factor 1b ERF1 (83.65%)
ETS_3.160 1,41  flavanone 3-dioxygenase-like 20G-0OXY (88.4%)
ETS 198.6 1,17  gibberellin 2-beta-dioxygenase 8-like GA20X8 (78.5%)
ETS 18.32 1,13  universal stress protein a-like protein USP (82.45%
ETS 2.209 1,1 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase ACO4 (77.25%)
ETS 132.27 1,09 1l-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase ACO _1(95%)
ETS_29.56 0,74  probable aminotransferase acs10-like ACS10 (81.6%)
ETS 152.58 0,65 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase ACO_2 (94.95%)
Pos-floracao

ETS_458.4 1,9 linoleate 13s-lipoxygenase 2- chloroplastic-like  LOX2 (83.8%)
ETS_179.27 0,9 allene oxide cyclase chloroplastic-like AOC3 (87.7%)
ETS 4.188 0,8 gibberellin 20-oxidase GA200X1 (83.2%)

!Identificador do gene em C. papaya de acordo com a base de dados Phytozome. ETS representa o nome
curto do evm.TU.supercontig.

2 Log, da raz&o nos niveis de expressao (fold change -FC) das plantas tratamento em relac&o com as

plantas controle.

®Descrigdo do gene baseada nas anotacdes obtidas com o programa Blast2GO.

“Descricao curta do gene/similaridade médio entre as sequéncias alvo e o gene de C. papaya obtida apds
as analises usando o programa Blast2GO.
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Tabela 8. Genes codificando receptores de membrana com repeti¢cdes ricas em Leucina (LRR-RK)
que foram diferencialmente expressos nas plantas de C. papaya infectadas pelo complexo PMeV

durante a prefloracéo.

ID do Gene' Log, FC?

Descrigéo®

Descricédo

curta/Similaridade

médio*

Prefloracdo
ETS_54.61
ETS_13.290
ETS_106.88
ETS_106.88
ETS_6.204
ETS_65.54
ETS_5.100
ETS_92.1
ETS_21.161
ETS_21.162
ETS_85.116
ETS_19.54
ETS_126.17
ETS_26.309
ETS 42.48

-1,6
-1,31
-1,23
-1,23

-1,2
-1,12
-1,08
-1,05
-1,03
-1,03
-0,93
-0,77
-0,75
1,03
1,56

leucine-rich repeat receptor-like protein kinase at3g03770-like
leucine-rich repeat receptor-like protein kinase tdr-like
receptor protein kinase-like protein at4g34220-like

receptor protein kinase-like protein at4g34220-like
leucine-rich repeat family protein

leucine-rich repeat receptor-like protein kinase at1g68400-like
leucine-rich repeat receptor-like protein kinase at1g68400
leucine-rich repeat receptor-like protein kinase at5g06940-like
receptor kinase at5g67200-like

receptor kinase at5g67200-like

leucine-rich repeat receptor-like protein kinase at1g66830-like
leucine-rich repeat receptor-like protein kinase at3g28040-like
Irr receptor-like serine threonine-protein kinase erecta
receptor protein kinase clavatal

leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family

LRR-RK (72,25%)
LRR-RK (86,35%)
LRR-RK (70,2%)
LRR-RK (70,2%)
LRR-RK (81,85%)
LRR-RK (84,8%)
LRR-RK (85,85%)
LRR-RK (85,8%)
LRR-RK (78,95%)
LRR-RK (86,1%)
LRR-RK (80,45%)
LRR-RK (85,5%)
LRR-RK (90,8%)
LRR-RK (82,35%)
LRR-RK (67,8%)

!identificador do gene em C. papaya de acordo com a base de dados Phytozome. ETS representa 0 nome curto do
evm.TU.supercontig.

2 Log, da razdo nos niveis de expresséo (fold change -FC) das plantas tratamento em relagdo com as plantas controle.

3Descricdo do gene baseada nas anotagdes obtidas com o programa Blast2GO.

“Descricdo curta do gene/similaridade médio entre as sequéncias alvo e o gene de C. papaya obtida apés as analises
usando o programa Blast2GO.
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Tabela 9. Genes codificando proteinas de parede celular e metabolismo de calose que foram
diferencialmente expressos nas plantas de C. papaya infectadas pelo complexo PMeV durante a pré-
e 0 pos-floracao.

