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RESUMO

PEREIRA, Laura Rossetto. Inducio do silenciamento génico para resisténcia ao virus
da leprose C, principal agente causal da leprose dos citros. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio) — Instituto Biologico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegbcios, Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2024.

A leprose dos citros (LC) € a principal doenga viral que acomete a citricultura brasileira.
Embora causada por diversos virus transmitidos por acaros do género Brevipalpus, o virus
da leprose dos citros (CiLV-C, Cilevirus leprosis) ¢ o agente prevalente no pais,
transmitido principalmente por B. yothersi. Apesar do alto custo, as medidas de controle
da LC tém se demonstrado ineficazes devido a interferéncia com o uso de inseticidas,
pouca disponibilidade de diferentes principios ativos e ocorréncia de subpopulagdes de
acaros Brevipalpus resistentes aos acaricidas utilizados. A indu¢do do silenciamento
génico se apresenta como uma alternativa biotecnoldgica para o controle de doencas
virais através da utilizagdo de plantas transgénicas que expressam RNA de fita dupla
(dsRNA) com sequéncias do genoma viral alvo. Nesse estudo, construgdes genéticas para
induzir o silenciamento génico poés-transcricional (SGpT) contra o CiLV-C foram
desenvolvidas como uma alternativa biotecnologica para o controle da LC. Com o intuito
de induzir resisténcia contra os virus das duas linhagens de CiLV-C encontradas em
campo, trés regides com alto perfil de identidade entre as estirpes foram escolhidas como
alvo do silenciamento: sequéncias dos dominios MET e RdRp2 do gene RdRp do RNAI
e do gene p/5 do RNA2, da linhagem SJP, uma vez que ¢ a linhagem prevalente no
cinturdo citricola. As constru¢des foram desenvolvidas no vetor pHairpin, no qual os
fragmentos virais foram inseridos no sentido antisenso e senso, separados por um intron,
que favorece a formagao do dsRNA (hairpin). As unidades transcricionais 35S-antisenso-
intron-senso-tNos foram inseridas no vetor bindrio pCAMBIA2300 e posteriormente
transformadas em Agrobacterium tumefaciens GV3101. Trinta e oito linhas de
Arabidopsis thaliana transgénicas foram obtidas mediante a transformagao por floral dip
(eficiéncia de transformacao 0,07%-0,49%). Seis plantas T; de treze linhagens foram
infestadas com acaros B. yothersi viruliferos para CiLV-C estirpe SJP. Apos 12 dias, a
carga viral nas folhas infestadas foi avaliada por RT-qPCR com sondas de hidrélise

especificas para o gene RdRp viral. Em seis linhas transgénicas (trés RdRp-hp, uma MET-



hp e duas p15-hp) evidenciou-se reducdo na carga viral de 94,5-100% (p<0,05), em quatro
linhas (uma RdRp, duas MET-hp e uma p15-hp) de 61-76,7% e em duas linhas p15-hp as
cargas virais foram menos drasticamente reduzidas (35,8% e 14,4%) com relagdo as
observadas nas plantas selvagens. Um tunico evento transgénico (pl5-hp) apresentou
aumento de 16% no acimulo viral quando comparado com plantas ndo transformadas, no
entanto ndo houve diferenga estatistica deste evento com as plantas selvagens. Os
resultados em arabidopsis, hospedeira experimental tanto do virus quanto do vetor,
confirmam que a abordagem da induc¢do do SGpT contra o CiLV-C ¢ viavel para o

controle da infecgdo por esse kitavirus.

Palavras-chave: transformacdo genética, virus transmitido por Brevipalpus, Cilevirus,

resisténcia antiviral, Kitaviridae



ABSTRACT

PEREIRA, Laura Rossetto. Induction of post-transcriptional gene silencing for
resistance against citrus leprosis virus C, the main causal agent of citrus leprosis.
Thesis (Masters in Plant and Animal Health, Food and Environmental Safety in the
Agribusiness) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios,

Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Citrus leprosis (CL) is the main viral disease that affects Brazilian citriculture. Although
it is caused by several viruses transmitted by mites of the genus Brevipalpus, citrus
leprosis virus C (CiLV-C, Cilevirus leprosis), transmitted mainly by B. yothersi, is the
most relevant and predominant causal agent of CL in the country. Despite its high cost,
the control measures of CL have become ineffective due to interference with the use of
insecticides, availability of only a few different active ingredients, and the occurrence of
subpopulations of Brevipalpus mites resistant to the acaricides used. The induction of
gene silencing is a biotechnological alternative for the control of plant viruses through
the development of transgenic plants that express double-stranded RNA (dsRNA) with
sequences of the viral genome target. Aiming to explore this alternative against the two
CiLV-C strains found in commercial orchards, three regions with a high identity profile
between the strains were chosen as targets for silencing: sequences from the MET and
RdRp2 domains of the RdRp gene of RNA1 and from the p/5 gene of RNA2, from the
SJP strain, as it is the prevalent one in the Brazilian citrus belt. The constructs were
assembled in the pHairpin vector, in which the viral fragments were inserted in the sense
and antisense orientation, separated by an intron, which favors the formation of dsRNA.
The 35S-antisense-intron-sense-tNos transcriptional units were inserted into the
pCAMBIA2300 binary vector and subsequently transformed into Agrobacterium
tumefaciens GV3101. Through floral dip, a total of thirty-eight transgenic arabidopsis
plants were obtained (transformation efficiency of 0.07%- 0.49%). Six T, plants from
thirteen transgenic lines were challenged with viruliferous B. yothersi mites infected with
CiLV-C strain SJP for twelve days. The infested leaves were evaluated through RT-qPCR
to determine their viral accumulation with hydrolysis probes detecting the RdRp gene.
Statistical analyzes (p<0.05) showed a reduction in viral accumulation of 94-100% in six
transgenic lines (three RARp2-hp, one MET-hp and two p15-hp), 61-76.6% in four lines
(one RdRp2-hp, two MET-hp and one p15-hp) and 14.4-35.8% in two p15-hp lines



compared to the wild type plants. Only one transgenic event (pl15-hp) exhibited an
increase in viral accumulation of 16% compared to the wild type, although there was no
statistical difference between them. Therefore, the induction of PTGS against CiLV-C is

viable for controlling CL, at least in its experimental host.

Keywords: genetic transformation, Brevipalpus-transmitted viruses, Cilevirus, antiviral

resistance, Kitaviridae
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1 INTRODUCAO

O Brasil lidera o ranking mundial de produgdo de laranja doce (Citrus x sinensis
(L.) Osbeck) e ¢ responsavel por % da exportacdo mundial de suco de laranja (Foreign
Agriculture Service/EUA, 2024). Em 2022, aproximadamente 17 milhdes de toneladas
da fruta foram colhidas no pais (IBGE, 2022), principalmente nos 400 mil hectares do
cinturdo citricola de Sdo Paulo e Triangulo Mineiro (SP-MG). No cinturdo citricola, a
safra de 2023/24 foi encerrada com 307,22 milhdes de caixas de 40,8 kg de laranja
produzidas (FUNDECITRUS, 2024). Além de condi¢des climaticas adversas cada vez
mais frequentes, como longos periodos de estiagem e altas temperaturas, a produtividade
da agroindustria citricola é ameacada por pragas e doencas que colocam em risco a sua
sustentabilidade.

A Leprose dos Citros (LC) ¢ a principal doenga de etiologia viral que afeta a
citricultura brasileira (Bassanezi et al., 2019; Ramos-Gonzalez et al., 2018). A doenga
esta distribuida por todo o territdrio nacional e em diversos paises da América Latina e
na Africa do Sul (Bastianel et al., 2010; Cook et al., 2019; Freitas-Astaa et al., 2018). A
LC ¢ evidente nos ramos, folhas e frutos na forma de lesGes circulares cloroticas e/ou
necroéticas, que podem levar a queda prematura de folhas e frutos, o que compromete a
producao e até a vida util das plantas, e a depreciagao dos frutos (Moreira et al., 2022).

A doenga ¢ causada por diversos virus que pertencem a um grupo comumente
conhecido como virus transmitidos por acaros do género Brevipalpus (VTBs) (Freitas-
Astaa et al., 2018). Do ponto de vista taxondmico, os VIBs sdo classificados em trés
géneros: Dichorhavirus, da familia Rhabdoviridae, ordem Mononegavirales, (Dietzgen
etal., 2018) e Cilevirus e Higrevirus, ambos da familia Kitaviridae, ordem Martellivirales
(Olmedo Velarde et al., 2023; Quito-Avila et al., 2021; Ramos-Gonzalez et al., 2023;
Rodrigues, 2022).

Embora a LC seja produzida por diversos VIBs, o virus da leprose dos citros C
(CiLV-C, sigla do nome em inglés, Cilevirus leprosis), transmitido por B. yothersi e B.
papayensis (Nunes et al., 2018; Ramos-Gonzalez et al., 2016) ¢ o principal agente
etioloégico da doenga na América Latina e ¢ amplamente distribuido no Brasil (Chabi-
Jesus et al., 2021). O CiLV-C ¢ o virus com maior amplitude geografica dentre os
cilevirus e sua populacdo esta subdivida em trés linhagens. Os virus dessas trés linhagens
apresentam cerca de 85% de identidade nucleotidica e diferentes caracteristicas de

dispersdo geografica (Chabi-Jesus et al., 2021; Ramos-Gonzélez et al., 2016). Os virus

17



da linhagem CRD foram encontrados pela primeira vez em Cordeirépolis, SP (Locali-
Fabris et al., 2006) e os virus da linhagem SJP foram detectados inicialmente em Sao José
do Rio Preto, SP (Ramos-Gonzélez et al., 2016). A linhagem ASU foi caracterizada a
partir de uma Unica amostra herborizada coletada em 1937 na cidade de Assuncao,
Paraguai (Chabi-Jesus et al., 2021). Até o momento, ndo foram encontrados virus dessa
linhagem em amostras de campo. Os isolados da linhagem CRD estdo amplamente
distribuidos em pomares comerciais e ndo comerciais de citros pela América Latina
enquanto os isolados da linhagem SJP sdo prevalentes nas areas comerciais do cinturdao
citricola de Sdo Paulo e do tridngulo mineiro (Chabi-Jesus et al., 2021).

O manejo da LC tem se tornado uma grande preocupagio, sobretudo para a regido
do cinturdo citricola brasileiro, que ¢ a maior regido produtora de laranja do mundo
(Moreira et al., 2022). Embora existam diversas praticas culturais sugeridas para o seu
manejo, o controle da doenga ¢ feito quase que exclusivamente pela aplicagdo de
acaricidas (Bassanezi et al., 2019). O controle quimico dos acaros Brevipalpus no
cinturdo citricola de Sdo Paulo e no tridngulo mineiro custa em média US$ 54
milhdes/ano (Bassanezi et al., 2019). A escassa disponibilidade de principios ativos
dificulta o programa de rotagdo de acaricidas cujo principal objetivo ¢ evitar a sele¢do de
populagdes resistentes (Bassanezi, 2018; Moreira et al., 2022; Vechia et al., 2022). A
identificacao de subpopulagdes de Brevipalpus resistentes a diferentes acaricidas ja foi
relatada (Campos & Omoto, 2002; Franco et al., 2007; Rocha et al., 2021). O controle
através de acaricidas apresenta outra dificuldade: a mistura de acaricidas e inseticidas no
mesmo tanque de pulverizagdo pode diminuir a eficacia dos acaricidas (Della Vechia et
al., 2018, 2019, 2023). Assim, os métodos utilizados para o manejo da LC através do
controle do &caro vetor tém se tornado invidveis, demonstrando a importancia de
investigar outras abordagens.

Uma alternativa para o controle de fitovirus ¢ através da expressao transgénica de
fragmentos virais que induzem mecanismos de defesa da planta, como o silenciamento
génico (Taliansky et al., 2021). Além de ser um mecanismo de controle da expressao
génica, o silenciamento génico pos-transcricional funciona como a principal arma da
resposta antiviral em plantas (Yang & Li, 2018). A endonuclease Dicer reconhece RNA
de fita dupla (dsRNA, do termo em inglé€s double stranded RNA) e, a partir dele, produz
RNA de pequeno tamanho interferente (siRNA). A proteina Argonauta se associa ao

siRNA, formando o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, sigla do termo
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em inglés). O complexo tem como alvo o mRNA complementar ao RNA guia (uma das
fitas do siRNA que permanece no complexo) e intermedeia a degradacdo de maneira pos-
transcricional do RNA viral ou pode inibir a tradu¢@o de genes endogenos (regulacio da
expressao génica mediante microRNA) (Jin et al., 2022).

As estratégias baseadas na indugdo do silenciamento génico pds-transcricional
(SGpT) para o controle da replicacdo de virus podem ser implementadas mediante a
producdo de plantas transgénicas. A planta pode pré-estabelecer uma barreira contra a
infecc¢do viral produzindo siRNA derivados do dsRNA expressado de forma ectopica e
induzir a degradacdo de genes virais ou, ainda, de fatores de suscetibilidade da propria
planta (Deng et al., 2022). No entanto, a eficiéncia da estratégia de indugdo de SGpT para
a reducdo ou inibicdo da infec¢do viral depende da regido do genoma viral que sera
utilizada como alvo do silenciamento (Akbarimotlagh et al., 2023; Mohamed et al., 2022).

Com o intuito de explorar o potencial da inducdo do silenciamento génico como uma
alternativa para o controle da leprose dos citros, este trabalho visa avaliar a expressao de
moléculas de RNA do tipo hairpin (hpRNA) contendo diferentes fragmentos do genoma

de CiLV-C em Arabidopsis thaliana transgénica para a analise da resisténcia induzida.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Cultura de laranjeira doce (Citrus x sinensis) no Brasil

O Brasil ¢ o maior produtor de laranja doce e exportador de suco de laranja
concentrado do mundo (Foreign Agriculture Service/EUA, 2024). A producdo total da
safra de 2023/24 foi de 307,22 milhdes de caixas (FUNDECITRUS, 2024) e apenas o
cinturdo citricola (regido centro-norte de Sdo Paulo e tridngulo mineiro) € responsavel por
mais de 60% da producdo brasileira. Ainda assim, os pomares nacionais sao
negativamente impactados por inimeros fatores bidticos e abiodticos que reduzem a
qualidade e a produ¢do dos frutos. A safra de 2022/23 teve uma das maiores taxas de
queda prematura de frutos ja registrada, aproximadamente 20% em mais de dez
variedades de laranjas diferentes (Fundecitrus, 2023). Condicdes climaticas adversas,
danos causados por maquinas, e pragas e doengas estdo entre as principais causas desse

problema.
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2.2 Historico e impacto da leprose dos citros na citricultura no Brasil

A leprose dos citros (LC) destaca-se como a principal doenca de etiologia viral
que acomete a citricultura nacional (Bassanezi et al., 2019; Ramos-Gonzalez et al., 2018).
A doenca foi relatada pela primeira vez na Florida, EUA, em 1907 (Fawcett, 1911) e
identificada no Brasil em 1931, em Sdo Paulo (Bitancourt, 1934). A LC encontra-se
amplamente disseminada pelo territdrio nacional, além de estar presente em varios paises
da América Latina e na Africa do Sul (Bastianel et al., 2010; Cook et al., 2019; Freitas-
Astla et al., 2018). Seus sintomas sdo evidentes nos ramos, folhas e frutos na forma de
lesdes localizadas circulares cloréticas e/ou necrdticas (Fig. 1A), que causam redugdo do
valor comercial dos frutos e podem levar a queda prematura de folhas e frutos,
comprometendo a produgao e a vida util das plantas (Moreira et al., 2022). Em 2004, um
dos periodos mais criticos da doenga, mais de 50% das laranjeiras dos pomares comerciais

do estado de Sdo Paulo apresentavam sintomas da LC (Bassanezi, 2004).

Figura 1: A. Lesdes anelares cloroticas e necroticas em folhas, frutos e ramos de laranjeira doce
(Citrus x sinensis (L.) Osbeck), tipicos da leprose dos citros causada pelo virus da leprose dos
citros C (CiLV-C, sigla do nome em inglés, Cilevirus leprosis). Fotos: arquivo pessoal. B.
Microscopia eletronica de varredura de Brevipalpus yothersi, vetor do CiLV-C (Foto: Tassi et al.,

2017).

Quase 5% dos gastos de manuten¢do de um pomar de laranjeiras doces sdo gastos
com o controle quimico dos acaros para evitar a depreciacdo dos frutos e seca dos ramos
(Bassanezi, 2017). Ainda assim, a taxa de queda prematura associada a LC tem

aumentado, variando de 1,99% a 2,83% do total produzido nas ultimas duas safras
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(Fundecitrus, 2023), o que, no total, representa quase 14 milhdes de caixas de 40,8 kg e

perda de até US$ 60 milhdes (Moreira et al., 2022).

2.3 Virus transmitidos por acaros do género Brevipalpus causadores da leprose dos
citros

A LC ¢ causada por diversos virus transmitidos por adcaros do género Brevipalpus
(VTBs) (Freitas-Astua et al., 2018). Além de causar doengas em laranjeiras, os VTBs
afetam outras culturas de interesse econdmico como o cafeeiro, o maracujazeiro e
diversas plantas ornamentais, como orquideas (Kitajima et al., 2003, 2010). Os VTBs sao
classificados em trés géneros: Dichorhavirus, da familia Rhabdoviridae, ordem
Mononegavirales (Dietzgen et al., 2018), e Cilevirus e Higrevirus, da familia Kitaviridae,
ordem Martellivirales (Olmedo Velarde et al., 2023; Quito-Avila et al., 2021; Rodrigues,
2022). Os dichorhavirus sdo virus de RNA com o genoma dividido em duas moléculas
de fita simples e sentido negativo que se replicam no nucleo das células hospedeiras
(Dietzgen et al., 2018). J4 os cilevirus e higrevirus apresentam, respectivamente, duas e
trés moléculas de RNA de fita simples e sentido positivo e se replicam no citoplasma das
células hospedeiras (Ramos-Gonzalez et al., 2023).

Ao menos quatro dichorhavirus causam sintomas de leprose em citros. O virus da
leprose dos citros N (CiLV-N, sigla do nome em inglés, Dichorhavirus leprosis),
transmitido por B. phoenicis sensu stricto (Ramos-Gonzalez et al., 2017) e o virus da
mancha clorotica dos citros (CiCSV, Dichorhavirus citri), transmitido por B. yothersi e,
possivelmente, B. aff. yothersi (Chabi-Jesus et al., 2018), ocorrem esporadicamente em
areas marginais de producdo de citros no Brasil. Enquanto o CiLV-N ¢ encontrado em
areas com temperaturas mais amenas e maior altitude dos estados SP e PR, o CiCSV foi
detectado apenas no PI. No sul do Brasil, nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, outro dichorhavirus foi relatado infectando citros e causando sintomas similares aos
de LC. O virus da mancha brilhante dos citros (CiBSV, Dichorhavirus australis) é
transmitido por B. azores e foi detectado apenas em pequenos pomares de laranjeira doce
(Chabi-Jesus et al., 2023). Estirpes do virus da mancha da orquidea (OFV, Dichorhavirus
orchidaceae), transmitido por B. californicus (Kondo et al., 2003) foram encontradas
infectando naturalmente diversas espécies de citros na Colombia, no México, na Africa
do Sul e no Havai (Cook et al., 2019; Cruz-Jaramillo et al., 2014; Olmedo-Velarde et al.,

2021; Roy et al., 2014). Apesar de OFV ocorrer em orquideas no Brasil, o virus ndo esta
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presente em pomares de citros, provavelmente devido a auséncia do vetor nessa
hospedeira (Ramos-Gonzalez et al., 2017).

