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RESUMO

FERREIRA, Leticia Maria. Interacdes entre cilevirus, dichorhavirus e plantas hospedeiras.
2023. 45 f. Dissertagdo (Mestrado em Sanidade, Seguranga Alimentar e Ambiental no
Agronegécio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios,
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, S&o Paulo, 2023.

Brevipalpus yothersi € uma espécie polifaga de &caro tenuipalpideo, comumente encontrada em
plantas da vegetacao espontanea ou cultivadas, associada a transmissdo de fitovirus conhecidos
como VTBs (virus transmitidos por Brevipalpus). Os VTBs pertencem a dois géneros, Cilevirus
e Dichorhavirus. Dentre os cilevirus, destacam-se, no Brasil, o citrus leprosis virus C (CiLV-
C), principal agente causal da leprose dos citros, que induz danos e perdas significativas a
producéo de laranja, e o passion fruit green spot virus (PfGSV), agente causal da pinta verde
do maracujazeiro, que pode levar a morte prematura da planta. Dentre os dichorhavirus, o coffee
ringspot virus (CoRSV), causador da mancha anular do cafeeiro, que ocasiona danos na
producéo e na qualidade do cafe, e o clerodendrum chlorotic spot virus (CICSV), que infecta
diversas espécies de plantas ornamentais causando lesdes cloréticas a necréticas nas folhas, sdo
frequentemente encontrados no pais. Muitos estudos tém tentado esclarecer 0s mecanismos
passivos e ativos de defesa de plantas a patdgenos e pragas. Ja foi mostrado o envolvimento das
vias do acido salicilico (SA) e jasmonato (JA), além de moléculas reativas de oxigénio (ROS)
e morte celular, na resposta de hospedeiras vegetais ao B. yothersi e ao CiLV-C. No entanto,
ndo h& informagdo sobre a resposta vegetal a outros VTBs. Assim, este trabalho teve por
objetivo principal investigar se a expressao diferencial de genes, observada na interacdo
hospedeira/CiLV-C, é similar em outras interagdes, independentemente do género do virus
inoculado. No geral, os ensaios de avaliagcdo da expressdo génica de Arabidopsis thaliana em
resposta a acaros B. yothersi indicaram que eles foram responsaveis pela ativacdo da resposta
da via do JA, enquanto genes associados a via do SA, envolvidos na reacdo de
hipersensibilidade (HR) e a via de resposta a proteinas mal enoveladas (UPR) foram ativados
na presenca tanto do cilevirus PfGSV quanto na dos dichorhavirus CORSV e CICSV. Ensaios
de avaliacédo da expressao génica de Nicotiana benthamiana, em resposta ao CiLV-C e mantidas
sob diferentes temperaturas, evidenciaram que a temperatura mais elevada influenciou na
resposta vegetal frente ao virus de forma mais rapida e com maior inducdo de genes.

PALAVRAS-CHAVE: Leprose dos citros. Pinta verde do maracujazeiro. Mancha anular do cafeeiro.

Vias de defesa de plantas.



ABSTRACT

FERREIRA, Leticia Maria. Interactions between cilevirus, dichorhavirus and their host plants.
2023. 45 f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranga Alimentar e Ambiental no
Agronegocio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios,

Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Brevipalpus yothersi is the most common tenuipalpid mite vector species in Brazilian orchards
and is associated with the transmission of several plant viruses known as BTVs (Brevipalpus-
transmitted viruses). These BTVs belong to two genera, Cilevirus and Dichorhavirus. Among
the cileviruses, citrus leprosis virus C (CiLV-C) stands out as the main causal agent of citrus
leprosis, inducing significant losses to citrus orchards. Another important cilevirus found in
Brazil is passion fruit green spot virus (PfGSV), the causal agent of passion fruit green spot,
which can lead to premature plant death. Among the dichorhaviruses, there is interest in
studying the coffee ringspot virus (CoRSV), which causes damage to coffee production and to
the quality of the beverage, and the clerodendrum chlorotic spot virus (CICSV), which infects
several species of ornamental plants, causing chlorotic to necrotic lesions on their leaves. Many
studies have tried to unravel passive and active plant defense mechanisms against pathogens
and pests. It has been shown that hormonal pathways, such as the salicylic acid and jasmonate,
act antagonistically when infested with mites viruliferous for CiLV-C. However, there is no
information about the response of plants to other BTVs, regardless of the genus of the virus,
and, therefore, the work aims to investigate and compare such responses. Overall, Arabidopsis
thaliana gene expression evaluation assays in response to B. yothersi mites indicated that they
were responsible for activating the JA pathway response, while genes associated with the SA
pathway, involved in the hypersensitivity reaction (HR) and the misfolded protein response
(UPR) pathway were activated in the presence of PfGSV and the dichorhaviruses CoRSV and
CICSV. Gene expression evaluation assays of Nicotiana benthamiana, in response to CiLV-C
and maintained at different temperatures, showed that the higher temperature influences the

plant response to the virus more rapidly and with greater gene induction.

KEYWORDS: Citrus leprosis. Passion fruit green spot. Coffee ringspot. Plant defense
pathways.
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1. INTRODUCAO

Virus transmitidos por acaros do género Brevipalpus (VTBs) causam doengas
ndo sistémicas em suas hospedeiras vegetais e sdo classificados em citoplasmaticos e nucleares,
de acordo com o seu sitio de replicacdo na célula vegetal (KITAJIMA et al., 2003a; TASSI et
al., 2017; FREITAS-ASTUA et al., 2018). Dentre os VTBs do tipo citoplasmético (VTB-C)
destacam-se, no Brasil, o citrus leprosis virus C (CiLV-C) e o passion fruit green spot virus
(PfGSV) e, dentre os nucleares (VTB-N), o coffee ringspot virus (CoRSV) e o clerodendrum
chlorotic spot virus (CICSV). Estes virus afetam culturas de valor econdmico e social para o
pais, respectivamente citros, maracuja, café e plantas ornamentais (KITAJIMA et al., 2010,
2021; RAMOS-GONZALEZ et al., 2018; 2020a). Todos os VTBs permanecem restritos as
lesBes cloroticas e/ou necroticas induzidas nos pontos de alimentacdo dos acaros, ndo havendo
invasao sistémica dos virus em suas hospedeiras vegetais em condi¢des de campo (DE LILLO
et al., 2021).

O CiLV-C foi o primeiro VTB-C descrito e aceito no género Cilevirus, familia
Kitaviridae, sendo o agente causal mais comum da leprose dos citros, doenga que afeta
principalmente laranjeiras doce (Citrus sinensis L. Osbeck). O virus leva a queda prematura de
folhas e frutos, seca de ramos e, em estagio avancado, a morte das plantas (BASTIANEL et al.,
2010). Nas ultimas cinco safras, a leprose dos citros foi responsavel por 5% da queda total de
frutos observados em pomares de laranja doce do cinturdo citricola de Sdo Paulo, acarretando,
em média, na perda de 3,1 milhGes de caixas de frutos e 15,6 milhGes de ddlares em prejuizos
ao produtor (MOREIRA et al., 2022). O PfGSV, patdgeno da pinta verde do maracujazeiro,
também um cilevirus, induz, como sintomas mais comuns, manchas verdes nos frutos e nas
folhas. Nos ramos, as lesdes clordticas tornam-se necrdticas e coalescem, podendo causar a
morte prematura da planta (KITAJIMA et al., 2003b; ANTONIOLI-LUIZON, 2009).

Os VTB-N pertencem ao género Dichorhavirus, familia Rhabdoviridae, e
destaque pode ser dado ao CoRSV e ao CICSV. O primeiro € o agente da mancha anular do
cafeeiro, causando sintomas de lesBes cloréticas em toda a parte aérea da planta e queda
prematura de folhas e frutos, com prejuizos na producao dos gréos e depreciacdo na qualidade
do café (KITAJIMA et al., 2011; RAMALHO et al., 2016; GOODIN; FIGUEIRA, 2019). O
CICSV, virus causador da mancha clorética de Clerodendrum, que afeta a espécie ornamental
conhecida como lagrima-de-Cristo, induz o aparecimento de lesdes clordticas e necréticas em
folhas (KITAJIMA et al., 2008; RAMOS-GONZALEZ et al., 2018; TASSI, 2018). Deve-se
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ressaltar, no entanto, que em temperaturas elevadas, entre 28 e 30°C, tanto 0 CoRSV quanto o
CICSV séo capazes de se tornarem sistémicos em hospedeiras herbaceas, como Chenopodium
quinoa, C. amaranticolor e Tetragonia expansa (BOARI et al., 2004; KITAJIMA et al., 2008).

Contra herbivoros e patdgenos, as plantas ativam vias de defesa (WU;
BALDWIN, 2010) através do reconhecimento do agente agressor, formando barreiras fisicas e
quimicas. Essa ativacdo de resposta de defesa é mediada por varios fitorménios, incluindo acido
jasmonico (do inglés, jasmonic acid, JA), envolvido na via de defesa principalmente contra
herbivoros mastigadores e patdgenos necrotroficos, e acido salicilico (do inglés, salicylic acid,
SA), da via de defesa contra agentes que ndo causam danos expressivos nas células, como
herbivoros sugadores e patdgenos biotréficos (WU; BALDWIN, 2010; CROY et al., 2021).
Logo ap0s esse reconhecimento, espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species, ROS)
sdo produzidas e acumuladas, podendo culminar em uma resposta de hipersensibilidade
(hypersensitive response, HR), através de rapida morte celular localizada no local da infeccéo,
para que seja barrada a colonizacdo do patdégeno (ZURBRIGGEN et al., 2010). Em alguns
casos, quando ha grande quantidade de proteinas mal enoveladas no RE, ocorre o estresse do
RE e a resposta a proteinas mal enoveladas (UPR) pode ndo conseguir reverter essa situacao, levando
a morte celular (L1 et al., 2013).