Descricéo

ID do Gene® Log, FC? Descricéo® curta/Similaridade
médio*

Prefloracéo
ETS_1660.1 2.31 callose synthase 10 GSL10 (95,4%)
ETS 189.7 0.74  callose synthase 3 GSL3 (92.2%)
ETS 8.191 -6,34  glycine-rich cell wall structural protein 1 GRP (74%)
ETS 1461.3 -2,24 pectin methylesterase PMES (82,65%)
ETS_102.19 -1,84 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 32 XTH32 (95,25%)
ETS 150.21 -1,81 endo- -beta-glucanase GH (93,45%)
ETS 34.142 -1,8  expansin-b3-like EXPB3 (89,1%)
ETS 25.194 -1,63 pectin methylesterase PMES (84,8%)
ETS 3.250 -1,59 alpha-I-fucosidase 1-like FUC1 (84,9%)
ETS_81.134 -1,38 expansin EXP (92,65%
ETS 0.14 -1,33 beta-xylosidase alpha-I-arabinofuranosidase 2-like XYL2 (90,35%)
ETS 151.19 -1,31 pectinesterase pectinesterase inhibitor 40-like PMESI40 (81,75%)
ETS 151.20 -1,18 endoglucanase 17-like GH17 (92,3%)
ETS_69.65 -1,18 polygalacturonase at1g48100-like PGLR (86,85%)
ETS 260.6 -1,12  expansin alpha EXPA (85,5%)
ETS 180.28 -1,07 glycoside hydrolase family 28 protein GH28 (88%)
ETS 146,54 -1,02 polygalacturonase at1g48100-like PGLR (83,8%)
ETS 18.139 -0,92 fasciclin-like arabinogalactan protein 8 FLAS (88,25%)
ETS_1.46 -0,92 alpha-expansin 1 EXPA1 (93,55%)
ETS 987.3 -0,85 fasciclin-like arabinogalactan protein 7 isoform 1 FLA7 (78,6%)
ETS 8.183 -0,83  pectin lyase-like superfamily protein PECL (89,7%)
ETS_38.50 -0,82  exgtl family protein EXGT1 (91,1%)
ETS 12.146 -0,69 fasciclin-like arabinogalactan protein 1-like FLA1 (84,55%)
ETS_42.121 -0,67 pectinesterase pectinesterase inhibitor 51-like PMESI51 (81,65%)
ETS_117.87 0,75 nad-dependent epimerase dehydratase family protein EPM (97,6%)
ETS_1540.1 0,8 pectinesterase pectinesterase inhibitor 12-like PMESI12 (85%)
ETS 14.161 0,81 uridine diphosphate glucose dehydrogenase UGD (97,2%)
ETS 198.15 0,81 pectinesterase pectinesterase inhibitor 18-like PMESI18 (72,7%)
ETS 344.3 0,91 pectinesterase pectinesterase inhibitor 54-like PMESI54 (79,9%)
ETS 12952 0,94 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase XTH (92,05%)
ETS 2.137 1,18 xyloglucan endotransglycosylase family protein XTH32 (88,75%)
Pés-floracédo
ETS _8.191 4,0 glycine-rich cell wall structural protein 1 GRP (74%)
ETS_151.20 1,4  endoglucanase 17-like GH17 (92,3%)
ETS 2.231 1,3  endoglucanase 4-related GH4 (86.4%)
ETS_34.142 1,3  expansin-b3-like EXPB3 (89,1%)
ETS 69.35 0,8  polygalacturonase 2 PGLR2 (78,45%)

Yidentificador do gene em C. papaya de acordo com a base de dados Phytozome. ETS representa o nome
curto do evm.TU.supercontig.

2 Log, da razao nos niveis de expresséao (fold change -FC) das plantas tratamento em relagdo com as plantas

controle.

®Descrigéo do gene baseada nas anotacdes obtidas com o programa Blast2GO.

“Descrigdo curta do gene/similaridade médio entre as sequéncias alw e o gene de C. papaya obtida apds as
analises usando o programa Blast2GO.
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4.5 VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA MEDIANTE PCR EM TEMPO REAL
(QRTPCR)

Os niveis de expressdo génica relativa de 22 genes na prefloragcdo (POD_1127.3,
PR4_1476.2, PR1_20.79, NA1l 79.59, GRP_8.191, NA2_65.1, CRCK3_1999.2,
LIP1_70.79, gInA_3.364, CYC 3_26.53, CYC_37.186, POD12_49.84, PR6_58.133,
ALDO_ 65.85, CHIA 184.10, BMST1 6.164, WRKY70_19.44, ERF1 44.71, NIMIN-
1 1096.2, NPR1 61.5, PR5 12.208, PR2 120.1) e, 9 genes na pos-floracdo
(BMST1_6.164, WRKY70_19.44, ERF1_44.71, NIMIN-1_1096.2, NPR1 61.5,
PR5_12.208, PR4_1476.2, PR1_20.79, PR2_120.1) que foram induzidos, reprimidos
ou inalterados na infeccdo pelo complexo PMeV (APENDICE C e D e, Tabela 2)
foram testados usando qRTPCR.

Os niveis de expressao relativos obtidos a partir das duas técnicas resultaram em
uma correlacdo satisfatéria, com um coeficiente de correlagdo de Pearson, R=0,79
(Figura 16) (JIANG; WONG, 2009; WANG et al., 2010). Sendo que, os niveis de
expressdo de dois genes NA2 65.1 (FC=-5,8) e CRCK3 1999.2 (FC=-5,0) que
foram observados fortemente reprimidos nas plantas que foram inoculadas durante a
prefloracdo, usando a técnica RNA-seq, ndo foram concordantes com os valores
obtidos usando qRT-PCR.
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Figura 16. Correlagdo entre os niveis de expresséo relativa (Inoculadas/controle) obtidos usando
gRT-PCR e RNAseq. Comparagédo entre os niveis de expressdo (Log: fold change) das plantas
inoculadas em relagdo as plantas controle obtidos mediantes duas técnicas diferentes, gRT-PCR e
RNAseq.

4.6 SINALIZACAO MEDIADA PELO AS NA RESPOSTA DE C. papaya A INFECCAO
PELO COMPLEXO PMEV

O grupo de genes envolvidos em sinalizacéo e resposta ao AS inclui os marcadores
classicos de respostas mediadas por AS, PR1, PR2 e PR5, um gene que codifica
para a proteina monooxygenase 1 do flavin (FMO1), que é requerida para a
acumulacédo sistémica de AS em Arabidopsis (GRUNER et al., 2013), dois genes
codificando a enzima glicosiltransferase dependente de UDP (UGT), e um gene
codificando a proteina NPR1-I, envolvida com a diminuicdo da sinalizagdo mediada
por AS (Tabela 10) (GRUNER et al., 2013; VON SAINT PAUL et al., 2011; WEIGEL;
PFITZNER; GATZ, 2005).
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Tabela 10. Genes envolvidos na sinalizacédo e resposta ao AS que foram diferencialmente expressos
nas plantas de C. papaya infectadas pelo complexo PMeV durante a pré- e a pés-floracéo.