Dentre os cilevirus, apenas dois virus causam LC. O virus da leprose dos citros
C2 (CiLV-C2, Cilevirus colombiaense), transmitido por B. yothersi, foi relatado em citros
apenas na Colombia (Roy et al., 2013). O virus da leprose dos citros C (CiLV-C, C.
leprosis), transmitido naturalmente por B. yothersi e experimentalmente por B.
papayensis (Nunes et al., 2018; Ramos-Gonzélez et al., 2016), ¢ o principal agente
etiologico da LC na América Latina, encontrando-se amplamente distribuido no Brasil
(Chabi-Jesus et al., 2021). Uma vez adquirido durante qualquer fase ativa do 4caro (larva,
protoninfa, deutoninfa e adulto) (Tassi et al.,, 2017), o CiLV-C possivelmente se
movimenta de maneira paracelular no vetor (Tassi et al., 2022), onde se replica
provavelmente em cé¢lulas especificas, ainda ndo identificadas (Ramos-Gonzalez et al.,

2023; Tassi et al., nao publicado).

2.4 CiLV-C e a epidemiologia da leprose dos citros

CiLV-C ¢ o virus com maior dispersdao geografica dentre os cilevirus e afeta
principalmente as laranjeiras doces e, em menor grau, outras espécies e/ou hibridos de
citros, exceto os limoeiros (C. limon (L.) Osbeck), as limas comuns (C. aurantifolia
(Christm.) Swingle), limas acidas (C. /atifolia (Yu. Tanka) Tanaka), laranjeiras azedas
(C. aurantium (L.)) e toranjas (C. x paradisi Macfad.), que sdo considerados resistentes
(Bastianel et al., 2008, 2018; Freitas-Astia et al., 2008). O CiLV-C também infecta
naturalmente a ruticea Swinglea glutinosa (Blanco) Merr., com relatos na Colombia
(Leon et al., 2008), e trapoeraba (Commelina benghalensis L.), uma monocotiledonea
comumente encontrada em pomares de citros no Brasil (Nunes et al., 2012). Na Colémbia
diversos relatos indicam a infec¢ao natural de CiLV-C em hibisco (Hibiscus rosa-sinensis
L.), cicas (Cycas spp. L.), cana-da-india (Canna indica L.), Dieffenbachia (Jacq.) Schott
sp. e orelha de elefante (4locasia macrorrhiza (L.) G. Don) (Leo6n et al., 2023). Nao ha
movimentag¢do sistémica do virus nas plantas hospedeiras (Freitas-Astaa et al., 2018).

O CiLV-C possui particulas envelopadas em formato baciliforme e genoma
bissegmentado com cauda de poli A no extremo 3’ (Locali-Fabris et al., 2006). O primeiro
segmento gendmico do CiLV-C (RNA1, ~9kb) engloba dois quadros abertos de leitura
(ORFs, do termo em inglés Open Reading Frames): RdRp e p29. RdRp ¢ a maior ORF

dos segmentos genomicos de CiLV-C e codifica os dominios metiltransferase, helicase e
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RdRp2 enquanto a p29 codifica a proteina do capsideo (Ramos-Gonzalez et al., 2023). O
RNA2 (~5kb) ¢ composto por quatro ORFs: pl5, p61, p32 e p24. A ORF pl5 codifica
uma proteina com possivel fungdo de supressdo de silenciamento génico (Leastro et al.,
2020), e ¢ separada da ORF p61 pela regido intergénica, de 0.8-1kb, onde pequenas ORFs
podem ser encontradas em alguns membros do género Cilevirus (Quito-Avila et al., 2021;
Ramos-Gonzalez et al., 2020, 2021). As ORFs p61 e p24 codificam proteinas estruturais
do virion, sendo a P61 uma provéavel glicoproteina viral (Arena et al., 2020). A ORF p32
codifica a proteina de movimento (MP), que ¢ membro da superfamilia 30K (Leastro et
al., 2021).

A populagdo do CiLV-C esta subdividida em trés linhagens. Os virus dessas trés
linhagens apresentam cerca de 85% de identidade nucleotidica e diferente dispersao
geografica (Chabi-Jesus et al., 2021; Ramos-Gonzalez et al., 2016). Os virus da linhagem
CRD foram inicialmente detectados em Cordeiropolis, SP, (Locali-Fabris et al., 2006) e
os da linhagem SJP em Sao José¢ do Rio Preto, SP (Ramos-Gonzalez et al., 2016). A
linhagem ASU foi caracterizada a partir de uma amostra herborizada coletada em 1937
na cidade de Assuncdo, Paraguai (Chabi-Jesus et al., 2021). Os isolados da linhagem CRD
estdo amplamente distribuidos em pomares comerciais e ndo comerciais de citros pela
América Latina enquanto isolados da linhagem SJP se mantém restritos as areas
comerciais do cinturdo citricola de Sao Paulo e do tridngulo mineiro, onde sdo prevalentes
(Chabi-Jesus et al., 2021). A presenca de isolados da linhagem ASU em amostras

contemporaneas ¢ desconhecida.

2.5 Acaros do género Brevipalpus e o controle da leprose dos citros

O género Brevipalpus (Acari: Tenuipalpidae) abrange em torno de 300 espécies
validas de acaros fitofagos (Castro et al., 2020), das quais menos de uma dezena foram
identificadas como vetores de fitovirus (Chabi-Jesus et al., 2023; de Lillo et al., 2021;
Olmedo Velarde et al., 2023; Ramos-Gonzalez et al., 2023). Em geral, os Brevipalpus sao
polifagos, cosmopolitas e colonizam diversas culturas de importancia econdmica, entre
elas citros, café e maracuja (Freitas-Asta et al., 2018; Kitajima et al., 2003, 2010) .
Algumas espécies de Brevipalpus sao haploides durante todo o seu ciclo de vida, se
reproduzem a partir de partenogénese telitoca e seus adultos sdo em maioria fémeas
devido a presenca de uma bactéria endossimbionte denominada Cardinium spp. (Alberti

et al., 2014; Weeks et al., 2001). No conjunto, os acaros do género Brevipalpus sao
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considerados uma praga de alto risco fitossanitario (MAPA, 2022), devido ao seu papel
como vetor de fitovirus. Entre as espécies do género, B. yothersi Baker (Fig. 1B) ¢ a mais
comum em pomares de citros do Brasil e a principal vetora de CiLV-C (Ramos-Gonzalez
et al., 2016).

Diversas praticas culturais sdo recomendadas para o manejo da LC em campo.
Entre elas estdo a poda de plantas sintomaticas, o uso de cercas vivas/quebra-ventos e a
eliminacdo de plantas hospedeiras alternativas dos acaros e do virus para evitar a entrada
do vetor nos pomares de citros e reduzir possiveis fontes do virus (Bassanezi, 2004). No
entanto, devido ao papel preponderante do vetor para a disseminacdo da LC em campo,
o manejo da doenga ¢ feito quase que exclusivamente através do monitoramento da
populacdo dos acaros e da aplicacdo de acaricidas (Bassanezi et al., 2019).

O controle quimico dos acaros Brevipalpus no cinturdo citricola de Sao Paulo e
no triangulo mineiro custa em média US$ 54 milhdes/ano (Bassanezi et al., 2019), com
poucas opcdes de acaricidas para a citricultura (Vechia et al., 2022). A escassa
disponibilidade de principios ativos apresenta um desafio ao programa de rotagdo de
acaricidas, cujo principal objetivo é prevenir a selecdo de populacdes resistentes
(Bassanezi, 2018; Moreira et al., 2022). Subpopulagdes de Brevipalpus resistentes ao
espirodiclofeno, principal acaricida utilizado contra a LC, e ao propargite e hexitiazox, ja
foram relatadas (Campos & Omoto, 2002; Franco et al., 2007; Rocha et al., 2021).

O controle de outras doencgas que afetam a cultura de laranja também pode
interferir no controle da LC. A utilizacdo de inseticidas para o controle do psilideo
(Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae)), vetor da bactéria Candidatus Liberibacter spp.,
causadora do HLB, tem intensificado cada vez mais devido a alta incidéncia do HLB em
pomares de citros (Alquezar et al., 2022). A mistura de acaricidas e inseticidas no tanque
de pulverizagdo, uma a¢do que tem como finalidade a reducdo dos custos de aplicagao,
pode diminuir a eficacia dos acaricidas (Della Vechia et al., 2018, 2019, 2023), o que
pode resultar em maiores populacdes de acaros. Além disso, a populagdo de predadores
naturais de Brevipalpus pode ser afetada pelo uso de acaricidas (Silva et al., 2009;
Andrade et al., 2010; Sarbaz et al., 2017; Silva et al., 2011) e de inseticidas (Della Vechia
et al., 2019; Fuzita et al., 2014; Silva et al., 2012). Assim, os métodos utilizados para o
manejo da LC através do controle do acaro vetor tem se tornando invidveis, demonstrando

a importancia de investigar outras abordagens.
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2.6  Alternativas para o controle de doencas virais em citros, com foco na leprose dos

citros

2.6.1 Melhoramento genético tradicional

Diversas alternativas promissoras podem ser exploradas para o manejo eficaz e
sustentavel de doengas virais em plantas. A sele¢do de variedades resistentes por meio do
melhoramento genético pode ser uma estratégia eficiente para reduzir a suscetibilidade
das plantas a essas doencas. A possibilidade de programas de melhoramento genético para
obtenc¢do de variedades citricas resistentes a LC por métodos tradicionais de cruzamento
tem sido abordada (Bastianel et al., 2006, 2008; Freitas-Astta et al., 2008). Dentre as
variedades citricas, a laranjeira doce ¢ considerada a mais suscetivel enquanto tangerinas
(C. reticulata) e hibridos demonstram maior nivel de resisténcia a LC (Bastianel et al.,
2006, 2008).

A exploragdo de genotipos de citros resistentes a LC pode contribuir para o
entendimento sobre a existéncia de potenciais genes de resisténcia que auxiliariam no
desenvolvimento de hibridos resistentes a LC. As lesdes causadas por CiLV-C sdo o
resultado de uma interagdo incompativel, o que levanta a hipotese da presenca de um gene
de resisténcia R. A presenga desse gene, por sua vez, desencadearia uma resposta de
hipersensibilidade (HR), que ocorre de maneira especifica da espécie hospedeira ao
patdgeno. Entretanto, a HR desencadeada por CiLV-C ¢é observada em diversas
hospedeiras, sugerindo que a indu¢dao de HR ¢ possivelmente mediada por mecanismos
que nao envolvem a expressao de genes R (Arena et al., 2020). As analises realizadas por
QTLs (Quantitativa trait loci) em diversos hibridos citricos demonstraram que poucos
genes estdo associados a resisténcia a LC e evidenciaram a auséncia de gene R associado
a resisténcia ao CiLV-C em diversos hibridos citricos (Bastianel et al., 2006).

A aplicacdo do melhoramento genético por meio do cruzamento controlado
encontra diversas dificuldades em citros, devido a caracteristicas bioldgicas inerentes as
espécies (Gmitter & Talon, 2008). Estas dificuldades incluem ciclo juvenil prolongado, a
presenca de embrides nucelares (apomixia nucelar), incompatibilidade e esterilidade
sexual, além de alta heterozigose. Ademais, o conhecimento sobre a heranga de muitas
caracteristicas de interesse agrondOmico nas espécies citricas € limitado (Machado et al.,
2011; Oliveira et al., 2014). Estes fatores encarecem os programas de melhoramento

genético de citros, exigem grandes areas para a avaliacao dos hibridos em campo e podem
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ser processos complexos com relativamente baixo potencial de sucesso (Gmitter & Talon,

2008; Oliveira et al., 2014).

2.6.2 Controle biologico de Brevipalpus spp.

Outra possibilidade para promover um controle mais sustentavel da LC € por meio
da utilizacdo de organismos benéficos, como predadores naturais, para limitar a
populagdo do acaro vetor e, consequentemente, mitigar a disseminag¢ao da doenca. O
controle bioldgico com acaros predadores tem sido estudada com foco em Neoseiulus
californicus e N. longispinosus (Acari: Phytoseiidae), Agistemus brasiliensis (Acari:
Stigmaeidae), Amblyseius largoensis (Acari: Phytoseiidae), Hemicheyletia bakeri (Acari:
Cheyletidae), Euseius citrifolius e E. concordis (Acari: Phytoseiidae) (Argolo et al., 2020;
Da Silva et al., 2015; Hesketh & Sato, 2023). Entretanto se desconhece a eficiéncia
econdmica do controle biolégico de Brevipalpus por meio de acaros predadores em
condi¢des de campo. Os fungos entomopatogénicos Isaria fumosorosea € Beauveria
bassiana apresentaram potencial como agentes de controle bioldgico de B. phoenicis
adultos em laboratério (Conceschi, 2013). O bioinseticida Challenger ¢ composto por /.
fumosorosea (CEPA ESALQ 1296), desenvolvido para o controle do psilideo dos citros
(D. citri), e foi relatado com até 90,5% de eficiéncia na mortalidade de B. yothersi
(Koppert, 2020; Rossi, 2022). A aplicacdo de acaros predadores em conjunto com os
fungos entomopatogénicos B. bassiana e Metarhizium anisopliae evidenciou uma
alternativa para o controle bioldgico que garantiu uma maior mortalidade de B. yothersi
em condi¢do de laboratorio em comparacao com a utilizacao de apenas acaros predadores
(Véazquez-Benito et al., 2022). No entanto, ndo hd dados consistentes disponiveis de

ensaios de campo.

2.6.3 Protecdo cruzada

A protegdo cruzada refere-se a capacidade de uma planta de adquirir resisténcia a
um virus severo por meio da exposi¢ao controlada a uma estirpe menos severa do mesmo
virus (Gal-On & Shiboleth, 2006). A aplicagdo pratica mais notavel da utilizagdo da
protecdo cruzada, também conhecida como pré-imunizagdo, ocorre na citricultura para o
controle da tristeza dos citros, causada pelo virus da tristeza dos citros (CTV, sigla do
nome em inglés, género Closterovirus) mediante a utilizacdo de variantes atenuadas

(menos severas) desse virus (Folimonova et al., 2020). Citricultores utilizam isolados
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atenuados de CTV para proteger a cultura dos citros na Australia, na Africa do Sul, no
Peru e no Brasil (Folimonova et al., 2020). A protecao acontece na medida que existe
uma identidade genética entre a variante atenuada do CTV e o isolado mais severo ao
qual se busca protecao (Folimonova, 2013). No entanto, nao ¢ possivel aplicar a protegao
cruzada contra CiLV-C uma vez que esse virus nao ¢ sist€mico e ndo existem relatos

sobre a existéncia de estirpes menos severas do patdogeno.

2.6.4 Edicao génica

A edigdo genética por meio do sistema CRISPR/Cas (clustered regularly
interspaced shot palindromic repeats) ¢ uma outra abordagem para o desenvolvimento
de plantas resistentes a doengas virais. CRISPR/Cas ¢ um mecanismo de defesa
procaridtico, originalmente evoluido para combater plasmideos e virus de DNA, que tem
sido utilizado para a edi¢do génica em organismos eucaridticos (Liu et al., 2022). O
sistema inclui a proteina endonuclease Cas e um RNA guia tnico (sgRNA), que contém
uma sequéncia de 20 nucleotideos (nts) responsavel por direcionar a clivagem de fita
dupla do DNA na regido complementar. A reparagdo desse corte pela maquinaria celular
resulta em dele¢des ou inser¢des que podem levar a desativagao do gene alvo. Além disso,
o sistema CRISPR também pode ser direcionado para RNA, levando a clivagens em fita
simples (Price et al., 2015; Zhang et al., 2019). Essa descoberta possibilitou a utilizacdo
do CRISPR tanto no direcionamento ao DNA ou RNA viral quanto na inativacao de genes
“provirais” da planta hospedeira, que sdo essenciais para a infec¢do viral (Cao et al., 2020;
Khan et al., 2022).

A aplicagdo do sistema CRISPR/Cas para combater infecgdes virais nao esta isento
de algumas desvantagens. A indu¢do deliberada de mutagdes nos genomas virais podem
contribuir para a evolucao acelerada de virus, que poderiam ser capazes de contornar a
resisténcia gerada uma vez que mutagdes e recombinagdes sao 0s principais mecanismos
de evolucao de virus (Mehta et al., 2019; Robertson et al., 2022). Mutagdes geradas a
partir do sistema CRISPR-Cas falharam em diminuir a acumulac¢io do virus do mosaico
da mandioca africana (ACMV, género Begomovirus) e foi observado que 33-48% dos
genomas editados desse virus desenvolveram uma mutacdo que conferiu resisténcia a
edi¢do (Mehta et al., 2019). Para evitar esse risco, uma estratégia ¢ direcionar a edi¢do
génica para multiplos alvos no genoma viral, com o objetivo de evitar o surgimento de

novas estirpes virais, como foi demonstrado para o virus da ondulagao da folha de pimenta
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(ChiLVC, género Begomovirus) (Khan et al., 2022; Roy et al., 2019). Entretanto essa
abordagem exige a expressdo constitutiva dos componentes do sistema CRISPR em
plantas transgénicas (Robertson et al., 2022). Assim, apesar de as plantas editadas nao
estarem sujeitas as mesmas restrigoes regulatorias dos organismos geneticamente
modificados (OGMs), plantas resistentes a infec¢des virais desenvolvidas por meio do
CRISPR podem estar sob regulamentagdes de OGMs, o que a coloca a par das outras
tecnologias envolvendo transgénicos (Taliansky et al., 2021).

As exploragdes do sistema CRISPR contra virus de RNA tém sido empregadas
através da edigdo de fatores provirais dos hospedeiros, como fatores de transcrigdo e
genes de suscetibilidade (Khan et al., 2022). No caso do patossistema LC, a mutagdo de
genes de suscetibilidade na planta hospedeira mediante CRISPR enfrenta um desafio
adicional que ¢ a falta de conhecimento sobre qual gene ao ser modificado poderia reduzir
a susceptibilidade ao CiLV-C sem afetar o desenvolvimento da planta. Além disso, esse
processo pode ser custoso e demorado em plantas perenes, dado que seria necessario
selecionar plantas geradas a partir de gametas sem os componentes do sistema CRISPR
(Kalinina et al., 2020).

Alternativamente, uma descoberta recente na edicdo mediada por CRISPR/Cas13
demonstrou que na auséncia da Cas13, o RNA guia (gRNA) pode provocar redugdes na
acumulagdo do RNA viral e endogeno da planta (Sharma et al., 2022). Esse mecanismo,
denominado silenciamento génico induzido por guia (GIGS, em inglés), depende da
similaridade de sequéncia do gRNA e do RNA alvo, e funciona de maneira analoga a via
de RNA1 (item 2.7). Essa abordagem para resisténcia ao grapevine virus A (GVA, género
Vitivirus) foi explorada em plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana, que
apresentaram menor carga viral (Spencer et al., 2023). Essa descoberta pode fornecer um
novo caminho para interferéncia de infec¢do viral em planta (Sharma et al., 2022). No
entanto, do ponto de vista do seu mecanismo de a¢do, € similar a indugao do silenciamento
génico, o qual tem sido demonstrado que possui a maior eficiéncia, gerando até
imunidade, quando ¢ induzido por moléculas de dsRNA (Fusaro et al., 2006; Smith et al.,

2000; Taliansky et al., 2021).
2.7 Silenciamento génico pds-transcricional e sua aplicacdo em campo
A obtencdo de plantas resistentes a infeccdes virais pode ocorrer mediante

silenciamento génico pos-transcricional (SGpT), também conhecido como RNA
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interferente (RNA1). Observado inicialmente em plantas (Kasschau & Carrington, 1998;
Napoli et al., 1990), o RNAi ¢ um mecanismo de regulacdo génica extremamente
conservado entre eucariotos ao nivel transcricional e pos-transcricional. O SGpT funciona
como a principal arma de resposta antiviral em plantas (Yang & Li, 2018). Este
mecanismo envolve o reconhecimento de RNA de fita dupla (dsRNA), que ¢ clivado em
pequenos RNAs interferentes de 20-24 nts (siRNA) por proteinas Dicer. Associados as
proteinas Argonauta, os siRNAs formam o complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC, do termo em inglés RNA induced silencing complex), que degradam as moléculas
de RNA, incluindo as de origem viral, ou inibem a tradu¢do do mRNA. A regula¢do da
expressao de genes endogenos mediante o SGpT depende da producdo de microRNA,
que se originam mediante a degradagao por Dicer dos pré-microRNA, expressos a partir
de genes MiRNA. A regulacio da expressdo génica mediada pelo mecanismo de
silenciamento também pode ocorrer a nivel transcricional (Jin et al., 2022).

