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Espera-se que o candidato(a) desenvolva os aspectos/conteudos propostos a seguir.

O candidato devera desenvolver o(s) conteudo(s) com base nos seguintes aspectos:

A) Identificar corretamente métodos de micropropagac¢ao apresentados na figura. Multiplicacdo de brotos a partir de gemas axilares
(estaquia) e a formagao de brotos adventicios e embribes somaticos através das técnicas de organogénese e embriogénese,
respectivamente. Na formagao de brotos adventicios, quando ha formagéao de brotos diretamente a partir do explante inicial, denominamos
organogénese direta e quando embrides sao formados diretamente do explante inicial denominamos embriogénese direta. Quando o
explante da origem a calos e posteriormente a brotos ou embrides, denominamos, respectivamente, organogénese indireta e
embriogénese indireta (estagio 2). (1,0 ponto)

B) Falar da etapa de desinfestacao (limpeza superficial). Os explantes serdo submetidos a desinfestacdo e um lote de estacas é
transferido para meio de cultura ao mesmo tempo. O material € entdo incubado e, apés um curto periodo, é avaliado e todas as culturas
que apresentem contaminag¢ao no explante ou meio sao descartadas. (0,5 pontos)




C)

E)

G)

Diferenciar o tipo de explante inicial para multiplicagcao de brotos a partir de gemas axilares (estaquia ou shoot tip culture) e a
formacgao de brotos adventicios. Na multiplicacao de brotos a partir de gemas axilares o explante inicial sdo estacas contendo gemas
apicais e/ou axilares com aproximadamente 20 mm. Na formagao de brotos adventicios, o explante inicial pode ser os mais variados sem
conter gemas vegetativas. (1,0 pontos)

Desenvolvimento na estaquia. Espera-se que as plantas que foram estabelecidas in vitro (estagio 1) desenvolvam o meristema axilar
formando um novo broto. Este desenvolvimento da gema axilar se deve a quebra da dominancia apical (estagio 2). (0,5 pontos)

Regulag¢ao hormonal na estaquia. Em geral, nos estagios 1 e 2 ndo ha necessidade de adi¢do de reguladores de crescimento. O balango
de auxina e citocinina enddgenos contidos no explante sao suficientes para disparar o crescimento do meristema que entao ira iniciar a
produgdo de auxina enddégena. Embora para a maioria das espécies nado haja necessidade de suplementar o meio com reguladores de
crescimento, algumas necessitam de meio de cultura acrescido de regulador de crescimento da classe das citocininas. (1,0 pontos)

Regulag¢ao hormonal na formagao de brotos adventicios. Os explantes devem ser colocados em meio de cultura contendo um balango
de auxina e citocinina. Nao ha uma proporgao exata entre auxina e citocinina para a indugao de brotos (Organogénese direta) ou calos
nas diferentes espécies. Existe uma proporgao entre auxinas e citocininas que é responsavel pela proliferagéo celular (formagéo de calos).
A partir deste balango, uma variagdo que favoreca citocinina tende a formar parte aérea (aumento de citocinina ou reducao de auxina).
Quando o explante da origem a calos é necessario que haja a troca de meio para um meio com uma quantidade menor ou auséncia de
auxina. Do calo, podem se desenvolver brotos adventicios, sendo a técnica denominada (organogénese indireta (estagio 2). (1,5 pontos)

Inducdao embrides somaticos. Os explantes devem ser colocados em meio de cultura contendo um balango auxina:citocinina que
favorega a auxina ou somente auxina. A partir deste explante, podem surgir embrides somaticos de maneira direta (embriogénese direta)
ou, mais comumente, calos embriogénicos. Quando o explante da origem a calos € necessario que haja a troca de meio para um meio
com uma quantidade menor ou auséncia de auxina. Do calo, podem se desenvolver embrides somaticos, sendo a técnica denominada
(embriogénese indireta (estagio 2). (1,5 pontos)

Ciclos de multiplicagao (estagio 2 da micropropagac¢ao). As plantulas desenvolvidas no estagio 2 podem ser usadas como novas
matrizes para micropropagacao, aumentando assim o numero de brotos. (0,5 pontos)