Estudos pioneiros da interacdo entre B. yothersi, CiLV-C e hospedeira vegetal
evidenciaram que plantas de Arabidopsis thaliana e de laranjeira doce (Citrus sinensis) tém as
via de defesa do JA e do SA ativadas quando infestadas com acaros aviruliferos (ARENA et
al., 2016; 2018; 2020). Quando a infestacdo acontece por acaros viruliferos, a ativacao da via
do SA é intensificada, enquanto a do JA é reprimida, em funcdo do antagonismo observado
entre as vias (ARENA et al., 2016; 2020). Como a principal via de defesa a herbivoros é a do
JA, acredita-se que o &caro seja favorecido pela presenca do CiLV-C e a consequente alteragdo
da resposta vegetal (ARENA et al., 2016).

2. OBJETIVO GERAL

Investigar se o perfil de expressdo dos genes encontrados na interacdo entre
Arabidopsis thaliana, CiLV-C e B. yothersi é valido para diferentes virus transmitidos por

acaros Brevipalpus, envolvidos em outros patossistemas.

2.1. Objetivos especificos

Comparar a expressdo de genes que assinalam a ativacdo das vias do SA, JA,
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UPR ou associados a HR em plantas de A. thaliana infectadas com diferentes VTBs.
Comparar a resposta biologica e molecular de N. benthamiana a CiLV-C e
PfGSV, em duas faixas de temperatura (24-25°C e 28-30°C).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Virus transmitidos por acaros do género Brevipalpus

Acaros do género Brevipalpus (Acari: Tenuipalpidae) sdo conhecidos por serem
vetores de uma diversidade de fitovirus, comumente conhecidos como VTBs — virus
transmitidos por acaros Brevipalpus (KITAJIMA etal., 2003a; TASSI etal., 2017), e colonizam
ampla gama de espécies vegetais, algumas de importancia econémica e social para 0 nosso pais,
como citros, café, maracuja e ornamentais (BASTIANEL et al., 2010; KITAJIMA et al., 2010;
RODRIGUES; CHILDERS, 2013; DIETZGEN et al., 2018). Alguns destes virus podem causar
grandes prejuizos econdmicos, tornando-se sérias ameacas para as culturas que infectam, pois,
a depender do nivel de infestacdo do vetor, podem comprometer toda a producdo (BASTIANEL
et al., 2010; ANTONIOLI-LUIZON, 2009; RAMOS-GONZALEZ et al., 2020a; KITAJIMA
etal., 2011; RAMALHO etal., 2016).VTBs caracterizam-se por causar doencas ndo sistémicas,
induzindo o aparecimento de sintomas pontuais caracterizados por lesGes cloréticas ou
necréticas ao redor do local de alimentacdo do vetor. Eles sdo classificados em dois géneros,
Cilevirus e Dichorhavirus, de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e moleculares,
além do sitio de replicagio na planta hospedeira (FREITAS-ASTUA et al., 2018). Os cilevirus
sdo considerados citoplasmaticos, ou seja, replicam no citoplasma de células hospedeiras
(LOCALI-FABRIS et al., 2012; FREITAS-ASTUA et al., 2018), enquanto os dichorhavirus
sdo conhecidos como nucleares, pois a replicagdo ocorre no nucleo das células infectadas
(DIETZGEN et al., 2014; RAMOS-GONZALEZ et al., 2017; FREITAS-ASTUA et al., 2018).

Sabe-se que h& uma peculiar interacdo entre estes fitovirus e seus vetores. Os
cilevirus sdo transmitidos de modo persistente, sendo detectados entre membranas do intestino
do acaro e com menor tempo de laténcia (Kitajima; Alberti, 2014; Tassi et al., 2017). Porém,
enguanto esses autores sugerem que o virus apenas circule no interior do vetor, Roy et al. (2015)
indicaram que ha replicacdo no acaro, uma vez que relataram a presenca de RNA antigenémico
(agRNA) no vetor. No entanto, destaca-se a presenga dessas moléculas no interior do &caro
pode decorrer de auto-priming dos iniciadores durante a transcricdo reversa do RNA e/ou da
deteccdo de moléculas virais replicativas na planta, adquiridas pelo vetor durante a sua

alimentacdo. A presenca de agRNA foi detectada em acaros que acabavam de se alimentar em
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plantas sintomaticas (Tassi et al., dados ndo publicados), sendo significativamente reduzida —
mas nao eliminada - quando primers marcados eram usados e quando os caros eram mantidos
fora das lesdes vegetais por varios dias. Esses resultados, somados ao fato de que a relacdo entre
p29sgRNA/RNA1 de CiLV-C em 4&caros € significativamente menor do que em plantas
(ARENA et al., 2022), levam a hipotese de que o virus deve replicar, em baixos titulos, em
células ainda ndo identificadas do vetor.

Por outro lado, a transmissdo dos dichorhavirus seria do tipo persistente-
propagativa, ou seja, com replicacdo do virus no vetor, uma vez que se observam nao apenas
particulas virais, mas grande quantidade de viroplasmas em células do acaro (KITAJIMA;
ALBERTI, 2014; RAMOS-GONZALEZ et al., 2017; FREITAS-ASTUA et al., 2018).

3.2. Género Cilevirus

O género Cilevirus pertence a familia Kitaviridae e abriga quatro espécies aceitas
pelo ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses), sendo seus membros o citrus
leprosis virus C (CiLV-C), o citrus leprosis virus C2 (CiLV-C2), o passion fruit green spot virus
(PfGSV) e o hibiscus yellow blotch virus (HYBV) (LOCALI-FABRIS et al., 2006; ROY et al.,
2014; FREITAS-ASTUA et al., 2018; RAMOS-GONZALEZ et al., 2020a, b; OLMEDO-
VELARDE et al., 2021). Néo ha relato do CiLV-C2 no Brasil, sendo o virus encontrado em
citros e em hibisco na Colémbia e também em hibisco nos EUA (MELZER et al., 2013; ROY
et al., 2013; 2018). Ha, ainda, espécies tentativas do género, o Solanum violifolium ringspot
virus (SYRSV) (FREITAS-ASTUA et al., 2018), o Ligustrum chlorotic spot virus (LigCSV) e
Ligustrum leprosis virus (LigLV) (RAMOS-GONZALEZ et al., 2022). Os cilevirus possuem
genomas bissegmentados, de fita simples e sentido positivo [sSRNA(+)], e sdo transmitidos
principalmente pela espécie B. yothersi (FIGURA 1) (ROY et al., 2014; BEARD et al., 2015;
RAMOS-GONZALEZ et al., 2016, 2020a; TASSI, 2018).




13

Figura 1 - Acaro Brevipalpus yothersi (Foto: Maria Andréia Nunes, 2018).

Dentre os cilevirus, o que causa maior dano ao Brasil e a diversos paises da
América Latina é o CiLV-C, principal agente causal da leprose dos citros (FIGURA 2). A
doenca afeta principalmente os pomares de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck), espécie
altamente suscetivel ao virus e que exibem sintomas de lesBes cloréticas e/ou necréticas em
folhas, ramos e frutos, podendo, sem manejo adequado, culminar em desfolha, seca de ramos e
morte das plantas (BASTIANEL et al., 2010). Na safra 2021/2022 a queda prematura de frutos,
resultante da leprose dos citros, acarretou em 9,5 milhdes de caixas perdidas pelo aumento da
doenca (MOREIRA et al., 2022).

Figura 2 - Sintomas de leprose em folhas (A), frutos (B) e ramos (C) de laranjeira doce (Citrus sinensis) (Figura
original: BASTIANEL et al., 2010).

Outro cilevirus importante no pais é o PfGSV, agente causal da pinta verde do
maracujazeiro (FIGURA 3). O patdgeno afeta principalmente plantas de maracuja (Passiflora
edulis Deg. f. flavicarpa Sims.), as quais exibem sintomas de manchas verdes nos frutos e nas
folhas, enquanto os ramos apresentam inicialmente lesdes cloréticas, que se tornam necroticas
e culminam na morte prematura da planta (KITAJIMA et al., 2003b; ANTONIOLI-LUIZON,
2009; RAMOS-GONZALEZ et al., 2020a).
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Figura 3 - Sintomas de pinta verde do maracujazeiro em ramos (A, B), folhas (C) e frutos (D) de maracujazeiro
(Passiflora edulis) (Figura original: ANTONIOLI-LUIZON, 2009).