Descricéo

ID do Gene! Log, FC? Descricdo® curta/Similaridade
médio”

Prefloracéo
ETS 20.79 4,71  Pathogenesis-related protein 1-like PR1 1 (79.5%)
ETS 1476.2 2,86 hevein-like prepro PR4 (85.4%)
ETS_12.208 2,72 osmotin 34 PR5_1 (84.35%)
ETS 184.10 1,78 acidic endochitinase-like CHIB1 (81.6%)
ETS 120.1 2,11  glucan endo- -beta- basic isoform-like PR2 1 (83.6%)
ETS 132.21 -1,81 glycosyl hydrolase family 17 family protein PR2_2 (88.6%)
ETS 136.19 -1,44 glycosyl hydrolase family protein PR2 3 (85.5%)
ETS_3.403 -2,86  thaumatin-like protein PR5_2 (92.7%)
ETS _37.166 -1,76 pathogenesis-related thaumatin superfamily protein PR5_3 (76.85%)
ETS 95.71 -1,34  Pathogenesis-related protein pr-1-like PR1_2 (86.55%)
ETS_190.4 -1,05 osmotin-like protein PR5 4 (85.15%)
ETS 106.99 1,25 limonoid udp-glucosyltransferase UGT (80.8%)
ETS 8.229 0,69  udp-glucose flavonoid 3-o-glucosyltransferase UGT (71.5%)
ETS 42123 2,61 udp-rhamnose:rhamnosyltransferase 1-like UGT (72.25%)
ETS_42.124 2,67 udp-rhamnose:rhamnosyltransferase 1-like UGT (72.25%)
ETS_86.65 1,3 wrky transcription factor 70 WRKY70_1 (72.2%)
ETS_919.2 1,79  wrky transcription factor 51-like WRKY51 (84.05%)
ETS 19.44 1,1 wrky transcription factor 70 WRKY70_2 (62.5%)
ETS_1096.2 2,24  nprl/niml-interacting protein 1 NPR1-l (74.75%)
ETS 8.74 -1,75 lipid-transfer protein dirl-like DIR1 (76.6%)
ETS 20.191 0,69 probable flavin-containing monooxygenase 1 FMO1 (84.05%)
Pés-floracdo
ETS 20.79 -1.40 Pathogenesis-related protein 1-like PR1 1 (79.5%)
ETS 1205.1 -1,1  udp-glycosyltransferase 74e2-like UGT (65.4%)
ETS 6.164 2,2 salicylate o-methyltransferase BSMT1 (82.25%)

Y|dentificador do gene em C. papaya de acordo com a base de dados Phytozome. ETS representa o nome
curto do evm.TU.supercontig.

2 Log, da razdo nos niveis de expresséo (fold change -FC) das plantas tratamento em relagdo com as plantas
controle.
3Descrigéo do gene baseada nas anota¢des obtidas com o programa Blast2GO.

“Descricéo curta do gene/similaridade médio entre as sequéncias alvo e o gene de C. papaya obtida apds as
analises usando o programa Blast2GO.

A sequéncia do gene codificando para o NPR1-I foi analisada com a ferramenta blast
no banco de dados GeneBank e mostrou homologia com outras proteinas que
interagem com NPR1, incluindo a proteina jcNIM1-1 de Jatropha curcas. Similar a
proteina NRR (NPR1-l) em arroz (CHERN et al., 2005), a proteina NPR1-1 em C.
papaya apresentou as sequéncias LDL-K/N-L e K-K/R-X-K/R, as quais evocam 0S
motivos EAR (ERF-associated amphiphilic repression) (OHTA et al.,, 2001) e NLS
(nuclear localization sequence) (CHERN et al., 2005) (Figura 17).
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Figura 17. Alinhamento das sequéncias das proteinas cpNPR1-I, jcNIM1-l e rNRR. A proteina que
interage com NPR1 em C. papaya (cpNPR1-l, evm.TU.supercontig _1096.2), Jatropha curcas
(icNIM1-1), e o regulador negativo de resisténcia em arroz (rNRR) foram alinhados usando CLUSTAW.
Gaps presentes no alinhamento foram preenchidos com hifens. Aminoacidos idénticos foram
sombreados. Os motivos putativos de localizagdo nuclear (NLR) estdo em negrito e sublinhados,
enquanto que o motivo putativo de repressdo anfifilica associado a ERF (EAR) estd em negrito,
sublinhado e sombreado.

Trés transcritos codificando fatores de transcricdo (TFs) WRKY (WRKY70 1,
WRKY70_2 e WRKY51) (Tabela 10), que sao responsivos ao AS, também foram
acumulados nas plantas infectadas durante a prefloragcédo, enquanto que nas plantas
infectadas durante a poés-floracdo um transcrito codificando para a enzima metil
transferase do acido salicilico (BSMT1) foi induzido (Tabela 10). BSMT1 converte o
AS em Salicilato de metilo (MeSA), prejudicando a sinalizacdo de respostas de
defesa mediada pela acumulacdo de AS (KOO et al., 2007; SESKAR; SHULAEYV,
RASKIN, 1998).

A avaliacdo da expressao relativa de nove genes em plantas infectadas com o
complexo PMeV em relacdo as plantas controle mediante gRT-PCR mostrou a
diminuicdo nos niveis de expressdao de genes envolvidos em sinalizacao
(WRKY70_19.44) e resposta ao AS (PR1_20.79, PR2_120.1, PR4_1476.2,
PR5_12.208) na pos-floragdo, em paralelo com o incremento nos niveis de
expressdo de genes que s&o reguladores negativos da sinalizacdo por AS
(BMST1_6.164) quando comparados com a prefloracdo. Reguladores negativos da
sinalizacdo de AS, como ERF1_44.71, NIMIN-1_1096.2, foram também altamente
induzidos na prefloragdo (Figura 18). Os valores de abundéncia relativa foram
diferencialmente significativos (p <0.05) entre os estagios de pré- e pos-floracédo
para os genes PR1 20.79 (p=0,0023), PR5_12.208 (p =0,0038), WRKY70_19.44
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(p =0,0464), ERF (p=0,0117) e BMST1_6.164 (p =0.0126) (Figura 18).
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Figura 18. Niveis de expressdo de nove genes relacionados a via do AS nas plantas infectadas de C.
papaya. Niveis de expressao relativa dos genes apresentados como o Logz da relag@o nos niveis de
expressdo (fold change -FC) das plantas tratamento e plantas controle na prefloracdo (barras em
preto) e pos-floracdo (barras listradas paralelamente). Os valores de expressdo génica estdo em
log2 (FC) +EP (erro padrao). Um asterisco indica uma significancia p<0.05, enquanto que dois
asteriscos indicam uma significancia p < 0.005.