Em arabidopsis existem quatro proteinas endonuclease Dicer (DCL1-4). Elas
pertencem a familia de proteinas RNase III e possuem dominios para ligagdo a dsRNA,
helicase, RNaselll e PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) (Parent et al., 2015). DCL1 e DCL3
estdo associadas com o silenciamento pds-transcricional de genes enddégenos mediante
miRNA e com a metilacio de DNA que condiciona o silenciamento transcricional,
respectivamente, ¢ DCL2 e DCL4 sdo as principais atuando na defesa antiviral (Boucheé
et al., 2006; Fusaro et al., 2006). O dsRNA viral ¢ reconhecido através do dominio PAZ
da DCL2-4 e clivado pelo dominio RNaselll, gerando siRNAs de 21-24 nts. Uma das
fitas do siRNAs (fita antisenso, guia) ¢ incorporada por proteinas Argonautas para formar
o RISC enquanto a outra (fita senso, passageira) ¢ degradada por endonucleases. As
proteinas AGOs possuem o dominio PAZ para ligagao a fita guia do siRNA e o dominio
PIWI que catalisa a clivagem do mRNA complementar a fita guia (Zhang et al., 2015).
As fitas de RNAs clivadas sdo posteriormente degradadas por exoribonuclases. No
genoma de arabidopsis sdo encontrados 10 genes AGOs, e a proteina AGO1 e AGO2 tém
como funcao principal a defesa antiviral por SGpT (Carbonell & Carrington, 2015). As
proteinas RDR (RNA polimerase dependente de RNA) desempenham um papel crucial
na biogénese de siRNA e na resposta antiviral (Dzianott et al., 2012; Musidlak et al.,
2017). No genoma de arabidopsis, seis genes codificadores de proteinas RDR foram

identificados. Dentre esses genes, RDR1 ¢ RDR6 sdo os principais atuando na defesa
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antiviral, através da produ¢ao de siRNAs e pela amplificagdo do silenciamento a partir
do siRNA (Garcia-Ruiz et al., 2010; Yoshikawa et al., 2021).

Estratégias baseadas na inducdo do SGpT para o controle da replicacdao viral
podem ser implementadas mediante a producdo de plantas transgénicas. Uma vez
transcritos ¢ formados os dsRNA, a planta pode pré-estabelecer uma barreira contra a
infeccao viral produzindo RISC com os siRNA derivados do dsRNA, que podem induzir
a degradagdo de genes virais ou de fatores de suscetibilidade da propria planta (Deng et
al., 2022). Construcdes génicas cujos transcritos se enovelam em formato de grampo
(hpRNA, do termo em inglés hairpin RNA) tém sido reconhecidas como os melhores
indutores para a producao de siRNA e, consequentemente, dos complexos RISC (Fusaro
et al., 2006; Smith et al., 2000). A eficiéncia da estratégia de indugdo de silenciamento
para a reducdo ou inibi¢do da infecc¢do viral também depende da regido do genoma viral
alvo do silenciamento (Akbarimotlagh et al., 2023; Mohamed et al., 2022; Oliver et al.,
2023).

O mecanismo de RNAi também pode ser ativado através da aplicacdo foliar de
dsRNA, o qual induz o SGpT, confere resisténcia a doencas e evita a utilizacao de plantas
transgénicas no campo. Essa estratégia, conhecida como SIGS (do termo em inglés, spray
induced gene silencing), pode ser uma alternativa de aplicacdo mais simples em
comparacdo com a criacdo de plantas transgénicas (Dalakouras et al., 2020; Rank &
Koch, 2021). Quando comparando diretamente com a induc¢do do silenciamento pela
hospedeira (do termo em inglés, HIGS), o SIGS demonstrou ser igualmente eficaz e, em
alguns casos, até mais eficiente, em condicdes de laboratdrio (Hofle et al., 2020; Koch et
al., 2019). No entanto, apesar das promissoras possibilidades do SIGS hé desafios a serem
superados para sua aplicacdo (Rank & Koch, 2021). Entre os obsticulos estdo a
instabilidade do dsRNA no ambiente, as diferentes nanoparticulas para entrega de
dsRNA, a absor¢cdo do dsRNA pela célula vegetal e a producao e custo em larga escala
das moléculas de RNA indutoras (Hoang et al., 2022; Jalaluddin et al., 2023; Mitter et al.,
2017).

O SGpT tem sido empregado no combate a doencas virais desde 1998, quando a
primeira planta de mamoeiro transgénica resistente a infec¢@o viral através do RNA1 foi
utilizada comercialmente (Gonsalves, 1998). Os eventos conhecidos como Rainbow e
SunUp, explorados comercialmente na atualidade, foram desenvolvidos para combater o

virus do mosaico do mamoeiro (PRSV, género Potyvirus), que causa a mancha anelar do
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mamoeiro e devastou grande parte da produgcdo de mamao no Havai, EUA, entre 1992-
1997. No Brasil, plantas transgénicas de feijdo-comum foram desenvolvidas para
combater a infeccdo pelo virus do mosaico dourado do feijoeiro (BGMYV, género
Begomovirus). Essas plantas produzem um hpRNA contendo um fragmento do gene AC1
do virus (Aragdo et al., 2013; Bonfim et al., 2007). Conhecido inicialmente como
Embrapa 5.1, o Feijao RMD (identificacdo atual) estd disponivel no mercado, o que
representa um dos exemplos mais recentes e bem-sucedidos da aplicacdo do SGpT contra

infeccdo viral através de plantas transgénicas (EMBRAPA, 2015; Souza et al., 2018).

2.7.1 Citrus resistentes a infec¢des virais pela inducdo do silenciamento génico

A utilizagao de RNAi em Citrus spp. tem sido explorada nos ultimos anos para o
controle de diversos patégenos (Goulin et al., 2019). A indu¢do de resisténcia contra o
virus da tristeza dos citros (CTV, género Closterovirus) em lima acida (C. aurantiifolia
(Christm.) Swingle) transgénica foi explorada com diversos tipos de indutores do
silenciamento, como sequéncias apenas no sentido senso, sequéncias antisenso € com
construcdes para expressdo de hpRNA (Fagoaga et al., 2006; Lopez et al., 2010; Soler et
al.,2011,2012). A resisténcia foi observada em algumas linhagens transgénicas associada
ao silenciamento génico pos-transcricional e ao silenciamento transcricional através da
metilagdo do transgene (Fagoaga et al., 2006; Lopez et al., 2010). Um maior nivel de
resisténcia e imunidade foi verificado pelo silenciamento induzido pela expressdo de
hpRNA com sequéncias dos genes p23, p23 e p20. As plantas modificadas geneticamente
nao desenvolveram sintomas virais apos infec¢dao e acumularam altos niveis de siRNAs
especificos ao genoma de CTV (Soler et al., 2012). Outros trabalhos demonstraram a
reducdo da acumulacdo viral e a recuperacdo da planta através da aplicagdo topica em
plantas selvagens infectadas com CTV de um dsRNA contendo sequéncias dos genes p20,
CP e p23 para induzir o SGpT (Borah et al., 2023). Por outro lado, a expressdo de hpRNA
com sequéncias do gene CP do virus da sorose dos citros (CPsV, género Ophiovirus) em
laranjeira doce transgénica também demonstrou o desenvolvimento de altos niveis de
resisténcia a infecgdo e até contra duas estirpes do virus (De Francesco et al., 2017; Reyes
et al., 2011). A utilizacdo de uma planta transgénica resistente ao CPsV como enxerto
intermediario entre o porta-enxerto e a copa nao transgénicos demonstrou que o sinal de

silenciamento gerado no tecido do enxerto intermedidrio induziu o silenciamento nos
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tecidos selvagens, garantido tolerancia e recuperagao a infecgao por CPsV (De Francesco

et al., 2020).

2.8 Transformagdo genética de Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana é uma planta modelo comumente utilizada em estudos de
interacdo patogeno-planta por possuir ciclo de vida curto e ser de pequeno tamanho
(Nishimura & Dangl, 2010). Além disso, a planta se desenvolve rapidamente o que, no
conjunto, facilita a andlise de um grande numero de individuos em espagos fisicos e
temporais limitados. A técnica de transformacdo genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens tem sido empregada com sucesso em arabidopsis, especificamente através
do método conhecido como floral dip (Clough & Bent, 1998). O método de transformagao
in planta em arabidopsis descrito inicialmente por Feldmann & Marks (1987) dispensa o
cultivo in vivo dos tecidos e a regeneracao das plantas, o que reduz o risco de variagdes
somaclonais e contribui para manter a estabilidade gendmica das plantas transgénicas
(Feldmann & Marks, 1987; Labra et al., 2004). A técnica floral dip inclui a imersdo das
inflorescéncias em uma suspensao bacteriana contendo o vetor de transformag¢ao com o
gene de interesse. A suspensdo contém também sacarose ou glicose para indugdo da
expressao dos genes vir de A. tumefaciens (Cangelosi et al., 1990). As proteinas VIR
direcionam a transferéncia do T-DNA (vetor de transformacdo) da agrobactéria ao nicleo
da célula vegetal, no caso, nos gametas femininos (Clough & Bent, 1998; Desfeux et al.,
2000).

A técnica floral dip ¢ a mais empregada na producao de arabidopsis transgénicas.
O método ¢ simples de implementar e resulta em dezenas de linhas transgénicas em um
curto periodo de tempo devido ao grande nimero de sementes produzidas pela planta
(Zhang et al., 2006). Por esses motivos ¢ preferido para o teste rapido na prova de conceito

de construcdes génicas.

3 OBIJETIVO GERAL
Avaliar a eficacia da inducao de resisténcia ao CiLV-C mediante a ativacao do
mecanismo de silenciamento génico pela expressao de moléculas do tipo hairpinRNA em

Arabidopsis thaliana transgénicas.
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3.1 Objetivos especificos

(1) Desenvolver construgdes genéticas com as unidades transcricionais que
expressam os hairpinRNA derivados do genoma de CiLV-C no vetor binario pPCAMBIA
2300;

(i1) Obter plantas transgénicas de A. thaliana com as constru¢des para expressar
hairpinRNAs derivados do genoma de CiLV-C mediante A. tumefaciens a partir da
técnica floral dip;

(ii1) Avaliar a eficacia da estimulacdo do SGpT para resisténcia a infeccdo de

CiLV-C mediante RT-qPCR.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Escolha das regides alvos no genoma de CiLV-C para as constru¢des de inducao
do silenciamento génico

Para desenvolver construgdes genéticas para a inducdo do mecanismo de RNAI
com alvo no genoma de CiLV-C foram identificadas as regides conservadas entre as
estirpes de CiLV-C. Para tanto, os perfis de identidade dos nucleotideos do RNA1 e do
RNA2 das trés estirpes virais (SJP - RNA1 KP336746, RNA2 KP336747; CRD - RNA1
NC008169, RNA2 NC008170; ASU - RNA1 MT554532, RNA2 MT554546) foram
avaliados no programa Simplot versdo 5.3.1 para identificar uma regido no genoma da
estirpe SJP conservada entre as trés estirpes. Os iniciadores para amplificar esses
fragmentos foram desenhados de forma que, além das regides especificas aos genes alvos,
na sua posicao 5’ apresentaram sitios de restricdo para facilitar a clonagem direcionada

dos amplicons (Tabela 1).
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Tabela 1: Iniciadores desenhados para a amplificagdo das regides gendémicas de CiLV-C SJP
escolhidas como alvo do silenciamento gé€nico: RdRp2, MET e pl5. Sitios de restrigdo
convenientemente adicionados ao iniciador estdo marcados em negrito e sublinhado. pb: pares de
bases.

Regido alvo em CiLV-  Sitio de restricdo ~ Tamanho do

Iniciador Sequéncias (5°-3")
CSJP inserido amplicon
GGGGTACCGGATC
hp RdRp2
5 CATCTCGACCTTGA 6270-6289 RNAI Kpnl/BamHI
CTTGGCT
567 pb
GCTCTAGAGCTCTG
hp RdRp2
3 GTGTCTTAGCATGTT 6788-6811 RNA1 Xbal/Sacl
CTGAAC
GGGGTACCGGATC
hp MET
5 CCTTTCTGGCTCAA 1055-1074 RNA1 Kpnl/BamHI
CGTCTGG
403 pb
GCTCTAGAGCTCAG
hp MET
3 CCCATTACGACCCT 1412-1431 RNA1 Xbal/Sacl
TGAA
GGGGTACCGGATC
hppl55 CGATTGAGTGGGAC 94-112 RNA2 KpnlBamH1
AGTTTC
370 pb
GCTCTAGAGCTCGG
hppl53° TCTTGACGACGCAT 417-437 RNA2 Xbal/Sacl
AATAC

4.2 Analise in silico dos fragmentos escolhidos para indu¢do do silenciamento génico
Andlises bioinformaticas com os fragmentos do genoma de CiLV-C estirpe SJP
presente nas construgdes para estimular o silenciamento génico foram conduzidas com o
proposito de identificar as regides alvo no genoma das outras estirpes virais ¢ da planta
A. thaliana. Essas anélises estimaram o grau de identidade dos possiveis siRNAs de 19 e
21 nucleotideos (nts) gerados a partir das construgdes desenhadas com regides homodlogas
nos genomas virais, o0 que garantiria uma prote¢do abrangente, e nos genomas das plantas
hospedeiras e do vetor, que representariam alvos nao desejados (off-target). Para as
analises foram utilizadas as ferramentas bioinformaticas dsCheck (Naito et al., 2005) e

si-Fi (siRNA-Finder) (Liick et al., 2019). Os fragmentos virais contidos nas construcdes
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genéticas foram avaliados pelo dsCheck, que permite a identificacdo de siRNAs de 19
nts. com até 2 disparidades (mismatch) contra o genoma de A. thaliana (RefSeq
GCF_000001735.4). A analise feita pelo si-Fi permite a identificacdo dos siRNAs totais
e eficientes, de 21 nts eficientes com 0-3 disparidades, contra uma base de dados
personalizada de acordo com os seguintes parametros: verificacdo do nucleotideo
terminal no extremo 5’ das duas fitas e selecdo da fita guia ou passageira pela estabilidade
termodinamica.

Além de alvos no genoma de 4. thaliana, os possiveis alvos dos siRNAs gerados a
partir do genoma do isolado SJP foram analisados contra 0o RNA1 e 0 RNA2 de CiLV-C
SJP (RNA1 KP336746, RNA2 KP336747), CRD (RNA1 NC008169, RNA2 NC008170)
e ASU (RNA1 MT554532, RNA2 MT554546) pela ferramenta si-Fi, assim como os
RNA1 e RNA2 de PfGSV (Cilevirus passiflorae; MK804171 e MK804172) e CiLV-C2
(Cilevirus colombiaense; JX000024 e JX000025). Os genomas de laranjeira doce (Citrus
x sinensis, GCF_022201045.2) e de B. yothersi (GCA_003956705.1) também foram
avaliados com a ferramenta si-Fi com os fragmentos de CiLV-C escolhidos como alvo do

SGpT.

4.3  Materiais vegetais utilizados

As sementes de Arabidopsis thaliana Col-0 selvagens (WT, do inglés wild type)
foram gentilmente disponibilizadas pela Prof.* Dr.* Maria Teresa Portes do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (IB-USP). A germinagdo das sementes € o
desenvolvimento inicial das plantas foram realizadas em uma mistura de substrato
(BioMix® Flores e Folhagens) e vermiculita (3:1) autoclavada e hidratada com solucao
nutritiva MS (Murashige & Skoog, Sigma-Aldrich) diluida em agua MilliQ (1/2x) em
vasos contendo ~10 sementes. Apos duas semanas de crescimento, as quatro plantas que
apresentavam o tamanho das folhas mais homogéneo e sem desenvolvimento de
inflorescéncias foram mantidas por vaso para posterior transformagdo genética por floral
dip. As plantulas e plantas de arabidopsis foram mantidas em cdmara de crescimento
Conviron Adaptis 1000 sob fotoperiodo de 16 h dia a 23°C e 8 h noite a 22°C.

As amostras de frutos de laranja doce com CiLV-C SJP foram obtidas através da
colaboragdo com o Dr. Renato Beozzo Bassanezi do Fundecitrus (Araraquara, SP) de

areas com incidéncia de leprose dos citros.
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4.4 Extracdo de RNA total de amostras vegetais e sintese de DNA complementar

Para a deteccao de CiLV-C e obtencao dos fragmentos alvos, cerca de 100 mg de
tecido vegetal (fruto e/ou folha) foram macerados em cadinho com pistilo na presenca de
nitrogénio liquido (N2()). A extracdo de RNA total dos tecidos foi realizada com TRIzol®
de acordo com o fabricante (Thermo Scientific, Waltham, EUA). A sintese de DNA
complementar (cDNA; RT) foi realizada com o kit GoScript™ Reverse Transcriptase
(Promega, Madison, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante no termociclador
ProFlex™ Base (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). De inicio, 1 uL
(aproximadamente 200-500 ng) da solugdo de RNA total extraido foi incubado a 70°C
por 5 min junto com 4 pL de H2O livre de RNases para desnaturacdo. O RNA desnaturado
foi mantido em gelo e 1 uL da enzima RT (160 U/uL) e 2 uL do buffer do kit que contém
iniciadores randdmicos foram adicionados para uma reagdo total de 10 pL. Para a
transcri¢do reversa (RT), as seguintes etapas foram seguidas: 25 °C por 5 min, 42 °C por

1 h, 70 °C por 15 min e mantido a 4 °C.

4.5 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e gel de agarose

Para a amplificagdo dos fragmentos utilizados nas construgdes para expressao de
hairpinRNA, a PCR foi realizada com amostras de frutos de laranja doce infectadas com
CiLV-C SJP. A PCR foi realizada com 5 pL de GoTaq® G2 Master Mix (Promega,
Madison, EUA), 1 pL do cDNA e 10 nM dos iniciadores especificos (Tabela 1) em um
volume de reagdo total de 10 uL no termociclador ProFlex™ Base (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA). Para a amplificagdo dos fragmentos alvos, a PCR foi
realizada com os seguintes ciclos: 94 °C por 5 min (1x); 94 °C por 30 s, 54 °C ou 56 °C
por 30 s e 72 °C por 35 s (35x); e 72 °C por 5 min e a reacao foi mantida a 4 °C.

Para a deteccao de CiLV-C em frutos de laranja doce e nas populagdes de acaros
B. yothersi viruliferos, iniciadores especificos que amplificam os genes p29 (RNA1) e
p24 (RNA2) de CiLV-C SJP foram utilizados (Chabi-Jesus et al., 2021; Ramos-Gonzalez
et al., 2016). A reacdo foi montada seguindo os mesmos passos descritos acima. A
visualiza¢ao dos amplicons resultantes foi realizada por eletroforese em gel de agarose

0,8% corado com brometo de etidio sob luz ultravioleta.
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4.6 Desenvolvimento das construgdes genéticas para expressdao de hpRNA viral em
plantas transgénicas

Uma vez amplificados, os fragmentos virais foram inseridos independentemente
no plasmideo pHairpin (Ramos-Gonzalez et al., dados nao publicados). O vetor pHairpin
¢ derivado do pUC18 e contém uma unidade transcricional para a expressao em plantas.
Além do promotor 355 de CaMV, essa unidade ¢ formada pelo terminador Nos (nopaline
synthase terminator de Agrobacterium tumefaciens) € um sitio multiplo de clonagem
(SMC) (Figura 2A). No centro do SMC esté inserido o intron da catalase da folha de
batata, um elemento que favorece a formagao do hairpin durante o processo de sua
remoc¢ao nos spliceossomas.