3.3. Género Dichorhavirus

O género Dichorhavirus pertence a familia Rhabdoviridae, ordem
Mononegavirales. Os virus possuem genoma bissegmentado de fita simples e sentido negativo
[ssSRNA(-)], distribuidos em cinco espécies aceitas pelo ICTV e recentemente reclassificadas
em: Dichorhavirus coffeae, D. citri, D. clerodendri, D. leprosis e D. orchidaceae. Os virus
associados a essas espécies sao, respectivamente, coffee ringspost virus (CoRSV), citrus
chlorotic spot virus (CiCSV), clerodendrum chlorotic spot virus (CICSV), citrus leprosis virus
N (CiLV-N) e orchid fleck virus (OFV) (DIETZGEN et al., 2014; RAMOS-GONZALEZ et
al., 2017; CHABI-JESUS et al., 2018; FREITAS-ASTUA et al., 2018; AMARASHINGE et al.,
2019; KUHN et al. 2021; ICTV, 2022; KUHN et al., 2022). Dentre os dichorhavirus, 0 CoRSV
é responsavel por causar a mancha anular do cafeeiro, que pode gerar danos significativos a
cultura do café (Coffea arabica L.) (FIGURA 4). Os sintomas de mancha anular do cafeeiro
sdo caracterizados pelo aparecimento de lesdes localizadas cloréticas, queda prematura de
folhas e frutos, decorrendo em prejuizos na producéo dos grédos e depreciacdo na qualidade do
café (KITAJIMA et al., 2011; RAMALHO et al., 2016; GOODIN; FIGUEIRA, 2019).
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Figura 4 - Sintomas de mancha anular do cafeeiro em folha (A) e frutos (B) de cafeeiro (Coffea arabica) (Figura
original: RAMALHO et al., 2016).

Outro dichorhavirus importante é o CICSV, agente causal da mancha clorética
do clerodendro, em plantas conhecidas como lagrima-de-Cristo e outras ornamentais, induzindo
0 aparecimento de lesBes clordticas e necroticas em folhas (FIGURA 5) (KITAJIMA et al.,
2008; RAMOS-GONZALEZ et al., 2018; TASSI, 2018).

Figura 5 - Sintomas de mancha clorética do clerodendro em Clerodendrum sp. (Fonte: arquivo pessoal).

De maneira analoga aos cilevirus, os dichorhavirus, incluindo o CoRSV e o
CICSV, também n&o invadem seus hospedeiros sistemicamente em condi¢des naturais. Porém,
em temperaturas elevadas (28 - 30°C), eles sdo capazes de se tornarem sisttmicos em
hospedeiras herbaceas, como Chenopodium quinoa, C. amaranticolor e Tetragonia expansa
(BOARI et al., 2004; KITAJIMA et al., 2008).

3.4. Mecanismo de defesa das plantas

As plantas apresentam mecanismos de defesa, tais como as barreiras pré-
formadas contra artropodes herbivoros e patégenos (virus, bactérias, fungos). Porém, quando
ndo suficientes para barrar o ataque dos agentes bi6ticos, elas podem ativar mecanismos pos-
invasivos, tanto a nivel basal, nas membranas celulares por reconhecimento dos patégenos, ou
dentro das células - via genes de resisténcia pelo reconhecimento de efetores (WU; BALDWIN,
2010), uma vez que patdégenos microbianos adaptados ao hospedeiro exploram estratégias de
infecco para evadir ou combater a imunidade da planta e, eventualmente, estabelecer um nicho
replicativo (YAN et al., 2022).

Essa resposta de defesa é mediada por fitormonios, como acido jasmonico (JA)

e acido salicilico (SA). O SA é um metabdlito secundario presente na defesa vegetal contra
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herbivoros sugadores e patdgenos biotréficos, que ndo causam tantos danos celulares (WU;
BALDWIN, 2010; CROY et al., 2021). Por outro lado, o JA é uma molécula responsavel pela
defesa vegetal contra herbivoros mastigadores e patdégenos necrotroficos, que causam danos
mais significativos as células vegetais (WU; BALDWIN, 2010; CROY et al., 2021).

Estudos investigando a resposta de defesa vegetal aos VTBs ainda séo
incipientes. Os resultados obtidos por Arena et al. (2016, 2018, 2020) evidenciaram que plantas
de Arabidopsis thaliana e laranja doce (C. sinensis) apresentam as vias de defesa do JA e do
SA ativadas quando infestadas com acaros B. yothersi aviruliferos. Ainda que a via do SA seja
ativada na presenca do 4caro devido a alimentacdo, independentemente da presenca do virus, o
CiLV-C intensifica a expressdo dos genes da via do SA, suprime a via do JA e induz a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), favorecendo a colonizacdo do acaro nessas plantas
(ARENA et al., 2016, 2020). Dentre os genes associados a via do SA estdo o ICS1
(isochorismate synthase 1), gene envolvido na biossintese do acido salicilico e, portanto, ocorre
no inicio da via, 0 WRKY70 (WRKY DNA-binding protein 70), ativador de genes de defesa
dependentes de SA e repressor de genes regulados por JA, e o PR1 (pathogenesis-related
protein 1), envolvido na resposta de defesa contra patdgenos e principal gene marcador da via.
Dentre 0s genes associados a via do JA, estdo o ORA47 (octadecanoid-responsive Arabidopsis
AP2/ERF47), envolvido na defesa contra herbivoros, o PDF1.2 (plant defensin 1.2), que
codifica a defensina vegetal responsiva ao etileno e ao jasmonato e é o principal marcador da
via, e 0 VSP2 (vegetative storage proteins 2), envolvido na defesa contra herbivoros.

Ademais, a ativacdo de genes associados a resposta de hipersensibilidade (HR)
mostra que a planta induz uma resposta de resisténcia, corroborando a hip6tese de que as lesdes
causadas pelo CiLV-C sejam resultado de uma interacdo de incompatibilidade, e ndo de
suscetibilidade (ARENA et al., 2016). Dentre os genes associados a HR estdo o NHL10
(NDR1/HIN1-like 10), envolvido na defesa contra o virus, 0 CRK13 (cysteine-rich RLK 13),
envolvido na morte celular e na inducéo de defesa contra patdgenos, e 0 RbohD (respiratory
burst oxidase homologue D), envolvido na producéo de ROS e na resposta de hipersensibilidade
da célula dentro e ao redor do local da infeccdo (ARENA et al., 2016). Para o dichorhavirus
OFV, a inducédo de proteinas envolvidas na sinalizacdo celular e na sintese de metabdlitos
secundarios sugerem que ha uma defesa vegetal coordenada, porém nao é claro se essa resposta
de defesa é essencial para desaceleracdo da replicacdo e disseminacdo viral (CRUZ-
JARAMILLO etal., 2014).

O reticulo endoplasmatico (RE) é uma organela que, dentre suas varias funcoes,

é responsavel por garantir a estrutura adequada de proteinas da célula (LEAO, 2013). Sendo
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sensivel a alteracdes que afetem a homeostase celular, quando ha infecgdes virais na célula, o
RE é utilizado pelos virus para sintese de proteinas virais e replicacdo (LEAO, 2013), podendo
levar a alteragdes na estrutura das proteinas da célula e ao acimulo de proteinas mal enoveladas
no RE, chamada de unfolded protein response (UPR) (LI et al., 2013). ARENA et al. (2020)
identificaram alguns genes da via de UPR induzidos na presenca de CiLV-C, mas se essa via €
efetiva contra este e outros VTBs ndo é conhecido. Os genes bZIP60 (basic region/leucine
zipper motif 60) e BIP3 (binding protein 3) estdo associados a via de resposta a proteinas mal
enoveladas (UPR).

Como A. thaliana e N. benthamiana sdo hospedeiras alternativas de diversos
cilevirus e dichorhavirus, além do CiLV-C (ARENA et al., 2017; RAMOS-GONZALEZ et al.,
2017; CHABI-JESUS et al., 2018; ARENA et al., 2020), podem ser consideradas plantas
modelo interessantes para avaliacdo e comparacdo de interacdo e o padrédo de resposta
molecular planta-VTBs em outros patossistemas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
desvendar, ainda que parcialmente, os mecanismos moleculares de defesa das plantas a VTB-
C e VTB-N para que, futuramente, potenciais alvos possam ser utilizados no controle de
doengas causadas por esses patdgenos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Populagéo de Brevipalpus yothersi e manutencgéo da isolinha 1A

A populacéo de acaros da isolinha 1A, previamente identificada segundo Beard
et al. (2015) como B. yothersi, teve seu genoma sequenciado por Navia et al. (2019). Esta
populacéo foi multiplicada e mantida sobre folhas destacadas de feijoeiro de porco (Canavalia
ensiformis) (FIGURA 6) em sala climatizada, sob controle de temperatura (25°C + 5°C) e
umidade relativa (40 a 70%). Inicialmente, foi feita a transferéncia dos acaros de frutos de
laranjeira para as folhas de feijoeiro de porco, com auxilio de pincel. Partes das folhas foram
pinceladas com uma mistura de farinha de trigo, gesso e agua, estratégia para favorecer a
multiplicacdo do &caro, conforme procedimento descrito em Rodrigues et al. (2007).
Posteriormente, quando ja estabelecida a populacdo de acaros nestas folhas, a manutencéo
seguiu a rotina de encostia das folhas antigas em folhas novas, aproximadamente a cada 15
dias. Destas populages estabelecidas, foram transferidos os &caros para as plantas hospedeiras
(cafeeiro, maracujazeiro e lagrima-de-Cristo), sadias e infectadas por VTBs, previstas no
trabalho.
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Figura 6 - llustracéo da criagdo e multiplicacdo de acaros B. yothersi aviruliferos em folha destacada de feijoeiro
de porco (Canavalia ensiformis) (A) e colonizacdo na folha de feijoeiro de porco (B) em aumento de 35x,
evidenciando a presenca de acaros.