Para examinar o papel desempenhado pelo AS na resposta de defesa de C. Papaya
contra a infeccdo do PMeV e o PMeV2, as plantas foram pulverizadas com uma
solucdo de AS em etanol ou simplesmente com etanol. Sete dias apds o0s
tratamentos, estos foram inoculadas com latex coletado a partir de plantas com
sintomas de meleira. A presenca do virus foi monitorada, e apesar de néo ter obtido
uma diferenga significativa, os resultados mostraram uma tendéncia a diminui¢ao
das cargas virais do PMeV e do PMeV2 nas plantas que foram tratadas com AS
guando comparadas com as plantas tratadas unicamente com etanol (Figura 19).
Como era esperado, os genes PR1, CHIA e PR5, marcadores da resposta ao AS,
aumentaram seus niveis de expressao nas plantas tratadas que foram tratadas com

AS quando comparadas com as plantas controle (Figura 19).
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Figura 19. Efeito da aplicacdo do AS na resposta de C. papaya a infeccdo pelo PMeV e PMeV2.
Quantificacdo absoluta de codpias de RNA do PMeV e PMeV2 em plantas inoculadas com latex
coletado a partir de plantas exibindo os sintomas carateristicos de Meleira. As plantas foram tratadas
com uma solucéo controle [etanol 0,05% (p/v)] (n=3) (barras pretas) ou com uma solu¢éo de AS 1 mM
diluido em etanol 0,05% (p/v) (n=3) (barras listradas). A expresséo relativa do gene PR1 foi usada
com um marcador de resposta ao AS. Os dados sdo apresentados como as cdpias do cDNA viral
+ SE (PMeV e PMeV2) e a expressao génica relativa (valores fold) + EP (erro padréo). Os valores p
mostrados na figura foram obtidos usando o teste t.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisadas as alteracdes no transcriptoma do mamoeiro
durante a resposta a inoculagdo com o complexo PMeV. Interessantemente, os
sintomas da meleira aparecem somente apds a floracdo (RODRIGUES et al.,
2009b). A expresséo diferencial de genes e as vias regulatorias associadas a este
fendbmeno foram analisadas em mamoeiros inoculados com o complexo PMeV nos

estagios de pré- e pos-floracao.

No total, 61,6% das leituras foram mapeadas ao genoma de C. papaya e usadas
para a construcdo do perfil de expressao génica na interacao entre C. papaya e o
complexo PMeV. 70,2% (19.518) dos genes de C. papaya foram quantificados;
dentre estes, 633, e 88 genes foram diferencialmente expressos nas plantas
inoculadas durante a pré- e a pés-floracédo, respectivamente. Um coeficiente de
correlacao satisfatorio (R=0,79) entre os niveis de expressao génica obtido usando
RNA-seq e qRTPCR validou a metodologia usada neste trabalho para a analise

guantitativa do transcriptoma de C. papaya.

As respostas as infeccfes virais em interacdes compativeis tém sido amplamente
discutidas, porém, a maior parte destes estudos envolve a interacdo entre um virus
especifico e uma planta modelo, comumente Arabidopsis thaliana. Por outro lado,
pesquisas relacionadas com as respostas virais em plantas com um relativo ciclo de
vida longo, quando comparado com arabidopsis, tomate e tabaco, sédo limitadas,

principalmente pelas dificuldades de manter as plantas em uma casa de vegetacao.

C. papaya representa um bom modelo para o estudo de interacdes planta-patégeno
em especies frutais, devido as suas carateristicas, como organizacdo e
sequenciamento do genoma (MING et al., 2008), ciclo curto de reproducdo e um
sistema de transformacgédo estabelecido (GSCHWEND et al.,, 2013; MING et al.,
2008).

O complexo PMeV causa uma infecgdo sistémica nas plantas de C. papaya, porém,
0s sintomas séo induzidos tdo somente apos a floracdo (RODRIGUES et al., 2009b).

Neste estudo, as vias regulatorias (Figura 20) associadas a este fenbmeno foram
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acessadas, principalmente ao nivel transcriptobmico, usando plantas de C. papaya
infectadas pelo complexo PMeV na pré- (quatro meses de idade) e pos-floracao

(nove meses de idade) em condi¢cbes de campo.

No estagio de prefloracdo foram observados indicios de uma resposta de resisténcia
diante da infeccéao pelo complexo PMeV, incluindo a inducéo de genes que codificam
para enzimas envolvidas na sintese de calose (Tabela 9) e desintoxicacdo de ROS
(Tabela 6). Durante a interacdo planta-patdgeno, no comec¢o da infeccdo é
desencadeada uma rapida acumulacdo das ROS que agem como moléculas
sinalizadoras em respostas de defesa que podem induzir tolerancia nas plantas
infectadas (HANCOCK et al., 2002).

Em C. papaya, a infecgdo pelo complexo PMeV induz o aumento na produgdo de
peroxido de hidrogénio (H202) nos laticiferos (RODRIGUES et al., 2009a) e altera os
niveis de expressdo de miRNAs associados ao metabolismo de ROS em folhas de
mamoeiro (ABREU et al., 2014). Adicionalmente, mudas de C.papaya inoculadas
com o complexo PMeV imediatamente incrementam e mantém uma alta atividade

das enzimas peroxidase e superdxido dismutase (BUSS et al., 2011).