A jusante do promotor, no sentido 5’-3’, os fragmentos virais foram clonados num
processo direcionado através do uso dos sitios de corte das enzimas de restri¢ao
introduzidos nos iniciadores. Os fragmentos virais foram primeiramente clonados no
sentindo antisenso pela digestdo dos amplicons e do vetor com as enzimas BamHI e Sacl
e posteriormente inseridos no vetor pHairpin no sentindo senso pela digestdo com as
enzimas Kpnl e Xbal (Figura 2B). Uma vez geradas as unidades de transcri¢do
englobando p35S/antisenso-intron-senso/tNos correspondentes a cada fragmento viral
(frag-hp), elas foram removidas do vetor utilizando a enzima de restrigdo Pstl. As
unidades transcricionais foram entdo independentemente introduzias no vetor binario
pCAMBIA2300 (Figura 2C), o que foi confirmado pela digestdo direcionada com a

enzima HindIll.
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Figura 2: A. Representacdo linear de alguns elementos do plasmideo pHairpin. A unidade
transcricional de interesse contém o promotor 355 do CaMV, intron da catalase de folha de batata,
tNos e os fragmentos virais no sentido antisenso e senso. Apenas as enzimas relevantes para a
clonagem dos fragmentos virais no sentido antisenso e senso estdo indicadas. B. Fluxograma das
etapas realizadas para a montagem das construgdes genéticas no vetor pHairpin e
pCAMBIA2300. C. Representagao linear da regido do DNA de transferéncia (T-DNA) do vetor
binario pCAMBIA2300 contendo as unidades transcricionais com os fragmentos virais inseridos
e que confere resisténcia ao antibidtico canamicina (gene nptll). LB: borda esquerda; 35S polyA:
sinal de poliadenilagdo do 35S; gene nptll; CaMV 35S: promotor 35S do virus do mosaico da
couve flor. Segunda unidade transcricional contendo o promotor 35S, fragmento viral antisenso
(derivado do CiLV-C), intron da catalase da folha de batata, fragmento viral senso (derivado do
CiLV-C) e tNos. RB: borda direita. Apenas as enzimas utilizadas para a confirmagdo da
constru¢do estdo indicadas. O tamanho de cada gene ndo condiz com a escala real.
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Os amplicons correspondentes a cada um dos trés fragmentos alvos do genoma de
CiLV-C SJP foram purificados a partir do gel com o kit Wizard® PCR and Gel Clean-
Up System (Promega, Madison, EUA). Cerca de 3 pg do vetor pHairpin ¢ 1 pg dos
amplicons foram utilizados nas reagdes de digestao com as enzimas de restri¢ao (10 u/uL)
apropriadas em uma reagao total de 20 uL. Todas as digestdes foram realizadas por 1 h a
37°C. Ap6s a purificagdo da digestdo a partir do gel, cerca de 50 ng dos amplicons foram
utilizados nas reagdes de ligacdo com 100 ng dos vetores e 0,5 uL de DNA T4 Ligase (3
U/uL) (Promega, Madison, EUA) para uma reagao total de 10 pL, que ocorreu a 4°C por
cerca de 16 h.

Células de Escherichia coli 10HP foram transformadas com as construgdes
pHairpin e pCAMBIA2300 mediante eletroporacdo (voltagem a 2.5 kV, MicroPulser
Eletroporador Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Ap6s o choque elétrico, as células foram
mantidas em agitacdo por 1 hora em meio LB liquido (10 g/L de triptona, 10 g/L NaCl e
5 g/L de extrato de levedura). As culturas foram espalhadas em placas de Petri com meio
LB soélido com ampicilina (100 pg/mL) ou canamicina (50 mg/mL). As bactérias
recombinantes cresceram em LB liquido, os plasmideo foram extraidos por lise alcalina
(Bimboim & Doly, 1979) e a identidade deles foi avaliada por cortes com enzimas de
restri¢ao. Os plasmideos de clones contendo as construgdes desenvolvidas nos vetores

pHairpin e pPCAMBIA2300 foram sequenciados para confirmacao final.

4.7 Transformagdo de Agrobacterium tumefaciens GV3101

Células competentes de A. tumefaciens estirpe GV3101 foram transformadas com
os vetores bindrios por choque térmico. Cerca de 1 pg dos plasmideos foram utilizados
para transformar 150 pL de células competentes de A. tumefaciens, que foram submetidas
adois ciclos das seguintes etapas: 5 min em gelo (0°C), 5 min em nitrogénio liquido (N2q))
e 5 min a 37°C. As células transformadas foram incubadas em microtubos de 1,5 mL
contendo 1 mL de meio YEP (10 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de peptona
bacteriologica e 5 g/L de NaCl) a 28°C a 100 rpm por 4 h. As culturas foram transferidas
para placas de Petri com meio s6lido YEP contendo canamicina (50 mg/mL) e rifampicina
(15 mg/mL). Cinco col6nias foram isoladas em meio de cultura fresco para a realizacao
da extracdo de DNA plasmidial (Bimboim & Doly, 1979) e consequente transformacgao
de células de E. coli 10HP por eletroporagdo para confirmar por digestdo com a enzima

de restricao Hindlll a transformacao de A. tumefaciens.
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Apo6s confirmacao dos padrdes de restri¢ao, as coldnias recombinantes de A.
tumefaciens foram incubadas em tubos Falcon contendo 5 mL de meio YEP liquido com
canamicina e rifampicina a 28°C a 150 rpm por 24 h. Essas culturas foram usadas como

pré-inoculo das culturas definitivas a serem utilizadas no floral dip.

4.8 Transformagdo genética de A4. thaliana por floral dip e selecdo das linhagens
transformadas
Para o preparo da solugao de submersao das inflorescéncias, cerca de 25-50 pL do
pré-indculo (cultura de A. tumefaciens contendo os plasmideos recombinantes
pCAMBIA2300/RdRp2-hp, pCAMBIA2300/MET-hp ou pCAMBIA2300/pl15-hp a
ODe¢oo = 0.6) foram utilizados para inocular 200 mL de meio YEP liquido contendo
canamicina e rifampicina. As culturas cresceram a 28 °C a 150 rpm por 20 h e,
posteriormente, foram centrifugadas por 15 min a 18.000 x g em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado e o pellet de células de A. tumefaciens GV3101 foi
ressuspendido em sacarose 5% até ODgoonm = 0.8. O detergente Tween-20 (0,075% v/v)
ou Silwet L-77 (0.05% v/v) foram adicionados logo antes da infiltragdo.
Quando as plantas apresentavam inflorescéncias
com os botdes florais ainda fechados (Figura 3), a
submersao das mesmas foi realizada na solucao de
infiltracdo por 15 s. Em seguida, as plantas foram cobertas
com saco plastico por 24 h para conservagdao de maior
umidade. O procedimento foi repetido mais uma vez nos

vasos em que as plantas apresentavam muitas flores ndo

abertas (botdes florais) apds seis dias da primeira Figura 3: Botdes florais de
Arabidopsis thaliana. O estagio
pré-abertura  (fechados) ¢

realizadas (Zhang et al., 2006) e até quatro plantas adultas considerado o momento ideal
para a realizagdo do floral dip.

submersao. No total duas submersdes por vaso foram

foram mantidas por vaso. Seguido da submersdo, as
plantas foram mantidas em camara de crescimento por 3-5 semanas até as silicas ficarem
secas. Apos a colheita das silicas, as sementes foram mantidas a 4°C no escuro.

As sementes foram desinfestadas com alcool 70% por 5 min., hipoclorito de s6dio
(diluicao de 50% da solug@o comercial Super Candida, com teor de cloro ativo 2,0% a
2,5%) com Tween-20 (0.02% v/v) por 10 min e lavadas de 5-6 vezes com agua Milli-Q

estéril (Lindsey et al., 2017). Para a selecdo das sementes transgénicas, sua germinacao e
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o desenvolvimento inicial das plantulas foram avaliadas em meio s6lido MS (Murashige
& Skoog, Sigma-Aldrich) com éagar (1%) na presenca de canamicina (50 mg/mL)
(Harrison et al., 2006) na camara de crescimento (item 4.3). As plantulas resistentes com
folhas verdadeiras verdes e raizes bem estabelecidas no meio de selecdo foram
identificadas entre 7 e 12 dias apos a germinacao. As plantulas selecionadas foram
isoladas em placas de Petri com substrato autoclavado peneirado e suplementado com
MS 1/2x diluido em agua estéril. Apds uma semana, as plantulas foram transplantadas
individualmente para vasos.

A eficiéncia de transformacao (ET) de A4. thaliana pelo método floral dip nas
condi¢des descritas foi calculada mediante a equacao:

# de plantas resistentes a canamicina

ET = * 100

# de sementes avaliadas

4.9  Analise molecular das plantas recombinantes

Duas folhas de cada planta adulta selecionada do meio MS com canamicina (50
mg/mL) foram maceradas em um cadinho com pistilo em presenca de nitrogénio liquido
(N2@y). A extracdo de DNA seguiu o protocolo adaptado de Dellaporta et al. (1983).
Brevemente, o tecido vegetal (100 mg) macerado foi incubado com 500 pL de tampao de
extracdo (50 mM EDTA pH 8, 100 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl e 0,07% de B-
mercaptoetanol) em um microtubo de 1,5 mL. Apoés a adigdo de 70 uL. de SDS 10%, a
mistura foi incubada a 65 °C por 10 min. Em seguida 130 uL de acetato de potassio SM
foram adicionados e a solugdo foi incubada no gelo por 5 min até centrifugacao a 18.000
x g por 10 min. Para a precipitagdo do DNA gendmico, o sobrenadante foi
homogeneizado na presenga de 640 pL de isopropanol e 60 pL de acetato de s6dio 3M e
centrifugado por 10 min a 18.000 x g. O pellet resultante foi lavado com etanol 70%
gelado e posteriormente secado a temperatura ambiente. O pellet seco foi ressuspendido
em 30 pL de agua MilliQ autoclavada contendo RNaseA (10 mg/mL) e a solugdo foi
incubada a 37 °C por 45 min.

Para as andlises por PCR, a concentracdo e a qualidade do DNA vegetal foram
verificadas por espectofotdometro NanoDrop™ 8000 (Thermo Scientific). Todos os
ensaios de PCR foram realizados com 100 ng de DNA e com os iniciadores especificos
para a detec¢ao dos fragmentos virais presentes nas construcdes genéticas (Tabela 1). As
plantas MET-hp foram analisadas com iniciadores que amplificam um fragmento de 323

pb (Tabela 2). Outras analises incluiram combinagdes de iniciadores especificos para a
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regido do promotor 355 do CaMV e do terminador tNos com os iniciadores 5’ dos
fragmentos virais (Tabela 1) e os do gene nprll (Tabela 2). Para confirmar a auséncia de
A. tumefaciens nas plantas adultas obtidas a partir do floral dip, iniciadores que
amplificam um fragmento de 664 pb do gene tsz de 4. tumefaciens GV3101 foram
utilizados (Tabela 2).

Tabela 2: Iniciadores utilizados para a analise molecular por PCR das plantas recombinantes.

Iniciador Regido alvo Sequéncia (5°-3”) Referéncia
Ramos-Gonzalez,
35S Gene 358 F: CACAATCCCACTATCCTTCG
ndo publicado
Ramos-Gonzalez,
tNos Gene tNos R: CGGCAACAGGATTCAATCTT

ndo publicado

F: GAGGCTATTCGGCTATGACT
NPTII Gene NPTII Este trabalho
R: GGCGATGCGCTGCGAATCG

F:.TGTGGTGGAAGATGGCATTAAG
MET MET-hp Este trabalho
R: GCCCATTACGACCCTTGAAC

Gene #zs de
F: TCTGGCCACTGAGG AAAATC
tzs A. Han et al., 2013
R: ATCTACGGACCGACTT GCAG
tumefaciens

4.10 Determinagdo do numero de copias dos transgenes mediante analises fenotipicas

O namero de copias dos transgenes de cada linhagem transgénica identificada foi
indiretamente verificado mediante o estudo da segregagdo mendeliana da geragdo T em
placas com meio MS sdélido contendo canamicina (50 mg/mL). As plantas transgénicas
To foram mantidas em vasos individualizados e protegidas com um saco de papel para
garantir o isolamento das inflorescéncias e a autofecundagd@o. Assim que as silicas
secaram, as sementes foram coletadas para a realizagdo da assepsia (item 4.8) para
posterior selecao.

As plantas da geragdo T; foram classificadas como resistentes quando
apresentavam folhas verdadeiras verdes e raizes bem desenvolvidas ou sensiveis a
canamicina quando apresentavam as folhas cotiledonares amareladas/sem cor e ndo
desenvolveram folhas verdadeiras. Para avaliar a conformidade da segregacao genética
com os principios da heranga mendeliana foi realizado um teste qui-quadrado (y?) (Bicar,

2009). As hipoteses para o teste foram as seguintes, Ho: Nao existe diferenca significativa
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entre os valores observados e os valores esperados sob a lei de segregacao mendeliana de
caracteristicas expressas a partir de um gene com copia unica (segregagdo 3:1); Hi: Existe
uma distribuicdo significativamente diferente do esperado (3:1). Uma tabela de
contingéncia foi construida, cruzando as categorias de fendtipo com os valores
observados e esperados. O valor do y? foi calculado de acordo com a equagao:

(0 —E)?
= E—E

, onde ¥* ¢ o valor do teste, > indica a somatdria de todas as células da tabela de

X2

contingéncia, O representa o valor observado em uma célula especifica da tabela, e E € o
valor esperado para a célula especifica da tabela sob a hipotese nula.

O grau de liberdade (df) foi determinado com base no numero de categorias
(resistente a canamicina e ndo resistente) menos 1 e o nivel de significancia foi definido
em o = 0,05. O valor do y? calculado foi comparado com o valor critico da distribui¢ao x>
para o nivel de significancia e grau de liberdade avaliado. Uma nova hipétese nula (Ho)
foi avaliada quando uma distribui¢do significativamente diferente do esperado para uma
unica copia (3:1) foi observada. Neste caso, as hipdteses para o teste foram as seguintes,
Ho: Nao ocorre diferenga significativa entre os valores observados e os valores esperados
sob a lei de segregacdo mendeliana de caracteristicas expressas a partir de um gene com
duas copias (segregacao 15:1); Hi: Existe uma distribuigdo significativamente diferente

do esperado (15:1).

4.11 Determinagao do nimero de copias dos transgene mediante qPCR

Para confirmar os resultados obtidos pela segregacdo mendeliana, o nlimero de
copias dos transgenes também foi verificado por PCR em tempo real (QPCR) com
fluoroforos intercalantes. A andlise foi conduzida com base no método de AACq
utilizando o gene 4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE DIOXYGENASE (4HPPD) como
gene de referéncia, que possui apenas uma Unica copia no genoma de A. thaliana (Kanwar
et al., 2022). Os iniciadores foram desenhados para a amplificacdo de regides do gene
RdRp2 presente em uma das construgdes finais utilizando o programa PrimerQuest
(Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, EUA) (Tabela 3). Os iniciadores
especificos para a amplificacdo do gene 4HPPD foram previamente descritos (Kanwar et

al., 2022).
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Tabela 3: Iniciadores utilizados para a verificagdo do nimero de copias dos transgenes por PCR
em tempo real com fluoréforos intercalantes. Tm = temperatura de melting.

Regido alvo Sequéncia (5°-3°) Tm (°C) %GC Amplicon (pb)
F: TGCCGTACAAAAGCGTAACC 62 50 125
RdRp2-hp
R: GGACCTCCTGAAAATAGCGCT 63 52

A curva padrdo foi elaborada com o DNA extraido de cada planta avaliada em
cinco diluicoes seriadas de 100 ng/uL até 10 pg/uL. Cada ponto da diluicao foi analisado
em triplicata. A eficiéncia (E) de amplificagdo de cada par dos iniciadores foi calculada
utilizando a férmula:

E=10C19)
onde S ¢ o valor do declive (slope) da reta de melhor ajuste. Os valores de quantificacdo
(Cq) para cada reacdo foram determinados utilizando Real-Time PCR Miner (Zhao &
Fernald, 2005). Todos os ensaios de qPCR foram realizados no 7500 Fast Real-Time PCR
System Device (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) com os seguintes ciclos
térmicos: 95°C, 20 s, 40 ciclos a 95°C for 3 s ¢ 60°C for 30 s. As analises foram feitas
utilizando 3 pL de DNA da amostra preparada em dilui¢des seriadas (100 ng/pL, 10
ng/uL, 1 ng/uL, 100 pg/puL e 10 pg/uL), 5 uL da reagdo do GoTaq qPCR Master Mix
(Promega, Madison, WI, EUA) e iniciadores para uma concentragdo final de 200 nM. O
nimero de copias dos transgenes foi calculado segundo o protocolo estabelecido por
Kanwar et al. (2022), no qual os valores de declive e intercessdo obtidos pelas curvas

padrdes de melhor ajuste sao utilizados na equacao:
X Cx—Ix Cr-Ir
E = 10( Sx ~ Sr )

onde Cx e Cr representam a média do valor de Cq para o gene RdRp e 4HPPD,

respectivamente, para cada linhagem transgénica. Ix, Ir, Sx e Sr representam os valores
de intercessao e de declive para os genes RdRp e 4HPPD, respectivamente (Kanwar et
al., 2022). Considerando que as linhagens transgénicas da geracao Ty sdo heterozigotas,
o valor de X/R ¢ multiplicado por dois para obter o numero de copias dos transgene

(Weng et al., 2004).

4.12 Criagdo e manutengdo de acaros Brevipalpus yothersi viruliferos
Uma populacao de acaros B. yothersi aviruliferos da isolinha A1 foi obtida a partir

de exemplares gentilmente cedidos pela Dr®. Valdenice Novelli, do Centro de Citricultura
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Sylvio Moreira, Cordeiropolis, SP. A populagdo de é&caros viruliferos foram obtidos
transferindo membros da populacdo avirulifera para frutos de laranja doce infectados com
CiLV-C SJP. Os acaros foram mantidos nos frutos infectados por um més e transferidos
para frutos sadios a partir de entdo. Todos os frutos foram previamente lavados com adgua
e detergente (Veggie Wash®) e posteriormente secos. Os acaros foram mantidos em
frutos ndo maduros de laranja doce numa area de 4-5 cm com uma mistura de farinha de
trigo, gesso e areia fina (1:1:2) delimitada por cola entomoldgica (Rodrigues et al., 2007)
em uma sala com fotoperiodo 14 h luz a 25°C.

Para confirmar a presen¢a de CiLV-C SJP nas populagdes viruliferas, os extratos
de RNA total de dez acaros por fruto foram extraidos com TRizol® (Thermo Scientific,
Waltham, EUA). A detecg¢do de CiLV-C por RT-PCR seguiu conforme descrito no item
4.5.