4.2. Ensaios de transmissdo do cilevirus PfGSV e dos dichorhavirus CoRSV e CICSV para

A. thaliana por B. yothersi

O in6culo de passion fruit green spot virus (PfGSV) foi obtido de folhas
sintométicas de maracujazeiros, mantidos em casa de vegetacdo. Para os experimentos de
inoculacdo, acaros aviruliferos foram transferidos para fontes de indculo de PfGSV (FIGURA
7) e, apos 48 horas, transferidos para folhas de A. thaliana, onde permaneceram por periodo de
acesso a inoculacdo de 2 e 6 dias (DAI), conforme recomendado por Arena (comunicacdo
pessoal).

Figura 7 - Folha de maracujazeiro sintomatico para pinta verde do maracujazeiro, utilizada como fonte de
indculo para os experimentos de transmisséo do PfGSV.

O ino6culo de coffee ringspot virus (CoRSV) utilizado nos experimentos foi
proveniente de folhas de cafeeiros mantidos em casa de vegetacdo, exibindo sintomas de

mancha anular do cafeeiro (FIGURA 8). Para os experimentos de transmissdo dos
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dichorhavirus, os &caros foram mantidos em inoculo constante, por ser necessario um maior
tempo de laténcia do virus, no interior do vetor, para que possa ocorrer a transmissao (TASSI
et al., 2017). Entdo, nos experimentos de transmissdo de CoRSV, &caros que estavam em
indculo constante foram transferidos diretamente para as folhas de A. thaliana e mantidos por
2 e 6 DAL

Figura 8 - Folhas de cafeeiros com sintomas de mancha anular do cafeeiro, mantidos em casa de vegetacdo, usadas
como fonte de indculo para os experimentos.

O in6culo de clerodendrum chlorotic spot virus (CICSV) foi obtido através de
folhas sintométicas (FIGURA 9) da planta ornamental lagrima-de-Cristo, mantidas em casa de
vegetacdo. Para os experimentos de transmissdo de CICSV, acaros que estavam neste inoculo

constante foram transferidos para as folhas de A. thaliana e mantidos por 2 e 6 DAL.

Figura 9 - Folha de lagrima-de-Cristo com sintomas de mancha clorética de Clerodendrum, mantidas em casa de
vegetacdo, usadas como fonte de indculo para os experimentos envolvendo o CICSV.
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As plantas inoculadas com cada um dos trés VTBs foram mantidas em camara
de crescimento (Conviron Adaptis 1000), com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C
(comunicacéo pessoal).

Foram utilizadas 10 plantas por tratamento e, em cada planta, trés folhas foram
infestadas com cinco acaros cada. Os tratamentos foram: (1) acaros retirados das fontes de
inoculo, (2) acaros provenientes da criacdo avirulifera e (3) plantas sem infestacdo por acaros
(controle). Apos os periodos de inoculacdo (2 e 6 dias), as folhas infestadas foram coletadas,
maceradas em cadinho de porcelana, com auxilio de pistilo, usando nitrogénio liquido, até obter
a consisténcia de p6, seguindo com o procedimento de extracdo de RNA total, sintese de cDNA,
PCR e RT-gPCR, descritos nos itens 4.4. e 4.5.

4.3. Ensaios de transmissdo mecanica dos cilevirus CiLV-C estirpe SJP e PfGSV

Folhas de citros com lesdes de leprose e de maracujazeiro com lesdes de pinta
verde, causadas por CiLV-C estirpe SIP e PfGSV, respectivamente, foram maceradas em
tampdo fosfato 0,01M pH 7,0 contendo sulfito de soédio a 0,1%, para formacdo de uma
suspensdo de indculo. Em seguida, folhas jovens de N. benthamiana foram polvilhadas com
carborundum e a suspenséo de inéculo foi friccionada nessas folhas (KITAJIMA et al., 2008).
Seis plantas foram mantidas em temperatura ambiente (24-25°C) e outras seis em altas
temperaturas (28-30°C). Apos 6 dias (inicio de sintoma em plantas mantidas a 28-30°C) e 12
dias (inicio de sintoma em plantas mantidas a 24-25°C), as folhas inoculadas foram coletadas
(duas folhas por planta, totalizando 12 amostras por faixa de temperatura), maceradas em
nitrogénio liquido, seguindo o procedimento de extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR
conforme o item 4.4. O mesmo procedimento foi feito com as plantas controle, usando nas

folhas somente o tampao.

4.4. Extracao de RNA vegetal, sintese de cDNA e PCR

As folhas de A. thaliana e N. benthamiana foram maceradas para extracao de
RNA total, utilizado RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen), seguindo instrugdes do fabricante. Em
sequida, foi feita a quantificacdo do RNA extraido com o equipamento NanoDrop 8000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) para padronizar a quantidade de RNA utilizada,
e 0 tratamento das amostras com o kit DNase I, Rnase-free (Thermo Fisher Scientific), sequindo
protocolo do fabricante. Apds o tratamento com a Dnase |, foi realizada novamente a
quantificacdo do RNA, para em seguida ser feita a sintese de cDNA, utilizando kit comercial

iScript™ cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD), de acordo com as instrugdes do fabricante.



21

PCRs foram realizadas para a confirmagéo da presencga dos VTBs. As reacoes
foram feitas com GoTaq® Master Mix (Promega), compostas por 6,5 uL de GoTaq®, 0,2 uL
de primers especificos para cada virus (10 mM) (TABELA 1), 10 ng de cDNA e agua estéril
para completar o volume final de 10 puL. As condic¢des de amplificacdo foram de 94°C por 3
minutos, seguidos por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54 -56° C por 30 segundos e 72° C
por 40 segundos, com extensdo final de 72° C por 5 minutos. A temperatura de anelamento de
54° C foi utilizada para a deteccdo de PfGSV e CiLV-C, de 55° C para CoRSV e de 56° C para
CICSV.

Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose (1%), corados com

brometo de etideo (0,5%) e visualizados sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador.

Tabela 1 - Sequéncia e tamanho dos fragmentos especificos para cada virus inoculado em

plantas hospedeiras experimentais.

VTB* Iniciador (5° - 3°) Tamanho (pb) Referéncia

CoRSV F: GGACCATGAGACAGGAGGTG 389 Kitajima et al. (2011)
R: CTCTGCCAGTCCTCAATGTG

CICSV  F: AGTGTACCGCCTCACAGAAG 219 Kubo et al. (2011)
R: CGGGGTCTTGTTGTTCATAG

PfGSV  F: AATCTAGCTCAAAACCCACA 443 Ramos-Gonzélez et al.
R: ATCTCCTGATCTACGCTGAA (2020a)

CiLV-C F: CTCATGATATCCTTGATGACC 393 Chabi-Jesus et al.
R: CAACCTTCTCAACCTTATTAGTC (2021)

*(CoRSV): coffee ringspot virus; (CICSV): clerodendrum chlorotic spot virus; (PfGSV): passion fruit green spot
virus; (CiLV-C): citrus leprosis virus C.

4.5. Avaliacdo da expressdo de genes marcadores de vias de defesa de plantas por RT-
gPCR

As analises de expressdo génica das plantas foram realizadas via RT-gPCR e
processadas em duplicata, usando equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Life
Technologies). Foram utilizados 6,5 UL de GoTag® qPCR Master Mix (Promega), em volume
final de 12 pL, adicionando 5 mM de cada par de iniciadores especificos (TABELA 2), 3 uL
do cDNA (1 ng/uL), e agua estéril para completar o volume. Os genes F-BOX e SAND foram
utilizados como normalizadores da reacdo para A. thaliana, conforme descrito em Arena et al.