Consistente com o envolvimento de ROS associado com o fendmeno de tolerancia
ao desenvolvimento dos sintomas observados durante a prefloracdo, a expressao de
genes codificando varias peroxidasses e outras enzimas envolvidas no sistema de
detoxificacdo de ROS foi induzida neste estagio, incluindo um dos genes
(ETS_525.1, Peroxidase 21-like) que foi reprimido durante a pés-floracédo (Tabela 6 e
Figura 14B).

Paralelamente a modulac&o nos niveis de expressdo de genes codificando enzimas
envolvidas no sistema ROS, e similar ao observado em outras interagdes planta-
virus compativeis e.g Solanum lycopersicum e Tomato spotted wilt virus (TSWV)/
Citrus Exocortis Viroid (CEVd) (LOPEZ-GRESA et al., 2016), A. thaliana/Nicotiana
tabacum e Alfalfa mosaic virus (AMV) (APARICIO; PALLAS, 2016), Brachypodium
distachyon e Panicum mosaic virus (PMV)/Panicum mosaic satellite virus (SPMV)
(MANDADI; SCHOLTHOF, 2012), as plantas infectadas pelo complexo PMeV na

prefloragdo mostraram indicios de defesas mediadas por AS (Figura 20).
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Figura 20. Modelo proposto para representar as vias envolvidas na resposta de C papaya a infeccéo
pelo PMeV. Durante a prefloracéo, quando as plantas permanecem assintomaticas, a percepcao de
particulas virais ou proteinas efetoras do PMeV e/ou PMeV2, provavelmente envolva receptores de
membrana da familia LRR-RLK ou transportadores de nutrientes de tipo transceptors, os quais,
poderiam modular respostas de defesa, principalmente aquelas mediadas por ROS, deposicdo de
calose e sinalizag8o por AS. Textos em vermelho e verde indicam os genes induzidos e reprimidos,
respectivamente. A inducdo de genes PRs, especialmente de PR1, é um marcador da ativacdo de
vias de defesa mediadas por AS. A ativacdo completa de genes PRs envolve a interacdo entre fatores
de transcripcdo da familia TAG e a proteina NPR1. Os niveis incrementados de genes GSTs e
peroxidases poderiam regular o balance redox, o qual é requerido para a translocacdo de NPR1,
desde o citoplasma ao nucleo, onde interage com os fatores de transcripcdo TGAs e ativa a
expressdo de genes PRs. Os niveis reduzidos de transcritos codificando proteinas envolvidas em
parede celular e proteinas associadas aos plasmodesmas, tais como 1,3-B-D-glucanases, assim
como niveis incrementados de transcritos codificando para calose sintases, poderiam limitar a
propagacdo dos virus na planta. Os niveis de expressdo aumentados em transcritos codificando
proteinas envolvidas na sintese e metabolismo de ET, UGTs, e uma proteina que interage com NPR1
(NPR1-I), as quais poderiam prejudicar a sinalizacdo de AS. Na pés-floragdo, quando os sintomas
sdo evidentes, a repressdo do gene PR1 acompanhado da indu¢do do gene BSMT1 e genes
relacionados ao metabolismo de JA, os quais favorecem a biossintese de MeSA, poderiam estar
envolvidos na diminuigdo da sinalizagéo de vias de defesa mediadas por AS em C. papaya, levando
finalmente ao desencadeamento dos sintomas.

Um transcrito similar ao gene relacionado a patogéneses 1 (PR1) esteve entre 0s
transcritos com 0s maiores niveis de acumulagdo, assim como varios genes
codificando outras proteinas PRs também foram notoriamente modulados nos
tecidos infectados pelo complexo PMeV na prefloracdo. A modulacdo de genes PRs,
principalmente PR1, é considerada como um marcador para respostas mediadas por
AS (RYALS et al., 1996). Além disso, as plantas de C papaya tratadas com AS
mostraram uma tendéncia a diminuicdo da carga viral do PMeV e PMeV2, quando
comparados com as plantas controle (Figura 19) no estagio de prefloracdo. Estes
resultados, em conjunto, sugerem que vias de defesa mediadas por AS poderiam

operar no estagio de prefloracéo.

Os niveis de expressdo dos transcritos codificando para proteinas de transporte e
proteinas relacionadas a defesa foram induzidos, enquanto que a expressao de
transcritos codificando proteinas relacionadas a metabolismo e hidrolases,
especialmente aquelas que estédo envolvidas com a remodelagéo de parede celular,
foi reprimida no estagio de prefloragéo (Figura 15 e APENDICE C). Em Arabidopsis,
uma reprogramacao transcripcional similar foi mostrada ser dependente da proteina
monooxygenase 1 do flavin (FMO1) durante a resposta de defesa SAR (GRUNER et
al., 2013). Um gene codificando para uma proteina similar a FMO1 foi também

induzido em C. papaya infectada pelo complexo PMeV na prefloracdo (Tabela 10).
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Os dados sugerem que a atividade da membrana também esta envolvida com a
resposta de C. papaya a infeccdo pelo complexo PMeV. Os termos GO relacionados
com transporte/transmembranal foram significativamente (P < 0,005) representados
nos genes ativados durante a infeccdo na prefloracdo. De fato, as respostas
celulares contra patdgenos baseiam-se em receptores de membrana (AFZAL;
WOOD; LIGHTFOOT, 2008; GOMEZ-GOMEZ; BOLLER, 2002; UEKI; CITOVSKY,
2014).