Preparo dos brotos para o crescimento no ambiente natural (estagio 3 da micropropagac¢ao). Os brotos obtidos geralmente sao
pequenos e ndo possuem raizes. Desta forma, os brotos precisam se desenvolver e enraizar in vitro antes de serem transferidos para o
meio externo. Algumas plantas podem enraizar no meio sem reguladores de crescimento. Entretanto, quando isso ndo ocorre € necessario
transferir a planta para o meio de enraizamento que contém auxina em baixa concentragcédo. (0,75 pontos)

Preparo para o ambiente natural (estagio 4 da micropropagac¢ao). As plantas crescidas e com raizes serao preparadas para o
ambiente natural (etapa 4). As condig¢des do cultivo in vitro (alta umidade nos frascos de cultura, iluminacao ineficiente e sacarose no




meio de cultura) fazem com que as trocas gasosas, o controle da abertura e fechamento dos estdmatos e, por fim, a fotossintese, fiquem
prejudicada: Para que a planta possa ser transferida para o ambiente ex-vitro, ela deve ser retirada do vidro de meio de cultura e ter suas
raizes cuidadosamente lavadas para retirar qualquer resquicio de meio de cultura e entdo transplantada para recipiente contendo
substrato adequado. E estes recipientes devem ser cobertos com material transparente para permitir a iluminacdo e manter a umidade
das plantas, que deve ser gradativamente reduzida.

(0,75 ponto)

K) Identidade clonal (fidelidade genética). Em relacdo a identidade clonal, os brotos obtidos a partir de estacas possuem uma maior
identidade clonal, seguido dos métodos de brotos adventicios/embrides somaticos diretos e, por fim, os indiretos possuem menor
identidade clonal (estabilidade genética). (1,0 pontos)

Total previsto de linhas para a resposta final do(a) candidato(a): 60 linhas.

O candidato devera desenvolver o(s) conteudo(s) com base nos seguintes aspectos:

A) Composicgao da particula viral e organizagdo genoémica: (2,0 pontos)

O virus Y da batata (PVY) é composto por uma molécula de ARN de fita simples senso positivo (0,20 pontos), possuindo uma Unica fase
de leitura (Open Reading Frame - ORF) (0,20 pontos) que é traduzida em uma unica poliproteina. Na regido 3’ terminal possui uma cauda
poliadenilada poli (A) (0,10 pontos) e na regido 5’ terminal uma proteina VPg (Viral genome linked protein) (0,10 pontos).

Abaixo as proteinas traduzidas a partir do genoma do PVY:
e a proteina N-terminal (P1) (0,10 pontos),
a protease competente auxiliar [Helper component-protease (HC-Pro)] (0,10 pontos),
a proteina P3 (0,10 pontos),
a proteina pequena 6K1 (0,10 pontos),
a proteina de incluséao citoplasmatica [Cytoplasmic inclusion (Cl)] (0,10 pontos),
a proteina pequena 6K2 (0,10 pontos),
a proteina VPg (Genome-linked Viral Protein) (0,10 pontos),
a proteina de inclusado nuclear a [Nuclear inclusion protein protease a (Nla-Pro)] (0,10 pontos),
a proteina de inclusédo nuclear b (NIb-Pro) (0,10 pontos) e,

e a proteina da capa (capsideo) (CP) (0,10 pontos).

A particula do virus Y da batata (PVY) é composta por proteinas (0,10 ponto) e por ARN (0,10 ponto), sendo que a maior contribuicao vem
das proteinas e os unicos produtos proteicos que fazem parte da particula viral sdo a VPg (0,10 ponto) e a CP (0,10 pontos).