(2016) e o gene ACT como normalizador da reacdo para N. benthamiana (Liu et al., 2012).
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Tabela 2 - Genes marcadores de vias de resposta de defesa de A. thaliana e N. benthamiana a

agentes bidticos avaliados quanto a sua expressdo por RT-gPCR em resposta a VTBs, acaros

B. yothersi e tampé&o de inoculagéo.

Via de defesa* Gene

Sequéncia dos iniciadores (5"- 3")

Referéncia

Genes de F-BOX

referéncia

F:GGCTGAGAGGTTCGAGTGTT
R:GGCTGTTGCATGACTGAAGA

LILLY etal. (2011)

SAND  F: AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT ~ CZECHOWSKI et al.
R: TGATTGCATATCTTTATCGCCATC (2005)
ACT  F:TCCTGATGGGCAAGTGATTAC LIU et al. (2012)
R: TTGTATGTGGTCTCGTGGATTC
SA ICST . GAGACTTACGAAGGAAGATGATGAG  CHEN et al. (2009)
R: TGATCCCGACTGCAAATTCACTCTC
PRI F:GTGCCAAAGTGAGGTGTAACAA LINDERMAYR et al.
R: CGTGTGTATGCATGATCACATC (2010)
WRKY70 F: GGAAGAAGACAATCCTCATCGT VON SAINT PAUL et
R: CGTTTTCCCATTGACGTAACT al. (2011)
PRI F: GTGCCCAAAATTCTCAACA MOON et al. (2016)
R: AAATCGCCACTTCCCTCAG
PR2  F: TTTGATGCCCTTTTGGATTC Ll etal. (2018)
R: CTGCCCCGCTTTTCACAT
A ORA47 . TCCACCGTCGATCTCCGTAGAAAA  HICKMAN etal. (2017)
R: GCGAATCTAGCAGCAGCTTCCTGA
PDFL2 F:CTTGTTCTCTTTGCTGCTTTCGAC LOPEZ et al. (2011)
R: TTGGCTCCTTCAAGGTTAATGCAC
VSP2  F: ACGCAAAATATGGATACGGAACAG  BISCHOFF etal. (2009)
R: CGGTCCCTAACCACAACCAGTA
HR CRK13 F. GGGACAAGAAGAGAGACAATAGTAG  Este trabalho
R: CCGAGATGATGATGAGGATGAC
NHLI0  F: TTCCTGTCCGTAACCCAAAC BOUDSOCQ et al.
R: CCCTCGTAGTAGGCATGAGC (2010)
RbohD  F: CTAGCTTTGGATTTTTCTCGA Ll etal. (2012)
R: GTAACCAACAAAACGGTAGGG
HiINI  F: TTCCGCCACCAGCAAAATC LIetal. (2018)
R: TTAGGACGAAGAACGAGCCATA
UPR bZIP60  F: CGATGATGCTGTGGCTAAAA IWATA et al. (2008)
R

: TCTCAAGCATTCTCTTTCGAGAT
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BIP3 F: CACGGTTCCAGCGTATTTCAAT BLANCO-HERRERA
R: ATAAGCTATGGCAGCACCCGTT etal. (2015)

bZIP60  F: AATCAACGAAGCAGAAACCACG MOON et al. (2016)
R: TGCCCATCATTAAGGACAGGAA

CRT F: TGCTCGTCGCTGTCGTCTCC Ll etal. (2018)

R:GCGTCTCCATTCCACTTGCC

*SA: &cido salicilico; JA: acido jasmdnico; HR: reacdo de hipersensibilidade; UPR: resposta a proteinas mal
enoveladas.

4.6. Andlise dos dados de RT-qgPCR

A quantificagdo dos valores de Cq e a analise da eficiéncia dos primers na
amplificacdo dos genes avaliados por RT-gPCR foram realizadas usando o algoritmo Real-
Time PCR Miner (ZHAO; FERNALD, 2005). As amostras vegetais foram selecionadas da
seguinte maneira: S/A — amostras controle, sem infestagdo com &caros ou presenca de virus;
AV — amostras infestadas com acaros aviruliferos que, confirmadamente, se alimentaram do
tecido vegetal -comprovado pela indugéo do gene marcador da via de JA PDF1.2; VIR —
amostras infestadas com acaros viruliferos, confirmadamente positivos para cada um dos virus
testados em cada ensaio. As analises de expressdo dos genes foram realizadas de acordo com o
modelo 1Cq utilizando os genes de referéncia citados no item 4.5. O valor de Cq de cada
amostra (média das duas repeti¢cdes técnicas) foi convertido em quantidades relativas (RQ)
usando a funcdo RQ = E1Cq, onde 1Cq é a diferenca entre 0 menor valor Cgq em todas as
amostras e o0 valor Cq de uma determinada amostra (ZHAO; FERNALD, 2005). Para analisar
os dados gerados pelo software Real-Time PCR Miner, devido a alta variagcdo de expressdo dos
genes encontrada dentro de um mesmo tratamento, foi realizado teste de normalidade entre as
amostras. Como as amostras ndo apresentaram distribuicdo normal, foi realizada anélise
estatistica ndo paramétrica, através do teste de Dunn’s, apds a anélise e descarte de outliers com

padrdo >0,05 (recomendado pelo programa de estatistica GraphPad).

5. RESULTADOS

5.1. Transmissdo de PfGSV, via acaros viruliferos, para A. thaliana

A confirmacéo da inoculagdo do PfGSV em plantas de A. thaliana, se deu por
PCR, ap0s o periodo de 2 e 6 DAI, tendo sido avaliados os trés tratamentos para cada tempo:
1) plantas infestadas com acaros aviruliferos (AV), 2) plantas infestadas com acaros viruliferos

(VIR) e 3) plantas controle, sem infestacdo com acaros (S/A). Conforme esperado, ndo houve
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amplificacdo de fragmento especifico de PfGSV nas amostras de plantas sem &caros
(FIGURAS 10 A/D) ou infestadas com acaros aviruliferos (FIGURAS 10 B/E). Foi confirmada
a presenca de virus somente nas plantas infestadas com acaros viruliferos (FIGURAS 10 C/F).

Somente plantas positivas para o PfGSV foram utilizadas para os experimentos
de expressdo génica, num total de 100% das plantas infestadas com &caros viruliferos aos 2
DAI e 90% aos 6 DAI (FIGURAS 10 C/F).

Figura 10 - Gel de agarose a 1% evidenciando o produto da amplificagdo por PCR para a deteccdo de PFGSV em
folhas de A. thaliana, em experimento apos 2 e 6 DAI: (A) folhas de A. thaliana sem acaros (1 a 10); (B) folhas
de A. thaliana infestadas com éacaros AV (1 a 10); (C) folhas de A. thaliana infestadas com &caros VIR (1 a 10).
Controle negativo da extracdo de RNA (planta sadia = 11), controle negativo cDNA (12), controle negativo PCR
(13), controle positivo PCR (planta sintomética= 14), (L) Marcador de peso molecular 1 kb (Thermo Scientific —
SM0311). Amplicon PfGSV: 443 pb, AV = avirulifero, VIR = virulifero.

5.2. Transmissdo de CoRSV, via acaros viruliferos, para A. thaliana

De maneira analoga ao item 5.1., a deteccdo molecular do CoRSV em plantas
submetidas aos diferentes tratamentos s6 foi possivel naquelas infestadas com acaros viruliferos
(FIGURAS 11 C/F), totalizando 100% das plantas infestadas aos 2 e 6 DAI. Plantas ndo
infestadas (FIGURAS 11 A/D) ou infestadas com acaros aviruliferos (FIGURAS 11 B/E) nédo
resultaram em amplificacdo de fragmento especifico do CoRSV.
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Figura 11 - - Gel de agarose a 1% evidenciando o produto da amplificacdo por PCR para a deteccdo de CoRSV
em folhas de A. thaliana, em experimento de 2 dias e 6 DAI: (A e D) folhas de A. thaliana sem &caros (1 a 10);
(B e E) folhas de A. thaliana infestadas com acaros AV (1 a 10); (C e F) folhas de A. thaliana infestadas com
acaros VIR (1 a 10). Controle negativo da extracdo de RNA (planta sadia = 11), controle negativo cDNA (12),
controle negativo PCR (13), controle positivo PCR (planta sintomatica= 14), (L) Marcador de peso molecular 1
kb (Thermo Scientific — SM0311). Amplicon CoRSV: 389 pbh, AV = avirulifero, VIR = virulifero.

5.3. Transmissdo de CICSV, via acaros viruliferos, para A. thaliana
Também o CICSV s6 foi detectado, por PCR, em plantas infestadas com &caros
viruliferos (FIGURAS 12 C/F). Conforme esperado, plantas sem acaros (FIGURAS 12 A/D)
ou infestadas com &caros aviruliferos (FIGURAS 12 B/E) permaneceram livres do virus.
Somente as amostras positivas para CICSV foram utilizadas nos experimentos
de expressdo génica, totalizando 4 plantas aos 2 DAI e 10 plantas aos 6 DAI (FIGURAS 12
CIF).
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Figura 12 - Gel de agarose a 1% evidenciando o produto da amplificacdo por PCR para a deteccdo de CICSV em
folhas de A. thaliana, em experimento apos 2 e 6 DAI: (A e D) folhas de A. thaliana sem &caros (1 a 10); (B e E)
folhas de A. thaliana infestadas com acaros AV (1 a 10); (F) folhas de A. thaliana infestadas com &caros VIR (1 a
10). Controle negativo da extracdo de RNA (planta sadia = 11), controle negativo cDNA (12), controle negativo
PCR (13), controle positivo PCR (planta sintomatica= 14). (C) folhas de A. thaliana infestadas com &caros VIR
(1 a 6). Controle negativo da extracdo de RNA (planta sadia = 7), controle negativo cDNA (8), controle negativo
PCR (9), controle positivo PCR (planta sintomética= 10). (L) Marcador de peso molecular 1 kb (Thermo Scientific
— SMO0311). Amplicon CICSV: 219 pb, AV = avirulifero, VIR = virulifero.
5.4. Avaliacdo da expressdo de genes da via do SA de A. thaliana, por RT-gPCR, em
resposta a PfGSV, CoRSV e CICSV

A expressdo de trés genes da via do SA foi avaliada em plantas de A. thaliana
em resposta a infestacdo com &caros AV ou com acaros VIR para o cilevirus PfGSV (ensaio 1)
e para os dichorhavirus CoRSV e CICSV (ensaios 2 e 3), aos 2 e 6 DAI (FIGURAS 13 A/B/C).
O tratamento controle foi composto por plantas sem infestacdo de acaros (S/A).