Receptores de membrana incluem uma grande subfamilia de receptores quinase
transmembranares ricos em repeticbes de leucina (LRR-RLK) (KEMMERLING,
2011). Os LRR-RKs sdo modulados em respostas a infeccfes virais tanto a nivel
transcricional como pés-traducional (COSTA et al., 2016; FONTES et al., 2004;
MANDADI; SCHOLTHOF, 2012). Em geral, na prefloragéo, a maior parte de genes
LRR-RLK foi reprimida nos tecidos infectados (Tabela 8). Este grupo de receptores

(LRR-RLK) representam candidatos para efetores de imunidade em C. papaya.

Em paralelo, membros de familias envolvidos em transporte de nutrientes, que agem
como sensores-receptores em imunidade celular em plantas (GOJON et al., 2011),
foram ativados durante a prefloracdo nas plantas infectadas (APENDICE C e Figura
15). Este grupo inclui genes que codificam para transportadores de amonia,
potassio, sodio, fosfato, e sulfato (APENDICE C). Em Arabidopsis, a disrup¢do nos
transportadores de nitrato NRT2.1 (CAMANES et al.,, 2012) e ammonia AMT1.1
(PASTOR et al, 2014) melhora a resisténcia contra infecgbes bacterianas.
Consequentemente, 0s niveis de expressdo aumentados nos transportadores de
nutrientes durante a infeccdo pelo complexo PMeV séo consistentes com o perfil

observado durante interacdes compativeis.

O co-activador transcripcional NPR1/NIM1 € um regulador chave na ativacado de
defesas mediadas por AS (ZHANG et al., 1999). O fato de que NPR1 é expresso
constitutivamente, e os niveis de expressdo ndo sdo dramaticamente aumentados
apos tratamentos com AS, sugere que NPR1 é regulada ao nivel de proteina
(DONG, 2004). Fatores de transcripcdo TGA mediam a ativacdo de genes PR
através da interacdo com NPR1 (DONG, 2004; JOHNSON; BODEN; ARIAS, 2003;
ZHANG et al., 1999).
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Alternativamente, os fatores de transcripcdo WRKY reconhecem a caixa w
(TTGACCI/T), um elemento cis (do inglés, Cis-regulatory element -CRE), comumente
presente nos reguladores do gene PR1 (MALECK et al., 2000), sugerindo o
envolvimento destes TFs na regulacao de genes PR (DONG, 2004). Trés genes
WRKY, incluindo o WRKY70, foram acumulados nos tecidos infectados pelo

complexo PMeV na prefloracdo em C. papaya (Tabela 10).

Linhagems S55 que sobreexpressam o gene WRKY70 mostraram uma acumulagéo
constitutiva de PRs, indicando que WRKY70 é um ativador da expressdo de genes
PRs (LI; BRADER; PALVA, 2004). A inducado de respostas de defesas mediadas por
SA através de WRKY70 acontece de uma maneira independente da via NPR1
(LUNA et al., 2014). Os altos niveis de expressdo de WRKY70 nas folhas de C.
papaya infectadas com o complexo PMeV poderiam resultar na ativagdo de PR1,
PR4, e de alguns genes PR2 e PR5 que foram encontrados induzidos nos tecidos

infectados.

Estes resultados sugerem que respostas mediadas por AS, contrario a classica
resposta antiviral do silenciamento de RNA, cujos componentes, similar ao publicado
por MANDADI; SCHOLTHOF, 2012, estiveram presentes, mas foram inalterados em
nossos conjuntos de dados (APENDICES A, C, D), estédo operando nas plantas de
C. papaya infectadas pelo complexo PMeV e assintomaticas de meleira durante a

prefloracéo.

Apesar dos niveis de expressdo incrementados nos transcritos PR1 e WRKY70,
niveis de expressdo reprimidos em alguns PR2 e PR5 foram observados (Tabela
10), sugerindo a ativacao parcial de respostas mediadas pela sinalizacdo de AS em

folhas de C. papaya infectadas pelo complexo PMeV na prefloragéo.

As plantas também mostraram niveis incrementados na expressdo de genes
codificando para as proteinas NPR1-I/NIM1-lI, UGTs, e proteinas envolvidas no
metabolismo do ET (Tabela 7 e Tabela 10). As proteinas UGTs, as quais estdo
envolvidas na reducdo da acumulacéo e sinalizacdo de AS (GRUNER et al., 2013;
VON SAINT PAUL et al., 2011; WEIGEL; PFITZNER; GATZ, 2005), e a sinalizacéo
mediada por ET, que é associada na maioria das interacbes planta-virus com um

papel antagbnico a sinalizacdo de AS (ALAZEM; LIN, 2015), poderiam prejudicar a
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ativacdo completa de defesas mediadas por AS durante a prefloracdo nas plantas

infectadas.

A proteina NPR1-NIM1-I modula negativamente a sinalizacdo de AS mediante sua
interagdo com NPR1, danificando a ativacdo de respostas de defesa (WEIGEL,;
PFITZNER; GATZ, 2005). No arroz, a proteina NRR, que esta estruturalmente
relacionada a NIM1-I, contém sequéncias que evocam tanto o motivo EAR, que esta
envolvido com a repressao transcripcional (OHTA et al., 2001), como o motivo NLS
(CHERN et al., 2005), que interage com NPR1.

Adicionalmente, a superexpressédo de NRR afeta a resisténcia relacionada a idade e
aumenta a susceptibilidade a Xanthomonas (CHERN et al., 2005). A ocorréncia de
ambos os motivos EAR e NLS no gene NPR1-I/NIM1-1 de C. papaya (Figura 17)
sugere uma regulacdo negativa de NPR1-l sob a atividade de NPR1. Portanto, €
razoavel inferir que a ativacdo de NPR1-| seja continuada pela reducdo na atividade
de NPR1, impedindo a ativacdo de defesas mediadas por NPR1, e prejudicando a
inducéo completa de genes PRs através de WRKY70 (LI; BRADER; PALVA, 2004).