4.13 Ensaio piloto para a avaliacdo da eficiéncia de inoculagdo de CiLV-C por acaros
Brevipalpus yothersi

Para avaliar a eficiéncia de inoculag¢do de CiLV-C e garantir os maximos valores de
infeccdo viral nos desafios das plantas transgénicas, um ensaio piloto foi elaborado com
plantas selvagens (WT) e acaros viruliferos. Os experimentos foram conduzidos com os
padrdes previamente estabelecidos (Arena et al., 2022). Brevemente, 15 acaros (cinco
acaros em trés folhas) foram transferidos para cada uma de quatro arabidopsis WT. A
partir do 7° dia apos a infestacdo, as possiveis variagdes fenotipicas das plantas foram

registradas. A deteccao do genoma viral foi realizada como descrito nos itens 4.4 ¢ 4.5.

4.14 Desafio das plantas transgénicas com CiLV-C

Para a avaliagdo da resisténcia induzida pelo SGpT, as plantas de diferentes linhas
transgénicas foram desafiadas com CiLV-C SJP através da infestacdo com B. yothersi
viruliferos. Em cada experimento plantas selvagens foram utilizadas como testemunhas.
Apos a selecdo com antibiotico das plantas da geracdo Ti (descrito no item 4.8), as
plantulas foram transferidas para placas com substrato peneirado e autoclavado
suplementado com MS 1/4 X para aclimatizacdo e, ap6s 7 dias, foram transferidas para
vasos individualmente. Apos cerca de 3-4 semanas de crescimento, cinco acaros
viruliferos foram transferidas para cada uma de trés folhas de cada planta, de acordo com

o ensaio piloto (item 4.14). As infestacdes foram realizadas em folhas com tamanho e
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idade aproximadamente similares para garantir o maximo de padronizagdo possivel e os
acaros foram mantidos nas plantas até o final do experimento. No total quatro desafios
independentes foram conduzidos com plantas transgénicas e selvagens: (i) WT (n=9),
RdRp2-hp 39 (n=6), MET-hp 115 (n=9) e MET-hp 117 (n=9); (ii) WT (n=18), RdRp2-
hp 70 (n=18), RdRp2-hp_ 83 (n=16) e MET-hp 109 (n=8); (iii) WT (n=18), p15-hp_ 88
(n=18), p15-hp 89 (n=18) e RdRp2-hp 92 (n=18); e (iv) WT (n=18), MET-hp 112
(n=18), p15-hp 44 (n=18), p15-hp 69 (n=18) e p15-hp 100 (n=15). Cada folha infestada
com acaros viruliferos foi tratada como uma amostra independente (réplica técnica) nas
analises posteriores. Essa estratégia ¢ particularmente valida nos estudos com CiLV-C
considerando que a infecgdo viral ndo ¢ sist€émica. Esse comportamento implica que cada
locus infectivo em diferentes folhas de uma mesma planta, ou até dentro de uma mesma
folha, possa ser considerado um ponto de infec¢ao independente.

Apos a infestacdo, o desenvolvimento dos sintomas nas plantas foi registrado
diariamente até¢ 12 dias apds a infestacdo (dai). Baseado nos experimentos do ensaio
piloto, uma escala diagramatica foi construida para caracterizar o nivel de lesdes
observado nas folhas. O nivel 1 corresponde a manchas amareladas com
aproximadamente 1 mm de didmetro; nivel 2: multiplas manchas amareladas de 0,5 a 1
cm; nivel 3: manchas amareladas com manchas clordticas em volta com mais de 1 cm;
nivel 4: folha senescente com ilhas verdes e pontos de necrose (Figura 4). Todas as folhas
coletadas foram avaliadas em um microscopio estereoscopico para a retirada dos 4caros
presentes antes da andlise molecular. No caso de plantas que ndo apresentaram sintomas
ao longo do desafio, a presenca do virus foi avaliada nos acaros retirados das folhas como
descrito no topico 4.5.

Um grafico de dispersao foi elaborado a partir do registro dirio da progressdo dos
sintomas nas folhas infestadas ao longo do desafio para avaliar possiveis diferencas no
desenvolvimento dos sintomas entre as plantas transgénicas e selvagens em cada
experimento. No grafico foi representada a severidade dos sintomas observados em cada
folha infestadas a cada dia do experimento, e o valor do declive da curva de melhor ajuste

dos dados foi calculado utilizando o programa R (Team, 2023).
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Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

Figura 4: Desenvolvimento das lesdes causadas pela infec¢do por CiLV-C em A. thaliana e
escala diagramatica de notas utilizada nas avaliagdes dos sintomas durante o desafio das plantas
com CiLV-C. Os graus de lesdes incluem o nivel 1: manchas amareladas ao redor de 1 mm; nivel
2: manchas amarelas de 0,5-1 cm com outros pontos de sintomas na folha; nivel 3: manchas
amarelas acima de lcm. com manchas clordticas ao redor; e nivel 4: folhas senescentes com
pontos verdes espalhados e comecgo de necrose em alguns pontos.

4.15 Avaliagdo da acumulagao viral apds o desafio

4.15.1 Extracdo de RNA total livre de DNA ¢ sintese de cDNA

O RNA total de cada folha infestada com &caros foi extraido com protocolo
estabelecido para a extragdo de RNA livre de DNA de tecidos vegetais de arabidopsis
(Oniate-Sanchez et al., 2008). Cerca de 30 mg de tecido foliar foi macerado em cadinho
com pistilo na presenga de nitrogénio liquido (N2(1)) na presenca de 300 uL da solugdo de
lise (2% SDS, 68 mM citrato de sodio, 132 mM 4&cido citrico, 1 mM EDTA). Apods a
transferéncia do tecido macerado para um microtubo de 1,5 mL, adicionou-se 100 pL da
solucdo de precipitacao de proteina e DNA (4 M NaCl, 16 mM citrato de sédio, 32 mM
acido citrico) e as amostras foram incubadas a 4 °C por pelo menos 10 min. Apos
centrifugacdo a 18.000 x g a 4 °C por 10 min, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo com 300 pL de isopropanol e centrifugado por 4 min a 18.000 x g. O pellet foi
lavado com etanol 70% gelado, seco e ressuspendido em 25 pL de 4gua tratada com
DEPC (dietil pirocarbonato, 0,1%). O RNA foi digerido com 2 puL (2 U) de DNase |
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) em presenca do tampao DNase (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA) por 30 min a 37°C. Apds a digestdo, 70 pL de 4dgua
foram adicionados aos 30 pL de RNA digerido, 50 uL. de 3 M acetato de sodio e 400 uL
de etanol 100%. Os microtubos foram centrifugados por 20 min a 4 °C, o pellet lavado

com etanol 70% gelado, seco e ressuspendido em 20 uL de dgua tratada com DEPC. A
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concentracdo ¢ a pureza do RNA (Ratiozeor280) foram determinadas com NanoDrop ND-
8000 espectrofotometro (Thermo Scientific, Waltham, EUA).

A sintese de cDNA foi realizada com 250 ng de RNA com o kit GoScript™
Reverse Transcriptase (Promega, Madison, EUA), como descrito no item 4.4.2. Os
cDNAs sintetizados foram utilizados nos ensaios de qPCR numa dilui¢cdo de 1:6 (1 uL de

RNA e 5 pL de agua estéril).

4.15.2 Andlise da acumulagdo viral por gPCR

Para as andlises da acumulagao viral por PCR quantitativo (qQPCR), o gene SAND
(familia SAND, AT2G28390) de arabidopsis foi utilizado como gene de referéncia para
padronizacao do experimento, como previamente estabelecido para estudar a interagao
arabidopsis/CiLV-C (Arena et al., 2016, 2022). Dois pares de iniciadores para o gene
SAND foram avaliados para determinar o mais adequado para utiliza-lo com fluoréforos
intercalantes (Tabela 4). Para a andlise dos diferentes iniciadores os seguintes extratos
foram utilizados: (1) RNA tratado com DNasel (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EUA), (2) RNA sem tratamento com DNasel, (3) cDNA sintetizados a partir do extrato
de RNA obtido em (1), (4) cDNA sintetizados a partir do extrato de RNA obtido em (2)
e (5) DNA gendmico. Com excecdo dos cDNAs, as amostras foram padronizadas numa
concentragdo de 100 ng/pL. Os cDNAs foram preparados como mencionado no item
4.13.1. O mix de qPCR foi composto por 5 pL. de GoTaq® qPCR Master Mix (Promega),
3 uL das amostras e 500 nM dos iniciadores em um volume de reagdo total de 10 pL no
aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).
As amostras foram analisadas em triplicata e as reagdes foram conduzidas nos seguintes
ciclos: 95 °C por 20 s (1x); 95 °C por 5 s e 60 °C por 30 s (40x). Uma etapa extra para
analise da curva de melting foi incluida a 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min, 95 °C por 15
s e 60 °C por 15 s. Uma vez determinado o jogo de iniciadores mais adequado, uma curva
padrdo foi estabelecida com o cDNA de arabidopsis ndo infectada numa concentragdo
inicial de 60 ng/pL seguida de uma dilui¢io seriada de 1:10 (10" a 10°). A eficiéncia de

amplificacao dos ensaios de qPCR foi determinada como descrito no item 4.12.
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Tabela 4: Iniciadores e sonda utilizados nas analises por PCR quantitativo da acumulagdo viral
apos o desafio das plantas transgénicas.

Reporter (5°) e

Gene alvo Sequéncia (5’- 3°) Referéncia
Quencher (3°)
F: AGGATTGGGACCCCACAAGA (Beatrice et
A. thaliana NA
CUND R: TATCGCCATCGCCTTGTCTG al., 2022)
F: CAGACAAGGCCATGGCGATA (Hong et
(At2g28390) NA
R: GCTTTCTCTCAAGGGTTTCTGGGT al., 2010)
F: TGTTAAGGCTGGTCTC
RdRp de (Barro,
S: AAGTCATGTGCGGTTGGCA HEX/BHQ-1
CiLV-C SJP 2022)

R: GATCCACGAGACGTT

NA — Nao se aplica.

A acumulag¢do do CiLV-C foi avaliada por qPCR com sondas de hidrolise e
iniciadores que amplificam o gene RdRp do RNAI de CiLV-C SJP com sistema
previamente estabelecido (Barro, 2022). A qPCR foi realizada com 5 pL do GoTaq®
Probe qPCR Master Mix (Promega, Madison, EUA), 3 uL. do cDNA diluido (1:5), 250
nM das sondas de hidrélise e 200 nM dos iniciadores especificos (Tabela 3) em um
volume de reacdo total de 10 uL no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA). As amostras foram analisadas em duplicatas e
controles apenas com agua (sem amostra) foram incluidos. A rea¢do foi realizada com os
seguintes ciclos: 95°C por 20 s (1x); 95°C por 5 s e 60°C por 30 s (40x). As reacdes para
normaliza¢do com o gene SAND foram realizadas com fluor6foros intercalantes e foram
conduzidas como mencionado no paragrafo anterior. Os valores de Cq de cada amostra
foram calculados com o programa 7500 software®.

Para determinar a diferengca na acumulagdo viral entre as amostras de plantas

selvagens e aquelas das linhas transgénicas, a seguinte formula foi seguida:

Quantificacdo média WT—-Quantificacio média T

Redugdo percentual = x 100,

Quantificacio média WT
onde WT indica os valores obtidos a partir das plantas selvagens sendo utilizada como
padrao do experimento e T indica os valores das amostras de uma unica linhagem

transgénica.

4.16 Analise estatistica
Todas as analises estatisticas foram realizadas através do programa R (Team,

2023). O teste Bartlett complementado com Shapiro Wilk foi realizado para verificar a
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homocedasticidade e distribui¢ao normal das amostras. Os testes Kruskal-Wallis e Dunn
foram empregados como uma alternativa ndo paramétrica ao ANOVA e Tukey’s HSD
com p < 0,05 para determinar a diferenca estatistica entre os grupos de dados, uma vez
que as amostras nao demonstraram distribuicdo normal. As comparagdes estatisticas

foram realizadas entre os diferentes grupos de cada experimento.

5 RESULTADOS

5.1 Construgdes genéticas para a inducao do silenciamento génico contra o CiLV-C em
Arabidopsis thaliana

Uma vez que a linhagem SJP de CiLV-C ¢ a prevalente na principal regido
produtora de laranja doce do Brasil (Chabi-Jesus et al., 2021), as constru¢des foram feitas
com base em sua sequéncia. No entanto, com o intuito de realizar constru¢des com
possibilidade de atingir todas as estirpes conhecidas do virus, as regides mais conservadas
(maior identidade) entre as trés estirpes de CiLV-C foram identificadas. A partir dos
perfis de identidade de nucleotideos entre os RNA1 e RNA2 das estirpes, as regides com
os maiores valores foram selecionadas para desenvolver as constru¢des genéticas para

estimular o SGpT (Figura 5).
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Figura 5: Analise do perfil de identidade entre as estirpes SJP, CRD e ASU de CiLV-C. Tragos
vermelhos indicam a posi¢@o das sequéncias escolhidas como alvo do silenciamento génico. A.
Representagdo linear do RNA1 de CiLV-C, mostrando as posigdes dos genes RdRp e p29. Acima
estao indicados os dominios do gene RdRp. B. Perfil de identidade do RNAT1 de SJP (KP336746)
com aqueles das estirpes CRD (NC008169) e ASU (MT554532). C. Representacdo linear do
RNA2 de CiLV-C, mostrando as posi¢des dos genes pl5, p61, p32 ¢ p24. D. Perfil de identidade
do RNA2 de SJP (KP336747) com os das estirpes CRD (NC008170) e ASU (MT554546). As
plotagens foram realizadas utilizando o programa Simplot versdo 3.5.1.

50



Através da analise do perfil de identidade de nucleotideos entre as trés estirpes de
CiLV-C, trés regides do genoma de CiLV-C SJP foram escolhidas por serem
extremamente conservadas (90%, 86% e 98%, respectivamente). Sao elas, as sequéncias
dos motivos MET (metiltransferase) e RdARp2 do gene RdRp do RNAI1, e uma sequéncia
do gene pl15 do RNA2. Os fragmentos virais amplificados por PCR foram inseridos no
vetor pHairpin no sentindo senso e antisenso (Figura 6%, Figura Suplementar 1) e,
posteriormente, as unidades de transcri¢do englobando p35s/antisenso-intron-senso/Nos-
terminador correspondentes a cada fragmento viral foram removidas do pHairpin e
introduzidas no vetor binario pPCAMBIA2300 (Figura 6B, Figura Suplementar 1). Apos
a confirmagao com enzimas de restri¢do e por sequenciamento, células de 4. tumefaciens
estirpe GV3101 foram transformadas com as construgdes finais pPCAMBIA2300/RdRp2-
hp, pPCAMBIA2300/MET-hp e pPCAMBIA2300/p15-hp para a transformagao genética de
A. thaliana por floral dip.
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Figura 6: Géis de agarose (1%) com os perfis de restricdo das construgdes genéticas para a
inducdo do silenciamento génico contra o CiLV-C. Os plasmideos foram incubados com uma
combinacdo de enzimas de restricdo. As construcdes finais foram montadas com o vetor binario
pCAMBIA2300. MM - Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific). A. Digestdo dupla dos plasmideos recombinantes com Hindlll e BamHI. B. Digestao
das construcgdes finais com Pstl.

5.2 Eficiéncia teorica e identificagdo de alvos dos siRNAs derivados dos fragmentos
virais nas construgdes genéticas para a indugdo do silenciamento
O numero de siRNAs totais (com alta identidade nucleotidica) e siRNAs eficientes

(potencialmente efetivos) derivados das sequéncias virais nas construgdes genéticas foi
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estimado contra o genoma das trés estirpes de CiLV-C: SJP, CRD e¢ ASU. Com uma
média de 25 siRNAs, o fragmento RdRp2 gerou o menor nimero de siRNAs eficientes
contra os genomas das estirpes CRD e ASU (Figura 7). Com o fragmento MET-hp se
detectou um niimero maior de siRNAs eficientes nas analises com os genomas de SJP e
CRD (Figura suplementar 2). O fragmento do gene p/5 gerou o maior nimero de siRNAs
totais e eficientes contra o genoma das trés estirpes, com uma média de 216 siRNAs
(Figura suplementar 3). Em analises similares ndo foram identificados possiveis siRNAs
gerados a partir das sequéncias de CiLV-C que pudessem atingir os genomas dos cilevirus

PfGSV e CiLV-C2.

A
Alvo siRNA total siRNA eficiente
CiLV-C SJP RNA1 548 281
2
9
% 10
S s
)
2 0 100 200 3300 400 500
Posi¢do da sequéncia alvo do RNAI —— SIRNA total —— SIRNA eficiente
B . . .
Alvo siRNA total siRNA eficiente
CilV-C CRD RNA1 33 19
%a
g 15
2 10 A
% s f:\\
) [ \/
2 0 100 200 300 400 500
Posigdo da sequéncia alvo do RNAI —— SiRNA total —— SIRNA eficiente
C
Alvo siRNA total siRNA eficiente
CiLV-C ASU RNA1 34 15

8

&

[V~ —

100 20 300 400 500
Posic3o da sequéncia alvo do RNAI SIRNA total

o o

numero de siRNA por posigdo
=
=3

— siRNA eficiente

Figura 7: Andlise in silico do fragmento RdRp2-hp de CiLV-C pelo programa si-Fi (siRNA-
Finder) (Liick et al., 2019). Na coluna Alvo estd indicado o nimero de acesso da sequéncia em
analise. A. Identificagdo de siRNAs totais e eficientes na sequéncia do RNA1 da estirpe SJP. B.
Identificagdo de siRNAs totais e eficientes na sequéncia do RNA1 da estirpe CRD. C.
Identificag@o de siRNAs totais e eficientes na sequéncia do RNA1 da estirpe ASU.
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Para aprofundar na andlise dos possiveis siRNAs gerados a partir das sequéncias de
CiLV-C SJP a serem incluidas nas constru¢des genéticas, foi conduzido in silico uma
analise com a ferramenta dsCheck. O software permite identificar possiveis alvos nao
especificos (off-target) no genoma de alguns organismos, entre eles a planta arabidopsis.
Uma série de possiveis alvos ndo especificos com 1-2 mismatches foram identificados em
alguns /oci do genoma vegetal, que poderiam ser suscetiveis ao silenciamento génico
(Tabela Suplementar 1, 2 e 3). No entanto, com analises mais restritivas, que incluiram a
auséncia de mismatches, ndo foram identificados possiveis alvos dos siRNAs. Um
segundo programa que estima a eficiéncia dos siRNAs detectados, o si-Fi, foi utilizado
para as analises in silico. Nenhum siRNA eficiente foi identificado pelo si-Fi no genoma
de arabidopsis e de laranjeira doce. J4 no genoma de B. yothersi um Unico siRNA eficiente

foi identificado na regido scaffold306 com o fragmento RdRp2 (Figura 8).

Alvo siRNA total siRNA eficiente

B. yothersi 1 1

-]

@

Nimero de siRNAs por posigio

200 300 400 500

=)
8

Posi¢do da sequéncia alvo do RNAI
Figura 8: Analise in silico do fragmento RdRp2 de CiLV-C pelo programa si-Fi (siRNA-Finder)

contra o genoma de B. yothersi.

5.3 Linhagens transgénicas obtidas através do floral dip

Plantas transgénicas de arabidopsis foram obtidas através do método floral dip
(Zhang, 2006). A infiltracdo utilizando Tween-20 na solucido de submersdo foi repetida
vinte e oito vezes no total com as constru¢des RdRp2-hp e p15-hp. Das cerca de 6.000
sementes analisadas em meio MS com canamicina (50 mg/mL), nenhuma resultou em
plantas com folhas verdadeiras. Em contraste, com a substituicido do Tween-20 pelo
Silwet L-77 na solug@o de submersao, trinta e oito plantas transgénicas (linhagens) foram
obtidas no total, o que representa uma média de eficiéncia de transformacao de 0,26%

(Figura 9), através de 24 repeti¢cdes do floral dip.
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Figura 9: Selecdo de eventos transgénicos de RdRp2-hp através da germinagao de sementes de
A. thaliana em meio MS (Murashige e Skoog, MES e agar (0,8%) com canamicina (50 mg/mL).
Uma regido da placa evidenciando a diferenca entre plantas resistentes e sensiveis ao antibiotico
foi destacada. Cerca de 200 sementes foram semeadas por placa de selecao.