Analisando a resposta de A. thaliana do ensaio 1, envolvendo o cilevirus PFGSV
(FIGURA 13A), foi possivel observar que a expressdo do gene ICS1 se manteve estavel em
todos os tratamentos, com ou sem a infestagdo das plantas com acaros, viruliferos ou ndo
(FIGURA 13A). Resultado similar foi obtido em resposta ao dichorhavirus CICSV, no ensaio
3 (FIGURA 13C), sendo que apenas para 0 CoRSV (ensaio 2) foi detectada a repressao desse
gene em plantas do tratamento AV, quando comparadas ao tratamento controle, e sua indugao
em plantas VIR, aos 2 DAI, quando comparadas ao tratamento AV (FIGURA 13B). Portanto,
no geral, observou-se uma estabilidade na expressdo do gene ICS1 em respostaa VTB, aos 2 e
6 DAI (FIGURA 13). De maneira analoga ao observado para o gene ICS1, no geral, a expressao
do gene WRKY70, manteve-se estavel em resposta aos trés virus nos dois tempos avaliados

(FIGURA 13). Apenas quando plantas de arabidopsis foram infestadas com &caros AV, no
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ensaio 1, observou-se a repressao deste gene quando comparado ao tratamento S/A, aos 2 DAI
(FIGURA 13A).

No entanto, apesar da estabilidade dos genes mais iniciais e intermediarios da
via, a expressédo do gene PR1, o principal marcador da via de SA, foi significativamente
induzida em plantas infestadas com &caros VIR para 0 CoRSV em relacdo a plantas AV, aos 2
DAI (FIGURA 13 B), com tendéncia de inducdo para PfGSV, aos 6 DAL, e para CICSV, aos 2
DAI (FIGURA 13 A/C). Quando se comparou a expressdo do gene PR1 entre os tratamentos
VIR e S/A nos dois tempos e nos trés ensaios realizados, observou-se significativa inducao da
expressao do gene em todos 0s casos, com excec¢do do ensaio 3, aos 6 DAI (FIGURA 13).

ICs1 WRKY70 PR1
3,00 3,00 300,00 e
ns
ns
250,00
ns ns ns
ns
o 2,00 ‘ ns | ‘ ns | o 2,00 ok g 20000
o ns ="
s s z = 2 ns
] 5 S 150,00
o he] I o
=] [=] o
£ 1,00 { = 1,00 I ns [ £ 100,00 1
x
I 50,00 ns
|
0,00 0,00 0,00 - T — -
S/A AV VR S/A AV VIR S/A AV VR S/A AV VR S/A AV VIR S/A AV VIR
A 2 dias 6 dias 2 dias 6 dias 2 dias 6 dias
Ics1 ns WRKY70 PR1
ns
2,50 2,50 35,00 **
ns * NS
ns ns 30,00
200 [ a1 2,00 ns ns
hs NS 25,00 *x
& 150 * ® 1,50 ns &
5 g !_‘ S 20,00 [
2 2 2
5 S S
2 100 2 100 T 1500 x
2 2 [ e £ 1
10,00
0,50 0,50
I 5,00 ns
= T -
0,00 0,00 0,00
S/A AV VR S/A AV VIR S/A AV VIR S/A AV VIR S/A AV VR S/A AV VR
B 2 dias 6 dias 2 dias 6 dias 2 dias 6 dias
Ics1 WRKY70 PR1
o
3,50 3,50 35,00 ns
3,00 3,00 30,00
2,50 2,50 ,—‘ns 25,00
& ' ns & ' ne ns &% '
£200 —=— ‘ | 2300 ns o £2000 _sx
g ns NS ns__ns 5 ,—\ S
T 150 T 1,50 T 15,00
(<] o I o
2 2 K
1,00 I { I 1,00 I I 10,00 ns
ns ns
0,50 0,50 5,00 e
T E —
0,00 0,00 0,00
S/A AV VIR S/A AV VR S/A AV VR S/A AV VIR S/A AV VR S/A AV VIR
C 2 dias 6 dias 2 dias 6 dias 2 dias 6 dias

Figura 13 - Perfil de expressdo dos genes ICS1, WRKY70 e PR1 da via do &cido salicilico (SA) de A. thaliana em
resposta ao (A) PfGSV, (B) CoRSV e (C) CICSV, em experimentos com tempo de acesso a inoculacdo de 2 e 6
dias. (S/A): plantas sem &caros, (AV): plantas infestadas com acaros aviruliferos e (VIR): plantas infestadas com
acaros viruliferos. Teste de Dunn’s: * p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,00005 e ns - ndo significativo.
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5.5. Avaliacéo da expressdo de genes da via do JA de A. thaliana, por RT-gPCR, em
resposta a PfGSV, CoRSV e CICSV

Em geral, o gene ORA47, envolvido na defesa contra estresses biéticos e
abidticos e pertencente a via do JA, teve sua expressao induzida aos 2 e 6 DAI, em resposta a
acaros AV no ensaio 3 (CICSV) quando comparado ao tratamento S/A. Foi observada também
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos VIR e S/A nesse ensaio, aos 2 DAI
(FIGURA 14 C). Apesar de ndo apresentar diferenga significativa, houve uma clara tendéncia
de inducdo da expressdo do gene ORA47 em plantas infestadas com acaros AV, quando
comparadas com S/A, no ensaio 2 (CoRSV), aos 6 DAI. A inducdo na expressdo desse gene
também foi observada no mesmo tempo de avaliacdo em plantas infestadas com acaros AV
quando comparadas com plantas VIR (FIGURA 14 B). No ensaio 1 (PfGSV), o gene foi
induzido pela presenca de &caros viruliferos aos 6 DAI (FIGURA 14).

O gene VSP2 foi induzido na presenca de acaros AV em compara¢do com o
tratamento S/A (FIGURA 14) nas trés situacdes analisadas. No entanto, para o ensaio associado
ao cilevirus PfGSV, essa resposta se deu aos 6 DAI (FIGURA 14 A), enquanto para 0s ensaios
associados aos dichoravirus, a expressdo desse gene foi claramente induzida aos 2 DAI
(FIGURAS 14 B/C). A expressdo do gene VSP2 foi induzida também na presenca do cilevirus
PfGSV e do dichorhavirus CoRSV, em comparacao com os tratamentos S/A correspondentes,
aos 6 DAI (FIGURA 14 A/B).

O marcador da via, o gene PDF1.2, foi, como esperado, o mais informativo da
resposta de A. thaliana aos VTBs. Consistentemente, tanto aos 2 DAI quanto aos 6 DAI, a
expressdo desse gene foi induzida em resposta ao acaro B. yothersi nos trés tratamentos
(FIGURA 14) e reprimida em plantas infectadas com os dichorhavirus aos 2 DAI (FIGURA 14
B/C). Em geral, os genes analisados, principalmente o PDF 1.2, mostraram que a via do JA é
induzida nas plantas em resposta a presenca do acaro, quando comparada ao tratamento controle

S/A, e reprimida na presenca dos virus, quando comparadas com plantas AV (FIGURA 14).
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Figura 14 - Perfil de expressao dos genes ORA47, PDF1.2 e VSP2 da via do &cido jasmonico (JA) de A. thaliana
em resposta ao (A) PfGSV, (B) CoRSV e (C) CICSV, em experimentos com tempo de acesso a inoculagdo de 2 e
6 dias. (S/A): plantas sem acaros, (AV): plantas infestadas com acaros aviruliferos e (VIR): plantas infestadas com
acaros viruliferos. Teste de Dunn’s: * p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,00005 e ns - ndo significativo.

5.6. Avaliacdo da expressdo de genes de A. thaliana associados a HR, por RT-gPCR, em
resposta a PfGSV, CoRSV e CICSV.

Os trés genes avaliados, associados a HR, apresentaram expressao diferencial
quando submetidos aos diferentes tratamentos. Enquanto o gene CRK13 foi induzido em
resposta ao cilevirus PfGSV apenas aos 6 DAI, a resposta aos dichorhavirus CoRSV e CICSV
foi mais rapida, com diferengas estatisticas observadas ja aos 2 DAI, quando comparados com
o tratamento S/A (FIGURAS 15 A/B/C). Interessante notar que tanto no ensaio 1 (PfGSV)
quanto no 2 (CoRSV), a diferenca na expressdo desse gene foi observada também entre o
tratamento VIR e AV (FIGURA 15 A/B).

A expressao do gene NHL10 foi induzida em plantas infestadas com acaros AV,
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em comparacao ao tratamento controle, aos 6 DAI para o ensaio com PfGSV, e aos 2 e 6 DAI
para os ensaios com CICSV (FIGURA 15 A/C). Resultados similares foram observados quando
as comparacgOes foram feitas entre tratamentos VIR e S/A (FIGURA 15 A/B/C), sugerindo um
importante papel do &caro e, no caso do ensaio 2 (CoRSV), do virus, na expressao desse gene.
Apesar de ndo apresentar diferenca estatisticamente significativa, houve uma clara tendéncia
de inducdo na expressao desse gene, aos 6 DAI, para plantas infectadas com PfGSV e CoRSV,
quando comparadas ao tratamento AV (FIGURAS 15 A/B).