Genes codificando para membros da familia de proteinas transportadoras de lipidios
(LTP) que inclui elicitores de defesa em plantas e a proteina DIR1 (MALDONADO et
al., 2002), que tem sido sugerida favorecer a acumulacdo da forma esterificada do
AS, o Salicilato de metilo (MeSA) (LIU et al., 2011), foram encontrados reprimidos
nas plantas infectadas durante a prefloracdo (APENDICE C). Estes resultados,
confirmam nosso postulado de que durante a prefloracdo a infeccdo do complexo
PMeV em C.papaya altera os niveis de AS, e portanto reduz a amplificacdo do sinal

de AS na inducéo de respostas de defesa.

Na pos-floracdo, as plantas de C. papaya inoculadas com o complexo PMeV
mostraram niveis reprimidos na expressdo dos genes codificando a PRI,
transportadores de zinco e boro e, uma peroxidasse 21, contrario ao perfil observado
durante a prefloracdo (Figura 14B). Paralelamente, transcritos codificando uma
proteina rica em glicina (GRP), enzimas envolvidas na remodelagem da parede
celular e uma ciclina d3 que foram reprimidas nas plantas infectadas com o
complexo PMeV na prefloragdo, foram induzidos durante a pos-floracdo (Figura
14B).
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Ciclo celular e processos associados ao DNA (Figura 15) sdo comumente alterados
em interacdes compativeis, sendo sugeridos serem manipulados pelos virus para
favorecer o processo infecioso através da indugdo de genes associados a fase S e
G do ciclo celular (ASCENCIO-IBANEZ et al., 2008; JADA et al., 2014; PIERCE et
al., 2013; SUN et al., 2016).

Endo-1,4-B-glucanases e GRP (Tabela 9) sdo importantes para a estruturacdo da
parede celular (MANGEON; JUNQUEIRA; SACHETTO-MARTINS, 2010). Alteractes
na parede durante a interagdo entre C-papaya e o complexo PMeV, que também tém
sido observadas ao nivel proteébmico (SOARES et al., 2017) e ao nivel morfolégico
(MAGANA-ALVAREZ et al., 2016), poderiam estar relacionados com o
desencadeamento dos sintomas na pos-floracdo, especialmente associados a
disrupcéo celular que leva a exsudacao espontanea de latex atribuida ao incremento
na absorcdo de agua e a alteracao na pressao interna dos laticiferos (RODRIGUES
et al., 2009a).

Em contrapartida, jA que as osmotinas sédo proteinas induzidas frente ao estresse
osmatico (ANIL KUMAR et al., 2015) a modulacdo de genes PR5, especialmente
agueles que codificam para osmotinas (Tabela 10), poderiam ser uma resposta da
planta para se proteger e combater uma possivel estratégia de movimentacdo do
virus através dos laticiferos (RODRIGUES et al., 2009a).

As respostas de defesa mediadas pela sinalizacdo de AS poderiam ser limitadas
durante a poés-floracdo. As plantas mostraram niveis aumentados na expressao dos
genes LOX2 e AOC (Tabela 7), os quais estdo envolvidos na sintese e sinalizacéo
de JA e afetam positivamente a biossintese de MeSA (CHEN et al., 2003).

De fato, um gene codificando para uma proteina homéloga a carboxil-metil
transferase do acido salicilico (BSMT1) que converte AS em MeSA, foi induzido nas
plantas inoculadas com o complexo PMeV durante a pos-floracdo (Tabela 10). Em
plantas transgénicas, a superexpressdo de um gene codificando uma metil
transferase impede a ativacdo de genes de defesa e o0 desencadeamento de
resisténcia (KOO et al., 2007; SESKAR; SHULAEV; RASKIN, 1998). Portanto, a
inducédo de BSMTL1 nas plantas infectadas na pos-floracdo poderia estar relacionada

com o desenvolvimento dos sintomas da meleira.
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Exceto para a maturacdo, ha uma escassez de informacao relacionada aos grupos
de genes e vias de sinalizacdo que sdo ativadas em resposta ao desenvolvimento
fisiolégico em C. papaya. Apesar de terem sido preditos varios genes que estdo
associados ao desenvolvimento, poucos ou inexistentes estudos relacionados a
pesquisa do perfil de expressédo génica nos diferentes estagios de desenvolvimento

foram publicados até agora.

O desconhecimento dos processos que séo alterados na planta como uma resposta
as suas alteracbes préprias durante seu desenvolvimento dificulta uma melhor
compreensdao dos mecanismos moleculares que estdo envolvidos no
desencadeamento dos sintomas da meleira durante a pés-floracdo. Uma vez que
temos mostrado que a infeccdo em C. papaya pelo complexo PMeV causa a
alteracdo de genes relacionados a varios processos biolégicos e ativa e modula a
expressdo de genes envolvidos em respostas de defesa, um dos desafios para
futuras pesquisas é mostrar quais processos bioldgicos sao ligados au alterados em
relacdo as distintas etapas do desenvolvimento de C. papaya, e establecer quais
alteracbes que causadas pelo complexo PMeV sdo normalmente observadas em

alguma etapa de desenvolvimento.

6 CONCLUSOES

Estes resultados em conjunto confirmam a tese de que apesar de que varios
processos sdo alterados durante a infecdo, vias de defesa que sdo mediadas por AS
estdo ativas durante a prefloracdo e agem efetivamente evitando o
desencadeamento dos sintomas da doenca durante a prefloragdo. Contudo, a
ativacdo de genes que antagonizam a sinalizagdo de vias de defesa mediadas por
AS, tais como NPR1-I, ET e UGTs, poderiam limitar a sua ativacdo completa e de
longa duracdo. Este antagonismo € acentuado na poés-floracdo com a ativacédo de
genes como BSMT1 e genes envolvidos na sintese e metabolismo de AJ, como
LOX2 e AOC, o que finalmente leva ao desenvolvimento dos sintomas durante este

ultimo estéagio.