B) Ciclo replicativo viral e o papel das proteinas envolvidas neste processo: (4,0 pontos)

Uma vez que entra na célula vegetal, o virus Y da batata (PVY) desmonta a sua estrutura capsidal liberando o seu genoma composto por
ARN fita simples polaridade positiva iniciando assim a replicagao viral. Embora a maioria dos produtos proteicos estejam envolvidos de algum
modo ao processo de replicacdo dos potivirus, existem um grupo central de proteinas associadas a replicagdo que ndo podem deixar de ser
mencionados, como é o caso da Cl, da 6K2, da Nla, da VPg e da Nib.

o Cl — Helicase e Sitio de ligagcao ao ARN (0,25 pontos)

e 6K2 (0,25 pontos) — A proteina 6K2 associa-se a grandes estruturas vesiculares

derivado do reticulo endoplasmatico (ER).
¢ Nla —» VPg (Regido N-terminal) (0,25 pontos) e protease (Regido C-terminal) (0,25 pontos).
A proteina VPg associada a Nla iria estimular a atividade de RNA polimerase associada ao NlIb. (0,25 pontos)
A VPg interage com o aparato traducional eucariético, por meio da interacao com o elF4E. (0,25 pontos)
A proteina VPg esta envolvida no inicio do processo de sintese de ARN. (0,25 pontos)

¢ NIb — RNA polimerase dependente RNA (RdRp). (0,25 pontos)

Lembrar das interagdes entre as proteinas durante o processo de replicacao viral: 6K-Nla (0,25 pontos), Nla-NlIb etc. (0,25 pontos)

O mRNA traduzido resulta em uma poliproteina, que é processada por trés (03) proteases virais [P1, Nla e HC-Pro] (0,25 pontos) em dez
proteinas diferentes que apresentam multiplas fungdes (P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, Nla-Pro, NIb-Pro e CP) (0,25 pontos). Essas
proteinas, em conjunto com proteinas do hospedeiro, formam o complexo replicativo (complexo de replicagao viral), que realiza a sintese de
moléculas de ARN polaridade negativa tendo como molde o genoma viral (0,25 pontos). Uma vez que as copias adicionais de ARN tenham
sido produzidas, elas codificam a sintese das varias proteinas, como por exemplo as proteinas da capa (Capsideo) (Coat protein - CP).
Essas proteinas de capa agora incluirdo os genomas recém-formados para dar origem a novos virions (0,25 pontos). Tem sido sugerido
que a montagem dos virions recém-formados € iniciada pela interagdo das proteinas da capa a partir da regido 5' terminal da proteina da
capa em diregao a regidao 3' terminal (0,25 pontos). Todo o processo de replicagao viral ocorre dentro do reticulo endoplasmatico e conta
com a apoio da proteina 6K2 (0,25 pontos).

C) Sintomatologia comum as diversas plantas hospedeiras, causada por diversos isolados, citando pelo menos duas espécies
infectadas por este virus: (2,0 pontos)

E sabido que o virus Y da batata (PVY) infecta muitas espécies vegetais economicamente importantes, que incluem diversas Solanaceas,
como a batata (Solanum tuberosum) (0,10 pontos), o tabaco (Nicotiana tabacum) (0,10 pontos), tomate (Solanum lycopersicum) (0,10
pontos) e a pimenta (Capsicum spp.) (0,10 pontos), cabe pontuar que o nivel de dano a cultura é determinado pelo isolado do virus Y de
batata infectando a cultura em questéo (0,10 pontos), a carga viral, 0o momento em que a infecgdo ocorre, bem como a tolerancia que o
hospedeiro possui em relagédo ao virus. Diante disso, a infecgdo com isolados de PVY podem ocasionar diversos sintomas como: lesées
necroticas foliares (0,20 pontos) e/ou de tubérculos (0,20 pontos), lesdes clordticas (0,20 pontos), mosqueado (0,20 pontos), mosaico
(0,20 pontos), clareamento das nervuras (0,20 pontos), além da prépria combinagao dos sintomas mencionados (0,30 pontos).