A partir de 10.400 sementes de RdARp2-hp, cerca de 0,21% renderam plantas com
folhas verdadeiras verdes. Com as construgdes p15 e MET-hp, das 9.720 e 3.020 sementes
coletadas, 0,07% e 0,49% produziam plantas resistentes ao antibidtico, respectivamente
(Figura 9). Com as constru¢des RARp2-hp e p15-hp foram obtidas 22 (Figura suplementar
4) e 7 (Figura suplementar 5) plantas transgénicas, respectivamente (Figura 10A e C).
Com a constru¢do MET-hp, 16 plantas foram obtidas (Figura 10B; Figura suplementar
6).
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B MET-hp
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Figura 10: Géis de agarose (0,8%) mostrando a analise feita por PCR das plantas resistentes ao
antibidtico canamicina. MM: Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (Thermo
Fisher Scientific). Numeros anotados em cima do gel indicam a identificagdo de cada linhagem
transgénica. Cada planta foi analisada em duplicata. WT: arabidopsis selvagem (controle
negativo). B: branco da PCR. C+: plasmideo pPCAMBIA2300 com os fragmentos virais de cada
construcdo. A. PCR realizada com iniciadores para amplificagdo de um fragmento do gene
RdRp2-hp de 567 pb. B. PCR realizada com iniciadores para amplificagdo de um fragmento do
gene MET-hp de 323 pb. C. PCR realizada com iniciadores para amplificacdo de um fragmento
do gene p15-hp de 370 pb.

As andlises realizadas por PCR com iniciadores para o gene nptll evidenciaram
amplicons com o tamanho esperado ao redor de 789 pb (Figura 11) em todas as plantas
avaliadas. J4 com os iniciadores para deteccdo de A. tumefaciens nenhum amplicon foi

observado (Figura suplementar 7).
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Figura 11: Géis de agarose (0,8%) de ensaios de PCR feitos com iniciadores que amplificam um
fragmento de 798 pb do gene nptll das diversas construgdes avaliadas. MM: Marcador molecular
1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). WT: arabidopsis selvagem
(controle negativo). B: branco da PCR. C+: controle positivo (plasmideo pPCAMBIA2300).

5.4 Segregacdo mendeliana dos transgenes e quantificacdo do nimero de copias na
geracdo T mediante avaliacdo do desenvolvimento das plantulas em meio de
selecao

O numero de copias dos transgenes foi avaliado através da segregagao mendeliana
nas plantas da geracdo T que foram aleatoriamente selecionadas para os experimentos de
desafio. As sementes foram selecionadas em meio MS suplementado com canamicina

(Figura 12).
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Figura 12: Germinagdo de sementes da geracdo T; da planta RdARp2-hp 12 em meio MS com

canamicina (50 mg/mL). As setas indicam uma planta resistente ao antibidtico (folhas verdadeiras

e verdes) e uma planta sensivel ndo transgénica (plantulas amareladas, sem ou com pouco

desenvolvimento das folhas verdadeiras).

Os valores da proporcao fenotipica observados foram comparados com os valores

tedricos esperados considerando a presenca de uma cdpia do transgene (3:1) (Tabela 5).

Os dados observados e teoricos foram processados mediante o teste qui-quadrado (¥?) e

avaliados de acordo com as hipoteses nulas descritas no item 4.9.

Tabela 5: Tabela de contingéncia elaborada para analise da segregacdo mendeliana nas plantas
transgénicas da geracdo Ti.

Linha . Valor Valor esperado  Valor P
. Fenotipo
transgénica observado 3:1) e (<0,05)
Resistent
cmamicina 6% 67.5
RdRp2-hp 12 NG Stent 0,0148 0,9
ao reswj e'n ea 2 2.5
canamicina
Resistent
et e
RdRp2-hp_39 Nio resistente a 0.01 0.9
.. 5 5,25
canamicina
Resi
comicina 2! 2025
RdRp2-hp 70 Na tent 0 >0,95
a
0 resmj e'n ea 6 6.75
canamicina
Resistente a
RdRp2-hp 83 18 18,75 0,04 0,9

canamicina
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Na3o resistente a

. 6 6,25
canamicina
Resistent
esis gn ‘e a 34 285 Hipgtese
RdRp2- canamicina
hp_92* Nio resistente a 5,5 nula
" ici 3 9,5 rejeita
canamicina
Resistent
s T
MET-hp_109 Nio resistente a 0,01 0,9
.. 22 22,5
canamicina
e
MET-hp 112 NG ont 0.14 0.9
ao res1§ e?n ea 3 1475
canamicina
s 285
MET-hp_115 — § 0 ~0.95
- Nao resistente a
.. 9 9,5
canamicina
Resi
coomiens 28 285
MET-hp 117 NG ent 0,01 0.9
ao res1§ e‘n ea 10 0.5
canamicina
Resistent
cmamicina 35 375
p15-hp 44 N; - ont 0.6 0.9
ao res1§ e?n ea s 125
canamicina
Resi
e ! JE
p15-hp 69 NG ont 0.01 0.9
ao res1sj e‘n ea . 105
canamicina
Resi
coamiens 18 1875
PIS-hp 88 (75 resistent 0,06 0,9
a0 res s e‘ ea . 6.5
canamicina
o 2 23,05
p15-hp_89 N3o resistente a 0,139 0,9
s 7 7,75
canamicina
Resistent
e
p15-hp 100 N; ot 0.04 0.9
do resistente a 1 1125

canamicina

Marcadas com * sdo as plantas que apresentaram distribuicdo significativamente diferente do
esperado.
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O resultado do teste y? sugere que nao ha diferenga significativa entre os valores
observados e os valores esperados para a maioria das linhas, pelo que ¢ aceita a hipotese
nula descrita no item 4.10, ou seja, apresentam segregacao fenotipica 3:1. Apenas a planta
RdRp2-hp 92 demonstrou uma propor¢do observada significativamente diferente do
esperado e, portanto, um novo teste, postulando a presenca de duas copias (15:1) foi
realizado. Nesse caso, ndo houve diferenca significativa entre os valores observados e os
valores esperados (15:1), demonstrando que a planta RdRp2-hp 92 possui duas copias
do transgene (y*> = 0,2726, p = 0,9).

5.5 Quantificagdo do nimero de copias dos transgene na geracdo T; mediante PCR

quantitativo

Como alternativa molecular a avaliagdo fenotipica, o numero de coOpias dos
transgenes foi determinado por PCR quantitativo (qQPCR). As curvas padrdes das
linhagens RdRp2-hp 70 e RdRp2-hp 92 apresentaram um coeficiente de determinagado
de 0,99 e a eficiéncia de amplificacdo ficou entre 0,81-1,01 (Figura 13).

A Curva padrdo RdRp2-hp linhagem 70 B Curva padrao 4HPPD linhagem 70

entragio por pl

C Curva padrao RdRp2-hp linhagem 92 D Curva padrao 4HPPD linhagem 92

Figura 13: Curva padrao elaborada com os valores de Cq das linhagens transgénicas avaliadas.
A e B. Curvas padrdes para RdRp2 e 4HPPD (gene de referéncia de A. thaliana) da linhagem
RdRp2-hp 70. C e D. Curvas padrdes para RdARp2 e 4HPPD da linhagem RdRp2-hp 92. As
curvas foram obtidas a partir da dilui¢do seriada do DNA genomico extraido das plantas (10 ng,
1 ng, 100 pg, 10 pg e 1 pg). Y = valor de intercessdo. R? = coeficiente de determinagdo. E =
eficiéncia de amplificagdo.

Com os valores de declive e intercessdo das curvas ajustadas, o valor obtido de X/R

foi de dois para as duas linhagens avaliadas. Considerando que os iniciadores utilizados
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amplificam o fragmento viral presente em duplicata nas construgdes, o resultado indica

que as duas linhagens de RdRp2-hp possuem uma copia dos transgenes.

5.6 Estabelecimento de experimentos pilotos para o desafio das plantas transgénicas
Para o desafio das plantas transgénicas foi necessario desenvolver uma populagao de
acaros B. yothersi viruliferos com CiLV-C SJP. Assim foi realizado um experimento
piloto de inoculacdo e a avaliacdo dos iniciadores para o gene normalizador para as
avaliagdes de carga viral mediante qPCR.
A presenga de CiLV-C na populagdo de B. yothersi foi realizada em grupos de dez

acaros por fruto, mediante RT-PCR e em intervalos de 1 més (Figura 14).

A CiLV-C SIP p29 (RNA1) B CilV-C SIP p24 (RNA2)
MM12 34 56 789 101112 131415 MM12 3 45 6 7 8 9101112 13 14 15
500 pb
pbup S ———————— ———— —— 400 pbup [y ———— ]
MM 1617 1819202122 23242526 C- Bc B C+ MM 16 1718 1920 21 222324 25 26 C- Bc B C+
500 pbup - ——— ———— — — . - 400 pbup —— - - ——— — — — -

Figura 14: Gel de agarose (0,8%) dos resultados da RT-PCR realizada para detecgdo de CiLV-C
SJP em B. yothersi viruliferos. A. Iniciadores que amplificam uma regido de 456 pb do gene p29
do RNAI. B. Iniciadores que amplificam uma regido de 393 pb do gene p24 do RNA2. MM:
Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). 1-26: acaros
viruliferos (10 4caros por fruto). C-: controle negativo (B. yothersi avirulifero). Bc: branco da
sintese de cDNA. B: branco da PCR. C+: controle positivo (fruto de laranja doce infectado com
CiLV-C SJP).

Com a populagdo virulifera de acaros B. yothersi foi conduzido um protocolo de
infestacdo em arabidopsis selvagem para garantir 100% de inoculacdo de CiLV-C
tomando como base trabalhos anteriores (Arena et al., 2022). A avaliagdo do experimento
piloto foi realizada através da observagdo da evolucdo dos sintomas (Figura 15A) e a
confirmacdo da presenca viral mediante RT-PCR (Figura 15B). Os resultados indicaram
que todas as plantas foram inoculadas, atingindo 100% de eficiéncia de inoculagao.

Também foram observados em folhas além das inicialmente infestadas, indicando que os

acaros se movimentaram das folhas iniciais para outras regides das plantas. A analise dos
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diferentes pares de iniciadores para o gene SAND revelou o mais adequado para
normaliza¢do dos dados obtidos por qPCR, com base na amplificacdo seletiva de DNA
derivado de RNA (cDNA), em oposicdo ao DNA gendmico (Figura Suplementar 8).
Posteriormente determinou-se a eficiéncia dos iniciadores para o gene SAND com
fluoroforos intercalantes (E=0.95, Figura suplementar 9), permitindo a condugao das

analises por qPCR com sondas de hidrélise das amostras obtidas do desafio.

B
p29 SIP
MM1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 Bc B C+
500 pbmp R —— .

Figura 15: Analise do ensaio piloto em 4. thaliana selvagem infestadas com acaros Brevipalpus
yothersi viruliferos para verificacdo da eficiéncia de inoculagdo. A. Folhas de arabidopsis com
sintomas na forma de manchas clordticas e necroticas. B. Gel de agarose (0,8%) da RT-PCR
realizada com iniciadores que amplificam um fragmento de 456 pb do gene p29 do CiLV-C SJP.
MM: Marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). 1-12:
amostras de arabidopsis (folhas infestadas com dacaros viruliferos). Bc: branco do cDNA. B:

branco da PCR. C+: controle positivo (fruto de laranja doce com CiLV-C SJP).

5.7 Reducdo da carga viral nas plantas transgénicas inoculadas com CiLV-C

No total treze linhagens transgénicas com plantas da geragdo T foram desafiadas
com CiLV-C. A capacidade das plantas transgénicas de resistir a infecgdo em comparagao
com as plantas selvagens foi avaliada quanto ao desenvolvimento dos sintomas (Figura
16) e a acumulagdo viral (Figura 17). Quatro experimentos independentes foram
realizados, cada um deles com diferente composi¢do de linhagens transgénicas. A
realizacdo do experimento de forma escalonada foi necessaria principalmente devido ao
reduzido espaco disponivel na camara de crescimento de plantas Conviron.

Em algumas linhagens transgénicas foi possivel observar uma lenta progressao da
severidade dos sintomas, e menor severidade dos mesmos ao longo dos experimentos
(Figura 16). A comparagao do valor de declive (slope) das curvas de melhor ajuste dos

graficos de severidade permitiu detectar a diferenca no desenvolvimento dos sintomas
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entre as plantas WT e transgénicas no desafio 1. Enquanto as linhagens RdRp2-hp 39 e
MET-hp 115 tiveram um valor de declive similar a WT de 0,54, 0,5 e 0,67,
respectivamente, a linha MET-hp 117 teve um valor de declive menor, de apenas 0,3
(Figura 16A). No segundo desafio a linha RdRp2-hp 70 nao desenvolveu sintomas
(Figura 16, B; Figura suplementar 9) e, portanto, teve um valor de declive de 0. As linhas
de tendéncia que representam as linhagens RdARp-hp 83 e MET-hp 109 tiveram um valor
de declive de 0,17 e 0,35, respetivamente (Figura 16B). No terceiro desafio as linhas
avaliadas WT, RdRp-hp 92, p15-hp 88 e p15-hp 89 tiveram um valor de declive de
0,42,0,21, 0,41 e 0,48, respectivamente (Figura 16C). No quarto desafio, a linha WT teve
um valo de declive de 0,56 e as linhas transgénicas MET-hp 112, p15-hp 44, p15-hp 69
e pl5-hp 100, de 0,48, 0,46, 0,41 e 0,32, respectivamente (Figura 16D).
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Figura 16: Desenvolvimento dos sintomas ap6s a infestagdo com acaros viruliferos das plantas
transgénicas e selvagens durante os desafios com CiLV-C. Os graficos mostram a dispersdo da
severidade de acordo com uma escala diagramatica de notas ao longo do desafio. A linha azul
representa a curva de tendéncia e proximo a ela o valor do seu declive. A linhagem em analise
estd indicada no titulo de cada grafico. Eixo x: dias apos infestacdo. Eixo y: Severidade dos
sintomas. Cada ponto preto representa uma folha. A. Primeiro desafio. B. Segundo desafio. C.
Terceiro desafio. D. Quarto desafio.

No primeiro desafio, as andlises através de RT-qPCR revelaram uma reducdo na
carga viral nas linhagens transgénicas RdRp2-hp 39, MET-hp 115 e MET-hp 117 de
70%, 61% e 76,6%, respectivamente, em comparacao com a carga viral de 6,51E+07 +
1,41E+07 (£Erro Padrao) detectada nas plantas selvagens (Tabela suplementar 4, Figura
17A). A redugdo na carga viral nas linhas RdRp2-hp 70, RdRp2-hp 83 e MET-hp 109

foi de 100%, 93,1% e 96,6%, respectivamente, em relagdo a carga viral nas plantas
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selvagens do segundo experimento (Tabela suplementar 4, Figura 17B). No terceiro
desafio realizado, na comparagdo com as plantas selvagens, as cargas virais das linhas
RdRp2-hp 92, pl15-hp 88 e pl5-hp 89 foram de 99%, 35,8% e 94,5% menores,
respectivamente (Tabela suplementar 4, Figura 17C). No ultimo experimento realizado,
as linhas MET-hp 112, p15-hp 44 e p15-hp 69 tiveram uma redugdo na carga viral em
comparagdo com as plantas selvagens de 14,4%, 87,9% e 92%, respectivamente,
enquanto uma linha teve um aumento na carga viral de 16% acima da observadas nas
plantas transgénicas, usadas como controle suscetivel (Tabela suplementar 4, Figura
17D). A carga viral observada nas linhas RdRp2-hp 70, 83 e 92, MET-hp 117 e 109 ¢
pl5-hp 89, 44 e 100 foi significativamente menor do que a detectada nas plantas
selvagens de seus respectivos desafios. Nas linhagens transgénicas RARp2-hp 39, MET-
hp 115e112epl5-hp 88 e 100 ndo houve diferenca estatistica com as plantas selvagens

(»<0,05) (Figura 17).
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Figura 17: Carga viral de CiLV-C apds o desafio das linhagens de plantas transgénicas e
selvagens de A. thaliana. O genoma viral foi detectado mediante RT-qPCR. Outliers foram
removidos dos graficos para melhor visualizacao da distribuicdo dos dados, mas foram incluidos
nas analises estatisticas. Diferencas estatisticas foram avaliadas utilizando o teste de Kruskal-
Wallis e Dunn, comparando os dados de cada grupo por experimento e sdo indicadas por
diferentes letras (p<0.05). A. Primeiro desafio. B. Segundo desafio. C. Terceiro desafio. D.

Quarto desafio. As linhagens analisadas em cada desafio estdo indicadas no eixo x dos graficos.

6 DISCUSSAO

As estatisticas apontam que na safra 2021-22 a taxa de queda de frutos de laranjas
doces exclusivamente causada pela leprose dos citros alcangou um recorde historico,
atingindo 2,83% do total das quedas observadas (Fundecitrus, 2023). Considerando que
o preco da caixa 40,8 kg de laranja doce no periodo foi a R$46,3 (Cepea/Esalqg, 2023,
acesso 08/11/2023), as perdas resultaram na ordem dos R$ 340 milhdes (Fundecitrus,
2022). A magnitude das perdas, apesar da implementacao de métodos estabelecidos de

manejo da LC (Bassanezi, 2017), indicam a necessidade de avaliar alternativas mais
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eficazes para o controle da doenca. Nesse trabalho estabelecemos a premissa da
abordagem de silenciamento génico poés-transcricional (SGpT) como uma alternativa
biotecnoldgica promissora para atenuar os efeitos de doengas virais em plantas. O SGpT
¢ uma estratégia eficiente de controle especifico contra pragas e patégenos (Collinge &
Sarrocco, 2022; Koch & Wassenegger, 2021). Visando resisténcia a virus, a abordagem
pode ser implementada por meio da engenharia genética, produzindo modificagdes
genOmicas na planta que levam a expressao de um hairpinRNA (hpRNA) com sequéncias
virais, que atuardo como agentes indutores do mecanismos de silenciamento génico
(Smith et al., 2000).

A inducdo do silenciamento gé€nico para resisténcia a virus em Arabidopsis thaliana
transgénicas que expressam microRNA artificial (amiRNA) ou siRNAs e desenvolvidas
pela transformacao por floral dip tem sido descrita (Niu et al., 2006; Nomura et al., 2004).
Neste trabalho, arabidopsis foi escolhida para ser submetida as transformagdes genéticas
e teste da eficacia do SGpT, em parte devido aos numerosos e extensos conhecimentos
disponiveis sobre a sua interagdo com cilevirus (Arena et al., 2017, 2018, 2020, 2022).
Este trabalho representa a primeira prova de conceito para validar a capacidade do SGpT
como estratégia de resisténcia frente a infeccao por um kitavirus, em particular o CiLV-
C. Para tanto, foram geradas plantas transgénicas de arabidopsis que expressam trés tipos
de moléculas dsRNAs, numa estrutura de hpRNA, sendo que cada construgdo contém
uma de duas regides da ORF RdRp do RNA1 ou uma regido da ORF p/5 do RNA2 de
CiLV-C estirpe SJP.