J& a expressdo do gene RbohD se manteve mais estavel nas situagdes avaliadas,
apresentando indugdo em relagdo ao controle S/A apenas quando as plantas foram infestadas
com acaros (sejam eles AV ou VIR), no ensaio 1 (PfGSV) aos 6 DA, ou repressdo em plantas

viruliferas para CICSV, aos 2 DAI, quando comparadas ao tratamento AV (FIGURA 15 A/C).
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Figura 15 - Perfil de expressdo dos genes CRK13, NHL10 e RbohD de reacdo de hipersensibilidade (HR) de A.
thaliana em resposta ao (A) PfGSV, (B) CoRSV e (C) CICSV, em experimentos com tempo de acesso a inoculagao
de 2 e 6 dias. (S/A): plantas sem acaros, (AV): plantas infestadas com &caros aviruliferos e (VIR): plantas
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infestadas com acaros viruliferos. Teste de Dunn’s: * p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,00005 e ns - ndo
significativo.

5.7. Avaliacédo da expressdo de genes da via de UPR de A. thaliana, por RT-gPCR, em
resposta a PfGSV, CoRSV e CICSV.

A expressdao de dois genes associados a via de resposta a proteinas mal
enoveladas (UPR), bZIP60 (basic region/leucine zipper motif 60) e BIP3 (binding protein 3),
foi avaliada e comparada nos diferentes tratamentos. No geral, os valores de expressao (fold
change) foram pouco alterados ao longo do tempo apo6s a infestagdo e em funcdo dos
tratamentos (FIGURA 16). Ainda assim, o gene bZIP60 foi induzido na presenca de PfGSV,
aos 6 DAI, em comparagdo com o tratamento AV (FIGURA 16 A). Ainda que 0 mesmo nao
tenha sido observado em resposta aos dichorhavirus, foi possivel notar uma tendéncia de
inducdo do gene quando as plantas foram infestadas com &caros viruliferos para CoRSV, aos 2
DA, quando comparadas aos tratamentos AV e S/A (FIGURAS 16 B).

A expressdo do gene BIP3 foi reprimida na presenca de acaros AV quando
comparada com o tratamento S/A aos 2 DAI nos ensaios 1 (PfGSV) e 2 (CoRSV). A repressdo
desse gene no tratamento AV também foi observada com relacéo ao tratamento VIR aos 6 DAI
no ensaio 1 e aos 2 DAI no ensaio 2 (FIGURA 16 A/B). Ja para o ensaio 3 (CICSV), a expressdo
do gene BIP3 foi induzida pela infestacdo de acaros VIR quando comparada com o tratamento
S/A em ambos os tempos avaliados (FIGURA 16 C).

Em geral, a via de UPR foi ativada na presenca de dichorhavirus, aos 2 DAI, e
ao cilevirus, aos 6 DAI (FIGURA 16).
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Figura 16 - Perfil de expressdo dos genes bZIP60 e BIP3, da via de resposta ao acumulo de proteinas mal
enoveladas no reticulo endoplasmatico (UPR) de Arabidopsis thaliana em resposta ao (A) PfGSV, (B) CoRSV e
(C) CICSV, em experimentos com tempo de acesso a inoculagdo de 2 e 6 dias. (S/A): plantas sem &caros, (AV):
plantas infestadas com acaros aviruliferos e (VIR): plantas infestadas com acaros viruliferos. Teste de Dunn’s; *
p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,00005 e ns - ndo significativo.

5.8. Transmissdo mecanica de CiLV-C estirpe SJP e PfGSV para N. benthamiana

Para a confirmacdo da transmissdo mecanica do CiLV-C e do PfGSV, mesmo
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apos o aparecimento de sintomas, foi realizada a deteccdo molecular dos virus por PCR, aos 6
e 12 DAI, tendo sido avaliados trés tratamentos para cada tempo: 1) plantas inoculadas com
virus e mantidas em temperatura ambiente (24-25°C), 2) plantas inoculadas com virus e
mantidas em alta temperatura (28-30°C) e 3) plantas controle, inoculadas somente com o
tampdo. Conforme esperado, ndo houve amplificacdo de fragmento especifico de CiLV-C ou
PfGSV nas plantas controle (FIGURAS 17 C e 18 C), enquanto foi confirmada a presenca de
virus somente nas plantas inoculadas com virus (FIGURAS 17 A/B e 18 A/B), sendo que em
temperatura ambiente, somente plantas inoculadas com CiLV-C apresentaram fragmento viral,
com eficiéncia de transmissdo de 100% (FIGURAS 17 A/B).
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Figura 17 - Gel de agarose a 1% evidenciando o produto da amplificago por PCR para a detec¢do de CiLV-C em
folhas de N. benthamiana, em experimento ap6s 6 e 12 DAI: (A) folhas de N. benthamiana mantidas em alta
temperatura (28 — 30°C) aos 6 DAI (1 a 12, delimitadas pelo quadro azul) e em temperatura ambiente (24 — 25°C)
aos 6 DAI (13 a 24, delimitadas pelo quadro vermelho), Controle negativo da extracdo de RNA (planta sadia =
25), controle negativo cDNA (26), controle negativo PCR (27), controle positivo PCR (planta sintomatica) (28);
(B) folhas de N. benthamiana mantidas em alta temperatura aos 12 DAI (1 a 12, delimitadas pelo quadro azul) e
em temperatura ambiente aos 12 DAI (13 a 24, delimitadas pelo quadro vermelho), Controle negativo da extracdo
de RNA (planta sadia = 25), controle negativo cDNA (26), controle negativo PCR (27), controle positivo PCR
(planta sintomatica) (28); (C) folhas de N. benthamiana inoculadas somente com tampéo (controle) aos 6 DAI em
alta temperatura (1 a 5), aos 6 DAI em temperatura ambiente (6 a 10), aos 12 DAI em alta temperatura (11 a 15)
e aos 12 DAI em temperatura ambiente (16 a 20), Controle negativo da extracdo de RNA (planta sadia = 21),
controle negativo cDNA (22), controle negativo PCR (23), controle positivo PCR (planta sintomatica) (24). (L)
Marcador de peso molecular 1 kb (Thermo Scientific — SM0311). Amplicon CiLV-C: 393 pb.
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Figura 18 - Gel de agarose a 1% evidenciando o produto da amplificacdo por RT-PCR para a detec¢do de PfGSV
em folhas de N. benthamiana, em experimento ap6s 6 e 12 DAI: (A) folhas de N. benthamiana mantidas em alta
temperatura (28 — 30°C) aos 6 DAI (1 a 10, delimitadas pelo quadro azul) e em temperatura ambiente (24 — 25°C)
aos 6 DAI (11 a 16, delimitadas pelo quadro vermelho), Controle negativo da extracdo de RNA (planta sadia =
17), controle negativo cDNA (18), controle negativo PCR (19), controle positivo PCR (planta sintomatica) (20);
(B) folhas de N. benthamiana mantidas em alta temperatura aos 12 DAI (1 a 10, delimitadas pelo quadro azul) e
em temperatura ambiente aos 12 DAI (11 a 20, delimitadas pelo quadro vermelho), Controle negativo da extragéo
de RNA (planta sadia = 21), controle negativo cDNA (22), controle negativo PCR (23), controle positivo PCR
(planta sintomatica) (24); (C) folhas de N. benthamiana inoculadas somente com tampéo (controle) aos 6 DAI em
alta temperatura (1 a 5), aos 6 DAI em temperatura ambiente (6 a 10), aos 12 DAI em alta temperatura (11 a 15)
e aos 12 DAl em temperatura ambiente (16 a 20), Controle negativo da extragdo de RNA (planta sadia = 21),
controle negativo cDNA (22), controle negativo PCR (23), controle positivo PCR (planta sintomatica) (24). (L)
Marcador de peso molecular 1 kb (Thermo Scientific — SM0311). Amplicon PfGSV: 443 ph.

5.9. Avaliacdo da expressdo génica de N. benthamiana, em resposta ao CiLV-C e em

diferentes temperaturas

Avaliando a resposta de N. benthamiana ao cilevirus CiLV-C, foi possivel
detectar que a expressdo de genes das vias do SA, UPR, e associados a HR (FIGURAS 19
A/B/C), foi induzida em plantas mantidas em temperatura alta, quando comparadas com
aquelas mantidas em temperatura ambiente. A expressao dos genes PR2 e bZIP60 foi reprimida
em plantas mantidas em temperatura ambiente, quando comparadas as plantas controle para
cada temperatura (FIGURAS 19 A/C).

As plantas controle, tanto as mantidas em temperatura ambiente, quanto as mantidas em
alta temperatura, apresentam valores de fold change igual a 1. Com isso, para melhor
visualizagdo, foi utilizado somente um tratamento controle nos graficos de expressdo génica
(FIGURA 19).
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Figura 19 - Perfil de expressdo dos genes: (A) via do SA; (B) associado a HR; (C) envolvidos em actimulo de
proteinas mal enoveladas no reticulo endoplasmatico (UPR) de N. benthamiana em resposta ao CiLV-C, aos 6 e
12 dias apo6s inoculagdo mecanica. Teste de Dunn’s: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005, **** p<0,00005 e ns -
ndo significativo.