D) Transmissao natural e experimental, enfatizando os vetores e tipo de transmissao por vetores: (1,0 ponto)

No caso do virus Y da batata (PVY), a transmissao ocorre de trés formas:

i) transmissao por diferentes espécies de pulgdes da familia Aphididae (Natural). A forma mais comum de infecgdo PVY no campo se da
via pulgdo, mesmo que a transmissédo do PVY por pulgbes ocorra de forma nao persistente e nao circulativa (0,50 pontos). Em outras
palavras, significa que a replicagao viral ndo ocorre dentro do vetor pulgao e que, a menos que o pulgao se alimente de plantas infectadas,
ele perde sua capacidade de infectar plantas apds duas a trés alimentagoes;

ii) inoculagdo mecanica a partir de extratos de plantas infectadas (Experimental) (0,25 pontos) e,

iii) inoculagao por meio de enxertia (Experimental) (0,25 pontos).

E) Possiveis formas de controle: (1,0 ponto)

As medidas profilaticas estao focadas na prevengao ou desaceleracao da propagacao de virus em populacdes vegetais pelo emprego de
variedades resistentes (0,20 pontos), pelo uso controlado de material de propagagéao saudavel (0,20 pontos), da erradicacdo de plantas
infectadas (0,20 pontos), pelo controle do vetor de transmisséo (0,20 pontos), ou ainda pelas praticas de manejo cultural empregadas no
campo (Rotacao de cultura, limpeza de maquinario etc.) (0,20 pontos).

Total previsto de linhas para a resposta final do(a) candidato(a): 60 linhas.

O candidato devera desenvolver o(s) conteudo(s) com base nos seguintes aspectos:

1) Culturas de células em suspensao: (7,0 pontos)

a) Estabelecimento (3,0 pontos)

Segmento de folha (limbo e/ou peciolo) — (0,3 ponto)
limpeza superficial do explante com solu¢des germicidas (desinfestacao) — (0,4 ponto)
transferéncia para meio de cultura SOLIDO ... (0,3 ponto)
o ...que estimule formag&o de calos FRIAVEIS ... (0,4 ponto)
o ... (provavelmente com auxina e citocinina) — (0,3 ponto)
transferéncia para meio de cultura LIQUIDO (0,3 ponto)




o ... que estimule proliferagao celular ... (0,4 ponto)
o ... (provavelmente com auxina e citocinina) e ... (0,3 ponto)
e ... iIncubacgao sob agitagao orbital (0,3 ponto)

b) Avaliagao do crescimento: (1,0 ponto)

Parametros que podem ser citados: (0,5 ponto)

e peso fresco e peso seco (combinados),
packed cell volume (centrifugagao),
sedimentacédo da cultura a um angulo fixo,
contagem de células em camara de Neubauer

Para construgao da curva de crescimento: (0,5 ponto)
e todos podem ser usados, mas quanto menos afetarem a cultura melhor (pela retirada de aliquotas, manipulagéo, etc.)

c) Baixa produgéo de metabdlitos secundarios: (3,0 pontos)

Caracteristicas responsaveis:
» desdiferenciagéo: (1,5 pontos)
o E possivel que algumas vias metabdlicas do metabolismo secundario estejam associadas a algum nivel de diferenciacdo (0,75
ponto)
o e, portanto, ndo existem nas culturas de células em suspensao desdiferenciadas (0,75 ponto)

e alta taxa de proliferagao (divisao celular): (1,5 pontos)
o Ha competicao entre as vias dos metabolismos primario e secundario... (0,5 ponto)

o ... por precursores, (0,5 ponto)
o ... levando a baixa acumulagédo de determinados metabdlitos secundarios nas culturas com alta taxa de proliferagéao celular. (0,5
ponto)

2) Influéncia da variagao sazonal e geografica na producgao de metabdlitos secundarios: (3,0 pontos)

O metabolismo secundario esta relacionado a interagao do individuo (planta) com seu ambiente (bidtico e abidtico). (1,5 pontos)




A principal caracteristica responsavel por isso é sua plasticidade genética: as vias metabdlicas secundarias sao oriundas de genes cuja expressao
tem controle com alta plasticidade (genes que controlam func¢des sujeitas a presséo de selegdo do ambiente). (1,5 pontos)

Total previsto de linhas para a resposta final do(a) candidato(a): 60 linhas