A selecdo das sequéncias alvos tem uma influéncia relevante na eficicia da
construgdo genética para a indugdao do silenciamento, podendo levar a variagdes na
eficiéncia do mecanismo (Chen et al., 2010; Tan et al., 2012). Por esse motivo, a escolha
das regides alvos neste trabalho tomou em conta a estratégia de expressao génica do virus
alvo, a diversidade genética das estirpes conhecidas de CiLV-C e aspectos
epidemiologicos da doenca. Em CiLV-C varias proteinas tardias se expressam por meio
da sintese de RNA subgenomico (sgRNA). Apenas os genes RdRp e pl5, alvos
selecionados nesse trabalho, estdo posicionados no extremo 5’ dos RNAI e RNA2,
respectivamente, e sua expressdo acontece diretamente a partir do RNA genomico
(Pascon et al., 2006). O gene p29 do RNAI, e os genes p61, mp e p24 do RNA2 de CiLV-
C e alguns outros cilevirus, sdo expressos mediante sgRNAs (Pascon et al., 2006; Ramos-

Gonzalez et al., 2020). A acumulacdo significativamente maior de moléculas de sgRNA
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durante a replicagcdo viral do que o RNA gendmico (Arena et al., 2020, 2022) pode
resultar em um efeito de diluicdo na acdo do siRNAs, reduzindo a eficacia do SGpT
(Arvey et al., 2010) e intensificando o risco de evolugdo de mutantes com resisténcia

parcial, capazes de evadir o silenciamento génico (Martinez et al., 2012).

A ativacao do mecanismo de silenciamento génico contra diferentes virus pode ser
obtida através de construgdes de um unico hairpinRNA contendo multiplas regides
gendmicas virais. A estratégia possibilita a indugcdo de resisténcia até para virus
pertencentes a diferentes espécies (Akbarimotlagh et al., 2023). Plantas de soja
transgénicas que produz um unico hpRNA com regides extremamente conservadas dos
genes replicase dos virus do mosaico da alfafa (AMV, género Alfamovirus), do
mosqueado do feijoeiro (BPMV, género Comovirus) e do mosaico da soja (SMV, género
Potyvirus) apresentaram resisténcia a infec¢do simultanea aos trés virus alvos (Zhang et
al., 2011). Embora ndo tenham sido desafiadas com diferentes estirpes dos trés virus, as
regides alvos apresentavam de 93-97% de similaridade entre as estirpes de cada virus
(Zhang et al., 2011). Outra abordagem para gerar maior abrangéncia mediante o SGpT
foi empregada com a producdo de um hpRNA contendo uma regido altamente conservada
do gene N/b de SMV em plantas de soja transgénica. Nesse caso, a resisténcia foi efetiva
contra 0 SMV e também contra os potyvirus do mosaico comum do feijoeiro (BCMV) e
do mosaico da melancia (WMV) (Yang et al., 2017). Devido a identidade nucleotidica de
pelo menos 90%, as plantas obtidas mostraram-se resistentes a cinco estirpes diferentes
de SMV (SC3, SC7, SC15, SC18 e SC-R). Quando desafiados com BPMV, que apresenta
entre 68-83% de identidade com a regido alvo presente no hpRNA, os eventos
transgénicos de soja apresentaram menor nivel de resisténcia contra a infec¢ao viral em
comparagdo com a resisténcia ao SMV (Yang et al., 2017). Esses trabalhos demonstram
a eficacia da escolha de regides extremamente conservadas como alvos para o

silenciamento de diferentes estirpes virais.

Levando em consideracdo que € possivel induzir resisténcia a diferentes estirpes
virais utilizando uma sequéncia do genoma viral conservada entre virus de uma mesma
espécie, neste trabalho identificamos regides altamente conservadas entre os genomas de
virus representantes das trés linhagens conhecidas de CiLV-C. As regides estudadas,
dentro das sequéncias das ORFs RdRp e pl5, incluiram fragmentos de sequéncias do
motivo MET (metiltransferase) do gene RdRp e do gene p135, que exibem 90% e 98% de

identidade nucleotidica (i.n.) entre as diferentes linhagens, respectivamente.
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Adicionalmente, com o intuito de realizar uma comparagao com o uso de uma sequéncia
menos conservada, uma regido do motivo RdRp2 do gene RdRp, que apresenta 86% de
i.n., também foi utilizada. As constru¢des foram montadas baseadas no genoma de CiLV-
C SJP, considerando que os virus dessa estirpe sdo prevalentes na principal regidao

produtora de laranjeiras do Brasil (Chabi-Jesus et al., 2021).

Devido a sua eficacia bem documentada (Zhang et al., 2006), o método de
transformagdo genética floral dip foi escolhido para desenvolver as plantas transgénicas
de arabidopsis deste trabalho. A eficiéncia de transformagao obtida nas nossas condi¢des
foi de 0,07% a 0,49% do total de sementes geradas, um valor dentro dos padrdes relatados
mediante a utilizacdo de Silwet L-77 e sacarose, que ¢ de 0,08% a 1% (Clough & Bent,
1998; Zhang et al., 2006). Apesar do sucesso com a implementacao do protocolo floral
dip, algumas consideracdes praticas sobre o procedimento podem ser relevantes: (i) a
utilizagdo do surfactante Silwet L-77 demonstrou ser um ponto crucial para o sucesso da
transformacao genética das plantas. Apesar do relato favoravel sobre a adi¢cdo de Tween-
20 na solugdo de infiltracao (Das & Joshi, 2011), nas nossas condi¢des experimentais nao
foi possivel recuperar plantas transgénicas utilizando esse detergente. (ii) A eficiéncia de
transformag@o obtida neste trabalho foi mantida dentro dos padrdes para o protocolo
floral dip; no entanto, outros parametros podem ser suscetiveis de aperfeicoamento, por
exemplo: (a) aprimoramento do estdgio da inflorescéncia durante a infeccdo com a
bactéria na submersao. O grau de desenvolvimento da inflorescéncia € o ponto essencial
para o sucesso da transformacdo uma vez que 4. tumefaciens adentra os ovarios apenas
de flores ainda nao abertas (botdes florais) (Desfeux et al., 2000). Para tanto, a remog¢ao
de flores abertas na hora de submersao (Zhang et al., 2006) foi um passo extra realizado
apenas durante as submersdes com a constru¢do MET-hp. Com a retirada das flores
fecundadas na hora da submersdo foi possivel melhorar a eficiéncia de transformagao
(0,49%) em comparagdo com as constru¢des RdRp2-hp e p15-hp (0,21% e 0,07%,
respectivamente); (b) a indug¢do de estresse hidrico as plantas apds a submersao para
aumentar a eficiéncia de transformacdo por floral dip em até 10% (Ali et al., 2022).
Contudo, essa alternativa nao foi explorada neste trabalho. A exploragao dessas varidveis
poderd ser util para maximizar a eficiéncia da transformacdo do processo de
transformagao pelo método floral dip.

A presenga do T-DNA e o nimero de copias dos genes de interesse nas plantas

transgénicas foi confirmada por métodos biologicos e moleculares: (i) desenvolvimento
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de plantulas com folhas verdadeiras verdes no meio de selecdo com antibidtico; (ii)
detecg¢ao por PCR da presenca dos genes nptll, que garante resisténcia a canamicina, €
daqueles de origem viral presentes nas constru¢des do hairpin; (iii) crescimento e
desenvolvimento de plantulas da geracdo Ti; em meio contendo canamicina e
determinagdo da propor¢do fenotipica regida pela segregagdo mendeliana do carater
resisténcia ao antibidtico, e (iv) determinacdo do niimero de copias do transgene por
qPCR no genoma da planta.

Através da observagdo da segregagao mendeliana do fendtipo de resisténcia a
canamicina nas plantas da geracdo T foi estimado que a maioria das plantas transgénicas
possuiam uma tnica copia do T-DNA no seu genoma, com exce¢do de apenas uma
linhagem transgénica que demonstrou ter duas copias (RdRp2-hp 92). De fato, a
integracdo de uma unica copia do T-DNA parece ser o padrdo quando o método de
transformagdo envolve a técnica de floral dip (Das & Joshi, 2011).

Em paralelo, as andlises moleculares de caracterizagdo das plantas transgénicas
mediante qPCR confirmaram os resultados das analises de segregacdo, com a exce¢do da
linha RdRp2-hp 92, na qual o qPCR indicou uma unica copia do transgene,
contradizendo a observagdo biologica, possivelmente devido a baixa eficiéncia dos
iniciadores utilizados. As andlises do nimero de cépias de transgenes por qPCR sdo uma
alternativa frequentemente utilizada (Gtowacka et al., 2016; Kanwar et al., 2022), mas a
utilizagdo de fluordforos intercalantes pode requerer uma otimizag¢do experimental
intensiva e multiplas reagdes por amostras para distinguir com precisao entre uma e duas
copias do transgene (Bubner et al., 2004). Uma alternativa mais precisa envolve o uso de
sondas de hidrolise, o que também representa maior custo operacional (Bubner &
Baldwin, 2004). Alternativamente, o numero de copias de transgenes também pode ser
estimado mediante a técnica de PCR digital ({PCR) (Hindson et al., 2011), comparando
a quantificagdo do transgene com a quantificagdo de um gene de referéncia com niimero
de copias sabido (Collier et al., 2017). Em comparagdo com o qPCR, o dPCR pode ser
mais preciso, ndo depende de curvas padrdes e tem sido demonstrado ser tao confidvel
quanto o Southern blot (Cai et al., 2021; Collier et al., 2017; Hindson et al., 2011). A
técnica do PCR invertido (iPCR) (Does et al., 1991) também permite a identificagdo do
numero de copias dos transgenes e, adicionalmente, permite reconhecer o sitio de inser¢ao

do T-DNA no genoma da planta transgénica. O uso do iPCR e dPCR poderdo ser
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avaliadas para aprofundar na caracteriza¢cao molecular das plantas transgénicas obtidas
no presente trabalho.

O grau de resisténcia garantida pela indugao do silenciamento génico pode depender
do siRNAs produzido nas plantas transgénicas (Gaba et al., 2010). Através do si-Fi foi
possivel estimar a diversidade quantificada através do numero de possiveis fragmentos
de siRNAs produzidos a partir das construgdes desenvolvidas e a sua possivel eficiéncia
contra os genomas das trés estirpes de CiLV-C (SJP, CRD e ASU) assim como de outros
membros do género Cilevirus (PfGSV e CiLV-C2). Como era de se esperar uma vez que
as construcdes foram desenhadas sobre o genoma da estirpe SJP, a maior quantidade de
siRNAs eficientes foram identificados contra essa estirpe. Contra os genomas das estirpes
CRD e ASU, uma quantidade menor de siRNAs totais e eficientes derivada dos
fragmentos MET-hp e RdRp2-hp foi observada, provavelmente devido a menor
identidade nucleotidica entre as estirpes nessas regides. Possivelmente por conta do alto
nivel de identidade do gene p15 entre as estirpes, uma quantidade similar de siRNAs foi
identificado contra este fragmento nos genomas das trés estirpes. Estes resultados indicam
que todas as construgdes devem ser eficazes em induzir o silenciamento contra a infec¢ao
pela estirpe SJP, mas € possivel que a constru¢do RdRp2-hp seja menos eficiente contra
CRD, seguido de MET-hp. Essa hipotese devera ser avaliada biologicamente através da
inoculagdo de virus da estirpe CRD nas plantas transgénicas. Como esperado, e de acordo
com a alta divergéncia nucleotidica entre os genomas de CiLV-C e os genomas de PfGSV
e CiLV-C2, ndo foram identificados siRNAs capazes de atingir esses virus. Embora a
resisténcia viral possa estar relacionada com a maior quantidade de siRNAs produzidos,
no caso de limas acidas (C. aurantiifolia) transgénicas resistentes ao virus da tristeza do
virus (CTV), a resisténcia induzida por SGpT foi melhor correlacionada com um menor
nimero de transcritos do transgene e ndo a maior acumulagdo de siRNAs (Fagoaga et al.,
2006; Lopez et al., 2010), provavelmente devido ao possivel silenciamento transcricional
de transgenes com alto acumulo de transcritos.

A especificidade do silenciamento génico ¢ garantida pela complementariedade da
sequéncia do siRNA ao seu alvo. No entanto, existe a possibilidade de que o
silenciamento possa afetar a expressdo de genes ndo especificos levando ao efeito de
silenciamento fora de alvo (ndo intencional ou off-target) (Senthil-Kumar & Mysore,
2011). O efeito fora de alvo esta principalmente relacionado com a identidade entre o

siRNA derivado do dsRNA e o mRNA ndo alvo, permitindo a degradacdo de genes nio
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desejada (Jackson et al., 2003; Xu et al., 2006). A probabilidade do efeito fora de alvo
pode ser avaliada através de ferramentais bioinformaticas, como dsCheck (Naito et al.,
2005) e si-Fi (Liick et al., 2019). Neste trabalho, as analises com o software dsCheck
revelaram uma quantidade nao significativa de /oci com possiveis alvos ndo especificos
no genoma de A. thaliana com os fragmentos MET, RdRp2 e p15 de CiLV-C. No entanto,
¢ preciso levar em conta que essa ferramenta foi inicialmente desenvolvida para anélise
em Drosophila sp., onde uma sequéncia de fita dupla de 19 nts com 100% de identidade
¢ o suficiente para a degradacdo do mRNA (Naito et al., 2005). Para uma analise mais
robusta foi utilizada a ferramenta si-Fi, que prevé a eficiéncia dos siRNAs de 21 nts.
Nesse caso, ndo foram identificados alvos ndo especificos no genoma de arabidopsis e de
laranjeira doce com as trés sequéncias virais empregadas. As analises computacionais t€ém
demonstrado que uma sequéncia com 21-22 nts e 100% de identidade com o alvo ¢
necessario para guiar o silenciamento contra genes nao especificos em plantas (Xu et al.,
2006). No entanto, a existéncia de mismatches na regido de reconhecimento do siRNA
também pode levar ao silenciamento génico e inibi¢ao de transcrigdo de genes ndo alvos
(Senthil-Kumar et al., 2007). Diversos fatores da interacdo siRNA-RISC-mRNA podem
estar relacionados com o efeito fora de alvo (Jackson et al., 2006; Kamola et al., 2015;
Neumeier & Meister, 2021; Senthil-Kumar & Mysore, 2011).

Enquanto as analises realizadas com o si-Fi ndo revelaram possiveis off-target no
genoma de laranjeira doce, um possivel off-farget foi identificado no genoma de B.
yothersi, o acaro vetor do virus. Um siRNAs eficiente gerado a partir do fragmento
RdRP2 apresentou 100% de identidade com uma regido genOmica, de fung¢do
desconhecida, no acaro. Esse resultado pode ser relevante no contexto de outros trabalhos
em andamento do nosso grupo de pesquisa. Em um experimento realizado para identificar
o perfil de RNAs de pequeno tamanho (siRNA e miRNA) de Brevipalpus viruliferos foi
identificado um fragmento de 22 nts, provavelmente um siRNA, que ¢ 100% conservado
na regido intergénica do RNA2 de CiLV-C e em um gene do 4caro para uma possivel
RdRp. A descoberta por meios tedricos da possivel existéncia de um siRNA que ¢
derivado do fragmento de CiLV-C incluido na formagdo do hairpin RdRp2, junto a
identificacdo de outro siRNA no estudo do perfil de RNAs de pequeno tamanho,
poderiam indicar a existéncia de um intenso intercambio regulatorio entre o virus e o seu
vetor. A presenca desses RNA de pequeno tamanho, por sua vez, sugere a participacao

do mecanismo de silenciamento génico cuja funcionalidade nos acaros Brevipalpus ¢
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totalmente desconhecida. O estudo, embora parcial, do genoma de B. yothersi (Navia et
al., 2019) tem revelado a presenca de possiveis genes homologos daqueles que participam
da via de miRNA de insetos. Os genes detectados sdo dois homologos de RdRp e dois
homologos de AGO2, além de outros homologos de Dicer (Nunes & Novelli, dados nao
publicados).

Embora especulativo at¢é o momento, aprofundar no conhecimento sobre a
participagdo dos siRNAs na modulacdo da interacdo entre CiLV-C e B. yothersi se
converte numa janela de estudos necessaria, pois ¢ altamente desejavel avaliar a
possibilidade de utilizar a producdo de hairpin contra genes alvos do acaro, e se uma
mesma sequéncia, por exemplo, derivada do motivo RdRp2 do virus, pode ter como alvo
o virus e o acaro, simultaneamente. A utilizagdo do RNAI contra insetos, acaros ¢ outros
artropodes com dsRNA pode ser aplicado de diversas maneiras (Suzuki et al., 2017) e
regularmente sdo utilizados como genes alvos aqueles envolvidos na reproducdo e
fisiologia do organismo, i.e. genes envolvidos no catabolismo de xenobioticos e na ecdise
(Niu et al., 2018; Pomerantz & Hoy, 2015; Wei et al., 2021; Wu & Hoy, 2014).

Os experimentos de desafio das plantas transgénicas demonstraram que a producao
de uma molécula de RNA do tipo hairpin é efetiva contra o CiLV-C. Embora novas
analises com um nimero maior de linhagens devem ser ainda conduzidas, os resultados
obtidos revelam que alvos nas diferentes regides genomicas do CiLV-C podem gerar
linhas com diferentes graus de resisténcia mediante o SGpT. Os desafios conduzidos com
as plantas das linhagens RdRp2-hp apresentaram um nivel de resisténcia geralmente
superior, com uma reducao na acumulacao viral de 70-100% em comparacdo com as
plantas selvagens. Essa observacdo estd de acordo com as andlises in silico, que
demonstraram a possibilidade de uma maior produgdo de siRNAs a partir do fragmento
RdRp2, possivelmente devido ao seu maior tamanho em comparagao com os fragmentos
MET e pl5. No futuro, a acumulagdo de siRNAs poderé ser avaliada por Northern blot
nas linhas RdRp, MET e p15, a fim de confirmar as analises in silico. Em contraposicao,
duas linhas com a construgao p15-hp apresentaram uma carga viral semelhante a da planta
selvagem. Entre as linhas MET-hp, as plantas demonstraram uma maior variagdo de
resisténcia, com uma reducdo na carga viral de 61-96,6%.Uma das linhas com a
constru¢do RdRp2-hp ¢ de particular interesse uma vez que nela os niveis de carga viral
foram na ordem de 4,01E+04 aos 10 dias apos infestacdo. Esse valor de carga viral na

linha RdRp2-hp 70 ¢ equivalente ao descrito em plantas de arabidopsis selvagens
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infectadas com CiLV-C, mas as 48h apos infestagao (1E+04 particulas) (Arena et al.,
2022), o que sugere que essa linha pode ser imune, uma vez que, possivelmente, a carga
viral detectada era a presente nos acaros viruliferos e ndo da replicacdo do virus na planta.
Novos experimentos de desafios serdo realizados com geragdes T2 e T3 dessa linha para,
além de conferir a estabilidade do carater de resisténcia, conferir a expressao do gene p29
e estabelecer a relagdo entre a acumulagdo dos transcritos do sgRNA p29 e do genoma
RNAI de CiLV-C.

O acompanhamento diario do desenvolvimento dos sintomas durante o desafio das
plantas selvagens e transgénicas possibilitou estudar a correlagdo entre a severidade dos
sintomas e a carga viral determinada no final do desafio das linhas transgénicas. Uma
relagdo diretamente proporcional foi observada no primeiro desafio realizado. No entanto
essa correlacdo ndo foi tdo clara nos outros desafios conduzidos em algumas linhas
transgénicas. Varios fatores poderiam estar influenciando a relacdo entre a evolugdo dos
sintomas e carga viral, entre eles, o fato de que os experimentos de desafios terem sido
realizados com plantas da geragdo Ti. Espera-se que as plantas das geracdes T e T3
apresentem maior homogeneidade na resposta considerando que deverdo ser
homozigotas.