A resposta de N. benthamiana ao CiLV-C evidenciou que ha maior inducgéo de
defesa vegetal quando a planta é mantida em temperatura elevada. Todos os genes avaliados
das diferentes vias (PR1, PR2, HiN1, bZIP60 e CRT) foram diferencialmente induzidos, aos 6
e/ou 12 dias ap6s a inoculacdo mecanica, quando plantas mantidas sob temperatura 28-30°C

foram quando comparadas com aquelas mantidas sob temperatura ambiente (FIGURA 19).

6. DISCUSSAO

Sabe-se que as principais vias hormonais de resposta de plantas a agentes
biodticos séo a do JA, induzida principalmente em resposta ao ataque de herbivoros e patdgenos
necrotroficos e a do SA, a principal via de resposta de plantas a patdégenos biotréficos, como

virus e, em alguns casos, a insetos e acaros, ainda que de maneira menos evidente (PIETERSE
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etal., 2012; ARENA et al., 2016; 2018; 2020; LI et al., 2020; YE et al., 2020).

O presente trabalho avaliou a resposta de A. thaliana a B. yothersi avirulifero e
B. yothersi virulifero para PfGSV, CoRSV e CICSV. O desafio com B. yothersi avirulifero foi
realizado em trés ensaios independentes, pois este tratamento serviu como controle da
infestacdo com &caros viruliferos tanto para o cilevirus (ensaio 1) quanto para os dichorhavirus
(ensaios 2 e 3). A diferenca de expressao encontrada entre os ensaios, nas plantas infestadas
com acaros AV, pode ser explicada pela ativacao de efetores das diferentes hospedeiras (DOU;
ZHOU, 2012; DALIO et al., 2017).

Em relacdo a estudos com acaros, ha um nimero elevado de artigos cientificos
sobre a resposta molecular de hospedeiras vegetais a acaros Tetranychus sp. (SANTAMARIA
etal., 2020; BAKR et al., 2020; PULGA et al., 2020), em que tanto a via do JA quanto a do SA
sdo induzidas em plantas de agrido, tomateiro, citros e pimenta, infestadas por acaros. Embora
JA e SA sejam considerados fitormdnios antagonistas, SA ndo parece antagonizar as respostas
de JA no contexto planta-acaro, uma vez que o contetdo de SA também aumenta apos o ataque
do acaro. No entanto, os Unicos estudos disponiveis em resposta a &caros Brevipalpus sdo os de
Arena et al. (2016, 2018, 2020). Estes trabalhos evidenciam uma clara indugdo dos genes da
via do JA e SA em resposta ao vetor, além da expressdo aumentada de genes envolvidos em
HR e morte celular (ARENA et al., 2016, 2018, 2020). Os autores evidenciaram que, enquanto
a via do JA parece ser efetiva contra o B. yothersi, a concentracdo aumentada de SA beneficia
0 desenvolvimento do acaro através da maior oviposicdo (ARENA et al., 2016, 2018),
diferentemente do observado na interacdo entre tomateiro e &caros Tetranychus urticae
(VILLARROEL et al., 2016), e entre tomateiros e mosca branca (LI et al., 2019; PAN et al.,
2021), que s@o prejudicados pela inducdo da via do SA. No geral, nossos resultados
evidenciaram que os dichorhavirus amplificam a resposta de SA e, em contrapartida, reduzem
a resposta de JA (FIGURAS 13 e 14), indicando que, assim como em trabalhos de Arena et al.
(2016; 2020) envolvendo CiLV-C, h& o cross-talk (antagonismo) entre as vias de SA e JA nas
plantas infectadas com esses VTBs.

Ainda, nossos resultados sugerem que tanto para cilevirus, quanto para
dichorhavirus houve inducdo de genes para as quatro vias de respostas avaliadas (FIGURAS
13, 14, 15 e 16). Os resultados apresentaram alguma divergéncia entre os tempos de coleta e o
virus avaliado, o que pode ser explicado pela dificuldade na homogeneidade das repeti¢cGes nos
tratamentos, uma vez que foi observado por PCR diferentes intensidades de fragmentos virais
entre amostras em um mesmo experimento. Pode ser possivel que, em algumas folhas, nem

todos os &caros tenham se alimentado pelo estresse que sofrem durante o processo de
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transferéncia das hospedeiras originais para A. thaliana, como relatado por DE LILO et al.
(2021), ou pela quantidade viral adquirida.

Genes relacionados a UPR vem sendo recentemente estudados em resposta a
fitovirus e ndo ha informacdes sobre resposta desses genes frente a infeccdo por cilevirus e/ou
dichorhavirus. Os resultados aqui apresentados indicam que tanto cilevirus quanto
dichorhavirus induziram essa via de resposta (FIGURA 16).

Entre os dichorhavirus CoRSV e CICSV a expressédo de genes da via do SA, do
JA, de UPR e associados a HR foram induzidos logo aos 2 DAI (FIGURAS 13 B/C, 14 BI/C,
15 B/C e 16 B/C), diferentemente da expressdo observada em resposta a inoculacéo do cilevirus
PfGSV, cuja maior expressao se deu somente aos 6 DAI (FIGURAS 13 A, 14 A, 15Ae 16 A).
Dados similares foram encontrados por Arena et al. (2016, 2020), que também relataram
aumento na expressdo desses genes em A. thaliana em resposta a outro cilevirus, o CiLV-C ao
longo do tempo (time course), antes mesmo do aparecimento de sintomas. Esses evidenciam
gue a planta responde mais rapidamente a infeccdo por dichorhavirus do que para cilevirus.

Assim, os dados obtidos neste trabalho sugerem que as vias de defesa da planta
sdo ativadas na presenca tanto do cilevirus PGSV quanto na dos dichorhavirus CoRSV e
CICSV de maneira similar — mas ndo idéntica — ao observado para o CiLV-C. A indugéo da via
do SA é considerada um padrao para todos os fitovirus, incluindo os VTBS, e isso foi claramente
evidenciado pelo marcador principal da via, o gene PR1. Por outro lado, a via do JA esta
associada a resposta a herbivoros e, como esperado, foi induzida na presenca de acaros
aviruliferos. No entanto, no geral, os niveis de expressdo dos genes dessa via foram bem
menores nos tratamentos com 4caros VIR, sendo essa observagdo mais evidente em resposta
aos dichorhavirus do que ao cilevirus avaliado. Ja os genes associados a HR foram induzidos
principalmente na presenca do PfGSV, evidenciando uma resposta diferencial da planta a virus
dos dois géneros avaliados. Os resultados obtidos ndo deixam duvidas de que diferentes vias de
defesa da planta sdo ativadas pelo acaro vetor e pelos VTBs estudados, sendo que
aparentemente a resposta € mais rapida a presenca dos dichorhavirus do que aos cilevirus.

O experimento de inoculacdo mecanica evidenciou nitida diferenca na eficiéncia
de transmissdo do PfGSV, sendo que apenas em temperaturas elevadas foi possivel detectar a
presenca do virus nas plantas inoculadas. Nenhuma das plantas inoculadas e mantidas a
temperatura de 24-25°C apresentaram bandas correspondentes ao virus em RT-PCR. E
interessante notar que o maracujazeiro é nativo de regides tropicais, tendo provavelmente
evoluido com o PfGSV nessas condi¢gdes. Ademais, todos os relatos de mancha verde do

maracujazeiro s@o de regides com elevadas temperaturas (Ramos-Gonzalez et al., 2021). Por
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outro lado, foi observada 100% de eficiéncia de transmissdo do CiLV-C, independentemente
da temperatura a qual as plantas foram mantidas. J& a resposta molecular das plantas a esse
virus foi bastante distinta em funcdo da temperatura estudada. Aos 6 e 12 DAI praticamente
ndo houve inducéo na expressao dos genes marcadores das vias do SA, JA, UPR, e associados
a HR, em plantas inoculadas a 24-25°C quando comparadas aos controles nao inoculados. Por
outro lado, foi observada clara inducdo na expressao de todos os genes avaliados, em plantas
inoculadas com CiLV-C mantidas em alta temperatura, aos 12 DAI, sendo que em alguns casos
essa diferenca ja foi observada aos 6 DAI. Isso evidencia um claro papel da temperatura na
resposta vegetal ao CiLV-C e, provavelmente, a outros VTBs, 0 que demonstra que o
componente ambiental ndo pode ser menosprezado e, portanto, deve ser incluido nos estudos

de interacdes virus-planta-vetor.

7. CONCLUSAO

Ensaios que avaliaram a resposta de A. thaliana a infestacdo por B. yothersi
aviruliferos ou viruliferos para os dichorhavirus CoRSV e CICSV e para o cilevirus PIGSV
indicaram que as vias de defesa da planta sdo ativadas frente aos &caros e aos VTBs. Enquanto
0 caro induziu claramente a resposta da via do JA, os trés virus testados ativaram a via do SA;
PfGSV e CoRSV ativaram genes envolvidos na HR e na via de UPR.

A resposta de N. benthamiana ao CiLV-C evidenciou que a temperatura pode

interferir diretamente na resposta vegetal frente ao virus, tendo havido maior inducao de genes
em plantas mantidas sob temperatura elevada, com aparecimento de sintomas seis dias antes

daquelas mantidas em temperatura ambiente.
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