Neste trabalho indicamos alvos que podem ser usados na modificagdo genética de
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um mamoeiro que seja resistente a meleira, e para a aplicacdo de novas estratégias
de manejo que podem vir a ser implantadas nas lavouras de mamao para reduzir as

perdas com a doenga.

O estudo do perfil de expressdo génica relacionado aos processos proprios do
desenvolvimento fisiolégico de C. papaya facilitard o entendimento dos processos e

vias de sinalizacdo que podem ser ou ndo alvos de modificacdo genética em C.

papaya.
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Abstract

Key message Global gene expression analysis indicates host stress responses, mainly those mediated by SA, associated
to the tolerance to sticky disease symptoms at pre-flowering stage in Carica papaya.

Abstract Carica papaya plants develop the papaya sticky disease (PSD) as a result of the combined infection of papaya
meleira virus (PMeV) and papaya meleira virus 2 (PMeV2), or PMeV complex. PSD symptoms appear only after C. papaya
flowers. To understand the mechanisms involved in this phenomenon, the global gene expression patterns of PMeV complex-
infected C. papaya at pre-and post-flowering stages were assessed by RNA-Seq. The result was 633 and 88 differentially
expressed genes at pre- and post-flowering stages, respectively. At pre-flowering stage, genes related to stress and transport
were up-regulated while metabolism-related genes were down-regulated. It was observed that induction of several salicylic
acid (SA)-activated genes, including PRI, PR2, PR5, WRKY transcription factors, ROS and callose genes, suggesting SA
signaling involvement in the delayed symptoms. In fact, pre-flowering C. papaya treated with exogenous SA showed a ten-
dency to decrease the PMeV and PMeV2 loads when compared to control plants. However, pre-flowering C. papaya also
accumulated transcripts encoding a NPR 1-inhibitor (NPR1-I/NIM1-I) candidate, genes coding for UDP-glucosyltransferases
(UGTs) and several genes involved with ethylene pathway, known to be negative regulators of SA signaling. At post-
flowering, when PSD symptoms appeared, the down-regulation of PR-/ encoding gene and the induction of BSMT1 and JA
metabolism-related genes were observed. Hence, SA signaling likely operates at the pre-flowering stage of PMeV complex-
infected C. papaya inhibiting the development of PSD symptoms, but the induction of its negative regulators prevents the
full-scale and long-lasting tolerance.

Keywords Carica papaya - Papaya meleira virus - Transcriptome - Plant—virus interaction - Defense responses - SA
signaling
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velopmental stage. The latex oxidizes in contact with air and accumulates as a sticky substance on the plant or-
gans, impairing papaya fruit's marketing and exportation. To understand pre-flowering C. papaya resistance to
PMeV, an LC-MS/MS-based label-free proteomics approach was used to assess the differential proteome of
PMeV-infected pre-flowering C. papaya vs. uninfected (control) plants. In this study, 1333 proteins were identi-
fied, of which 111 proteins showed a significant abundance change (57 increased and 54 decreased) and sup-
ports the hypothesis of increased photosynthesis and reduction of 26S-proteassoma activity and cell-wall
remodeling. All of these results suggest that increased photosynthetic activity has a positive effect on the induc-
tion of plant immunity, whereas the reduction of caspase-like activity and the observed changes in the cell-wall
associated proteins impairs the full activation of defense response based on hypersensitive response and viral
movement obstruction in pre-flowering C. papaya plants.
Biological significance: The papaya (Carica papaya L.) fruit's production is severely limited by the occurrence of Pa-
paya meleira virus (PMeV) infection, which causes Papaya Sticky Disease (PSD). Despite the efforts to understand
key features involved with the plant x virus interaction, PSD management is still largely based on the observation
of the first disease symptoms in the field, followed by the elimination of the diseased plants. However, C. papaya
develops PSD only after flowering, i.e. about six-months after planting, and the virus inoculum sources are keptin
field. The development of PMeV resistant genotypes is impaired by the limited knowledge about C. papaya resis-
tance against viruses. The occurrence of a resistance/tolerance mechanism to PSD symptoms development prior
to C. papaya flowering is considered in this study. Thus, field-grown and PMeV-infected C. papaya leaf samples
were analyzed using proteomics, which revealed the modulation of photosynthesis-, 26S proteasome- and
cell-wall remodeling-associated proteins. The data implicate a role for those systems in C. papaya resistance to
viruses and support the idea of a partial resistance induction in the plants at pre-flowering stage. The specific pro-
teins presented in the manuscript represent a starting point to the selection of key genes to be used in C. papaya
improvement to PMeV infection resistance. The presented data also contribute to the understanding of virus-in-
duced disease symptoms development in plants, of interest to the plant-virus interaction field.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Papaya meleira virus (PMeV) infects papaya (Carica papaya L.) and
leads to Papaya Sticky Disease (PSD) or “Meleira” [1]. PSD is character-
ized by a spontaneous exudation of latex from fruits and leaves [2]
which oxidizes in contact with air and accumulates as a sticky substance
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on the plant organs [3]. PSD is officially reported to occur in Brazil and
Mexico, two major papaya fruit producing countries [4].

PMeV has been observed in the laticifers of C. papaya [3] where it in-
duces an extensive production of H,0-, [5]. The analysis of PMeV-infect-
ed latex samples has previously allowed inferences about other local
PMeV-associated effects such as higher levels of potassium, phosphorus
and water, likely associated with an osmotic imbalance in PMeV-infect-
ed laticifers [5], along with reduced cysteine-protease abundance and
activity [6]. In parallel, the accumulation of H,0, in the phloem [5]
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