Em proximas etapas, as linhas transgénicas mais promissoras e das geracdes T2 e T3
serdo desafiadas com a estirpe CRD de CiLV-C para avaliar se a resisténcia observada
contra SJP também pode garantir resisténcia contra outra estirpe de CiLV-C. Ademais,
diversas abordagens poderdo ser exploradas com o intuito de aperfeicoar o sistema de
indug¢do do SGpT desenvolvido neste trabalho. Nas construcdes genéticas atuais, a
expressao do hairpinRNA ¢ conduzida pelo promotor constitutivo 35S do virus do
mosaico da couve-flor, amplamente utilizado em diversas espécies vegetais (Amack &
Antunes, 2020). Para contornar a expressao constitutiva, que seria ineficiente no caso da
LC na auséncia de uma infeccdo viral, um objetivo pertinente sera avaliar o uso de
promotores transcricionais dos genes induziveis, por exemplo, em resposta ao dcaro em
laranjeira doce (Arena et al., 2018). Construgcdes com tais caracteristicas tem sido
utilizadas contra o nematoide Meloidogyne incognita em plantas de tomate transgénica,
0 que garantiu a ativacao da resisténcia contra o nematoide de maneira especifica durante
a infeccdo (Thorat et al., 2024). Outra alternativa seria utilizar promotores transcricionais
de genes expressos especificamente no tecido do epicarpo da laranja doce, uma vez que

os acaros sdo encontrados com maior frequéncia nos frutos do que nas folhas em campo
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(Chiavegato, 1986) e CiLV-C apresenta maior carga viral neste tecido do que em limbo
foliar (Barro, 2022).

A indugdo do SGpT contra infecgdes virais em plantas transgénicas de citros ¢ uma
estratégia viavel (Goulin et al., 2019). Diversos estudos tém investigado o uso de plantas
transgénicas de Citrus para resisténcia a patdogenos como fungos, virus, bactérias e
oomicetos, incluindo em experimentos de campo (Anderson et al., 2015; Caserta et al.,
2019; Sun et al., 2019). Ainda assim, existem outras abordagens para estimular o SGpT
que podem contornar a utilizagao de plantas transgénicas. Por exemplo, a aplicacao topica
de um dsRNA com sequéncias especificas do CTV proporcionou a recuperacdo de plantas
ndo transgénicas (Borah et al., 2023). Outra estratégia que merece atengao ¢ a utilizagao
de um enxerto de tecido transgénico intermediario entre o porta-enxerto € a copa nao
transgénicos, o qual garantiu a recuperacdo a infeccdo por CPsV (De Francesco et al.,
2020).

Independentemente da estratégia empregada para estimular o SGpT em futuras
intervengdes em plantas de laranjeiras, os resultados apresentados no presente estudo sao
a prova de conceito da eficacia do mecanismo de SGpT para estimular resisténcia a LC.
Ao mesmo tempo, tanto as plantas transgénicas geradas como as metodologias utilizadas
neste trabalho constituem ferramentas uteis para a concep¢do e o desenvolvimento de
novos protocolos e estratégias que visem implementar o SGpT no controle da LC em

campo.

7 CONCLUSOES

1. Trinta e oito plantas de arabidopsis transgénicas foram obtidas mediante a
transformagao por floral dip utilizando-se o surfactante Silwet L-77;

2. Linhagens transgénicas contendo as trés construcdes testadas induziram o
silenciamento génico pos transcricional, sendo que o dominio RdARp2 do gene
RdRp (RNA1) de CiLV-C garantiu os niveis mais elevados de resisténcia a
infecgdo viral;

3. Demonstrou-se, pela primeira vez, a viabilidade da indugao do SGpT para o

controle da leprose dos citros.
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9 TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela suplementar 1: Predi¢do de alvos ndo especificos do fragmento MET-hp de CiLV-C em
Arabidopsis thaliana pela ferramenta dsCheck. Mis: mismatch (incompatibilidade de nucleotideos).

Mis=0 ‘ Mis=1 ‘ Mis=2

Nome da possivel sequéncia fora do alvo

0

S O O O

S

S O O O O O

2

S O O O

oS O

o

S O O O O O

3

~ B~ B~ b

W

W

W W W W W Ww

NM _122494.2| A. thaliana leucine-rich repeat family protein / protein kinase family
protein (At5g25930)

NM _120003.2| A. thaliana dehydrin, putative (At4g38410)

NM 114844.3| A. thaliana proline-rich family protein (At3g49840)

NM _114486.1| A. thaliana short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein
(At3g46170)

3 |NM_125493.2| A. thaliana replication protein, putative (At5g61000)
2 |NM _117076.2| A. thaliana expressed protein (At4g10080)
2 |NM_102912.2| A. thaliana conserved oligomeric Golgi complex component-related /

COG complex component-related (At1g31780)

NM 104489.2| A. thaliana nucleolar protein Nop56, putative (Atlg56110)
NM_118560.3] A. thaliana RNA recognition motif (RRM)-containing protein
(At4g24270)

NM 121950.2| A. thaliana calcium-dependent protein kinase 19 (CDPK19)
(At5g19450)

NM 180522.1| A. thaliana calcium-dependent protein kinase 19 (CDPK19)
(At5g19450)

NM 105014.1| A. thaliana disease resistance protein (CC-NBS-LRR class), putative
(At1g63350)

NM 129647.3| A. thalianaa glycoside hydrolase family 77 protein (At2g40840)
NM 120723.1| A. thaliana pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
(At5g06400)

NM 118621.2| A. thaliana calcineurin-like phosphoesterase family protein
(At4g24890)

NM_179220.1] A. thaliana RNA recognition motif (RRM)-containing protein
(At4g24270)

NM 114774.2| A. thaliana F-box family protein (At3g49150)

NM_102573.2| A. thaliana expressed protein (At1g28080)

NM 116424.1| A. thaliana DC1 domain-containing protein (At4g01930)

NM 105611.2| A. thaliana PAZ domain-containing protein / piwi domain-containing
protein (At1g69440)

NM_123298.3] A. thaliana circadian clock coupling factor-related (At5g39360)

3 |NM_128621.1| A. thaliana expressed protein (At2g30690)

NM_122538.3] A. thaliana glycoside hydrolase starch-binding domain-containing
protein (At5g26570)

NM 202190.1] A. thaliana nitrate transporter, putative (At1g27040)

NM_100763.3] A. thaliana zinc finger (MIZ type) family protein (At1g08910)
NM_102466.3] A. thaliana nitrate transporter, putative (At1g27040)

NM_180659.1] A. thaliana prefoldin-related KE2 family protein (At2g07340)
NM_120795.3] A. thaliana laccase, putative / diphenol oxidase, putative (At5g07130)
NM_121900.1] A. thaliana pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
(At5g18950)

NM_125940.1]A. thaliana cyclin, putative (At5g65420)
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Tabela suplementar 2: Predicdo de alvos ndo especificos do fragmento RdRp2-hp de CiLV-C em
Arabidopsis thaliana pela ferramenta dsCheck. Mis: mismatch (incompatibilidade de nucleotideos).

Nome da possivel sequéncia fora do alvo

Mis=0 \ Mis=1 | Mis=2
0 3 3
0 2 3
0 2 3
0 2 3
0 2 2

1

1

1 3

1 2
0 0 5
0 0 5
0 0 5
0 0 5
0 0 4
0 0 4
0 0 4
0 0 3
0 0 3
0 0 3
0 0
0 0
0 0 3
0 0 3
0 0 3
0 0 3
0 0 3
0 0 3
0 0 3

NM 119112.2| A. thaliana thioredoxin family protein (At4g29670)
NM 127584.1| A. thaliana hypothetical protein (At2g20250)

NM 103169.2| A. thaliana permease-related (At1g34470)

NM 125013.3| A. thaliana S-adenosyl-L-methionine:carboxyl methyltransferase
family protein (At5g56300)

NM 121366.3| A. thaliana magnesium-chelatase subunit chlH, chloroplast, putative
/ Mg-protoporphyrin IX chelatase, putative (CHLH) (At5g13630)

5|NM _101608.3| A. thaliana myb family transcription factor (At1g17460)
4| NM 128319.2| A. thaliana AAA-type ATPase family protein / vacuolar sorting

protein-related (At2g27600)

NM 119143.1] A. thaliana F-box family protein (At4g29970)
NM 122342.2| A. thaliana 3'-5' exonuclease domain-containing protein
(At5g24340)

7| NM_120548.2| A. thaliana cytochrome P450, putative (At5g04660)
7 | NM_179487.1] A. thaliana elongation factor 2, putative / EF-2, putative

(At1g56070)
NM _119116.1]A. thaliana phosphodiesterase/nucleotide pyrophosphatase-related
(At4g29710)

NM 122537.2| A. thaliana chaperonin, putative (At5g26360)

NM_180065.1| A. thaliana expressed protein (At2g43630)

NM _111892.2| A. thaliana cytochrome P450, putative (At3g10560)
NM_100907.1] A. thaliana pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
(At1g10330)

NM _111319.2] A. thaliana endoribonuclease L-PSP family protein (At3g04480)
NM _129533.3| A. thaliana dehydration-responsive family protein (At2g39750)
NM_129419.3] A. thaliana cell divsion control protein, putative (At2g38620)
NM_122264.3| A. thaliana calcium-dependent protein kinase 9 (CDPK9)
(At5g23580)

NM_115523.1| Arabidopsis thaliana exocyst complex subunit Sec15-like family
protein (At3g56640)

3| NM_129754.2| A. thaliana zinc finger (CCCH-type) family protein (At2g41900)
3| NM 103018.1|A. thaliana Ulp1 protease family protein (Atlg32840)

NM _128364.1| A. thaliana pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
(At2g28050)

NM _103651.2| A. thaliana lipoyltransferase, putative (Atlg47580)
NM_111677.3] A. thaliana protein kinase, putative (At3g07980)

NM 102456.2| A. thaliana expressed protein (At1g26920)

NM_114567.2] A. thaliana glycosyl hydrolase family 3 protein (At3g47000)

NM _112199.2| A. thaliana MAP3K epsilon protein kinase (At3g13530)
NM _126133.2| A. thaliana NRAMP metal ion transporter 4 (NRAMP4)
(At5g67330)
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Tabela suplementar 3: Predi¢ao de alvos ndo especificos do fragmento p15-hp de CiLV-C em Arabidopsis
thaliana pela ferramenta dsCheck. Mis: mismatch (incompatibilidade de nucleotideos).

Mis=0 | Mis=1 \ Mis=2

Nome da possivel sequéncia fora do alvo

0

S O o O

S O O O O O o o O

S O O O

2

—_
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W W W W W W W W W W Ww B~ A B~ 0 W NN

N NN

NM_100757.2| A. thaliana superoxide dismutase [Cu-Zn] (SODCC) / copper/zinc
superoxide dismutase (CSD1) (At1g08830)

NM 100699.1| A. thaliana DNA-directed DNA polymerase epsilon catalytic subunit,
putative (At1g08260)

NM 117795.1] A. thaliana disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
(At4g16920)

2 |NM_121547.1] A. thaliana calmodulin-binding protein-related (At5g15430)

NM_125793.4| A. thaliana copine-related (At5g63970)
NM 117792.1| A. thaliana disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
(At4g16890)

NM_114225.1| A. thaliana GDSL-motif lipase, putative (At3g43570)
NM _148603.1| A. thaliana GDSL-motif lipase, putative (Atl1g58725)

NM 122282.1] A. thaliana agenet domain-containing protein (At5g23770)
NM_105709.2| A. thaliana carbonic anhydrase, putative / carbonate dehydratase,
putative (Atl1g70410)

NM_202390.1] A. thaliana carbonic anhydrase, putative / carbonate dehydratase,
putative (Atlg70410)

NM _179541.2| A. thaliana carbonic anhydrase, putative / carbonate dehydratase,
putative (Atlg70410)

NM_114637.3| A. thaliana microtubule-associated EB1 family protein (At3g47690)
NM _112770.1] A. thaliana pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
(At3g18840)

NM_125723.2| A. thaliana zinc finger (C2H2 type) family protein (At5g63280)
NM _130347.2| A. thaliana glutathione-conjugate transporter (MRP4) (At2g47800)
NM_118448.3| A. thaliana protein kinase family protein (At4g23190)

NM _115638.1| A. thaliana expressed protein (At3g57780)

NM_119500.4| A. thaliana ABC transporter family protein (At4g33460)

NM _112167.2| A. thaliana expressed protein (At3g13230)

NM _148280.1| A. thaliana hypothetical protein (At4g08056)

NM _112619.1] A. thaliana F-box family protein (At3g17400)

NM_116327.4] A. thalianatranscription factor jumonji (jmjC) domain-containing
protein (At4g00990)

NM_ 148309.1] A. thaliana hypothetical protein (At4g10695)
NM _122740.1| A. thaliana hypothetical protein (At5g28570)

2 |NM_116080.1] A. thaliana multidrug resistant (MDR) ABC transporter, putative

(At3g62150)
NM _103060.2| A. thaliana peptide chain release factor, putative (At1g33330)
NM_114929.2] A. thaliana leucine-rich repeat family protein (At3g50690)

NM _115352.3| A. thaliana patatin-related (At3g54950)
NM_104079.2| A. thaliana mitochondrial processing peptidase alpha subunit,
putative (Atlg51980)
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Tabela suplementar 4: Resultados obtidos por PCR demonstrando a carga viral nas plantas

selvagens e transgénicas apds o desafio com acaros viruliferos para CiLV-C SJP.

Desafio Linhagem Carga viral (EP¥)
WT 6,51E+07 + 1,41E+07
) RdRp2-hp 39 1,94E+07 + 6,84E+06
MET-hp_ 115 2,57E+07 + 7,63E+06
MET-hp 117 1,51E+07 + 6,65E+06
WT 2,08 E+09 + 4,20E+08
RdRp2-hp 70 4,01E+04 + 1,26E+04
? RdRp2-hp 83 1,16E+08 &+ 5,64E+07
MET-hp 109 5,02E+07 £ 1,90E+07
WT 2,86E+09 + 5,51E+08
RdRp2-hp 92 1,56E+08 &+ 8,12E+07
3 pl5-hp_ 88 4,33E+09 + 1,13E+09
pl15-hp 89 2,65E+08 + 5,73E+07
WT 7,22E+08 + 1,06+08
MET-hp 112 6,18E+08 = 1,05E+08
4 pl5-hp 44 8,75E+07 = 1,77E+07
pl5-hp 69 5,76E+07 + 1,72E+07
pl5-hp 100 8,67E+08 £ 1,94E+07

* EP = erro padrao da média
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10 FIGURAS SUPLEMENTARES
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Figura suplementar 1: A. Representagdo de alguns elementos do plasmideo pHairpin. A unidade
transcricional de interesse contém: promotor 355 do CaMV, intron da catalase de folha de batata, tNos, os
fragmentos virais no sentido antisenso e senso € o gene para resisténcia ao antibidtico ampicilina. Apenas
as enzimas relevantes para a clonagem dos fragmentos virais nos sentidos antisenso e senso estdo indicadas.
B. Representacdo de alguns elementos do vetor bindrio pCAMBIA2300 contendo as unidades
transcricionais com os fragmentos virais inseridos e que confere resisténcia ao antibidtico canamicina (gene
nptll). RB: borda direita. Primeira unidade transcricional contém o promotor 35S, fragmento viral derivado
de CiLV-C antisenso, intron da catalase da folha de batata, fragmento viral de CiLV-C senso e tNos. LB:
borda esquerda. Segunda unidade transcricional contendo promotor 35S, gene nptll e 35S PolyA (sinal de

poliadenilag@o do 35S). Apenas as enzimas utilizadas para a confirmag@o da construgéo estdo indicadas. O
tamanho de cada gene ndo condiz com a escala real.
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Figura suplementar 2: Analise in silico do fragmento MET-hp de CiLV-C pelo programa si-Fi (siRNA-
Finder) (Liick et al., 2019). Na coluna Alvo esta indicado o nimero de acesso da sequéncia em analise. A.
Identificacdo de siRNAs totais ¢ eficientes na sequéncia do RNA1 da estirpe SJP. B. Identifica¢do de
siRNAs totais e eficientes na sequéncia do RNA1 da estirpe CRD. C. Identificagdo de siRNAs totais e
eficientes na sequéncia do RNA1 da estirpe ASU.
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Figura suplementar 3: Analise in silico do fragmento p15-hp de CiLV-C pelo programa si-Fi (siRNA-
Finder) (Liick et al., 2019). Na coluna Alvo esta indicado o nimero de acesso da sequéncia em analise. A.
Identificagdo de siRNAs totais ¢ eficientes na sequéncia do RNA2 da estirpe SJP. B. Identificacdo de
siRNAs totais e eficientes na sequéncia do RNA2 da estirpe CRD. C. Identificagdo de siRNAs totais e
eficientes na sequéncia do RNA2 da estirpe ASU.
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Figura suplementar 4: Géis de agarose (0,8%) evidenciando os resultados da PCR realizada para a
avaliagdo das plantas RARp-hp utilizando iniciadores para a amplificagdo de um fragmento do gene RdRp2-
hp de 567 pb. MM: Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (Thermo Fisher Scientific).
Numeros na parte superior dos géis indicam a identificagdo de cada linhagem transgénica. Cada planta foi
analisada em duplicata. WT: arabidopsis selvagem (controle negativo). B: branco da PCR. C+: plasmideo
pCAMBIA2300/RdRp-hp.
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Figura suplementar 5: Géis de agarose (0,8%) evidenciando os resultados da PCR realizada para a
avaliagdo das plantas MET-hp. Iniciadores para amplificagdo de um fragmento de 323 pb do gene MET-hp
foram utilizados. MM: Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (Thermo Fisher Scientific).
Numeros anotados na parte superior dos géis indicam a identificagdo de cada linhagem transgénica. Cada
planta foi analisada em duplicata WT: arabidopsis selvagem (controle negativo). B: branco da PCR. C+:
plasmideo pCAMBIA2300/MET-hp.
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Figura suplementar 6: Gel de agarose (0,8%) evidenciando os resultados da PCR das plantas p15-hp com
os iniciadores para amplifica¢do de um fragmento do gene p/5-hp de 370 pb. MM: Marcador molecular 1
Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). Numeros anotados na parte superior do gel
indicam a identificagdo de cada linhagem transgénica. Cada planta foi analisada em duplicata. WT:
arabidopsis selvagem (controle negativo). B: branco da PCR. C+: plasmideo pCAMBIA2300/p15-hp.
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Figura suplementar 7: Gel de agarose (0,8%) demonstrando os resultados da PCR feita para anélise das
linhagens transgénicas com iniciadores para deteccdo do gene 7zs de Agrobacterium tumefaciens GV3101,
que amplifica um fragmento de 664 pb. MM: Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen
(Thermo Fisher Scientific). B: branco da PCR. C+: controle positivo (colonia isolada de A. tumefaciens).
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Figura suplementar 8: Analises realizadas com diferentes tipos de amostra para determinar qual par de
iniciadores ¢ o mais adequado para a amplificagdo do gene SAND com fluoréforos intercalantes para
utilizagdo como normalizador. Os dois pares de iniciadores foram desenhados em jungdes éxon-éxon. A.
Analise dos iniciadores para o gene SAND (Hong et al., 2010). B. Analise dos iniciadores para o gene SAND
(Beatrice et al., 2022).
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Figura suplementar 9: Curva padrdo elaborada para os iniciadores para o gene SAND com os valores de
Cq obtido com uma diluigdo seriada a partir de 60 ng/uL de cDNA de folhas de Arabidopsis thaliana sadia.
Y = valor de intercessdo. R? = coeficiente de determinagdo. E = eficiéncia de amplificagdo.
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Figura suplementar 10: Sintomas nas plantas transgénicas e selvagens de cada experimento conduzido no
trabalho. Apenas 3 folhas foram escolhidas para representar cada linhagem por experimento. A. Primeiro
desafio. B. Segundo desafio. C. Terceiro desafio. D. Quarto desafio.
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