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RESUMO

MARTINELLI, Giovanne Lopes. A possivel glicoproteina dos Kitavirus e a inducgao de
morte celular vegetal. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e
Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo,
2025.

A leprose dos citros (LC) ¢ uma das principais doengas virais que acometem a
citricultura brasileira, com prejuizos recorrentes atribuidos ao citrus leprosis virus C
(CiLV-C, Cilevirus leprosis), membro do género Cilevirus, familia Kitaviridae. Dentre
suas linhagens, a estirpe CRD ¢ a mais estudada, servindo como referéncia para analises
funcionais e moleculares. A proteina P61, codificada pela ORF p61 em seu RNA2, ¢ uma
possivel glicoproteina com fungdes compativeis a de uma efetora viral. Sua expressao
transiente em Nicotiana benthamiana induz: a) sintomas similares aos de resposta de
hipersensibilidade (HR-like), b) estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e c) ativagdo de
resposta a proteinas mal dobradas (UPR), resultando em morte celular programada (PCD),
efeitos semelhantes aos observados durante a infeccdo por CiLV-C. Neste trabalho,
analises in silico avaliaram caracteristicas estruturais de proteinas homoélogas a P61 de
CiLV-C_CRD codificadas por diferentes kitavirus. Andlises bioinformaticas de 13
proteinas homologas revelaram baixa identidade de sequéncia entre as proteinas
analisadas, mas conservacao de caracteristicas estruturais, como a presenca de peptideo
sinal, dominios transmembrana, sitios de N-glicosilacao e localizagdo subcelular no RE.
Motivos funcionais conservados e modificagdes poOs-traducionais também foram
detectados. As variantes da ORF p6/ de CiLV-C das estirpes CRD e SJP foram clonadas
no vetor binario pPCAMBIA 2300 contendo o promotor CaMV 35S e sequéncia 6mega do
virus do mosaico do fumo (tobacco mosaic virus, TMV). A expressdo transiente em M.
benthamiana revelou que a P61 da estirpe SJP induz sintomas HR-like mais intensos e
promove mais precocemente a expressao relativa do gene bZIP60, marcador da via UPR,
quando comparada a estirpe CRD. Os resultados demonstram que, apesar da diversidade
gendmica, as proteinas homologas a P61 de CiLV-C_CRD compartilham caracteristicas
estruturais conservadas e potencial funcao ligada a patogénese. Esses achados contribuem
para o avang¢o no entendimento dos mecanismos moleculares da infec¢do por kitavirus,
além de oferecerem subsidios para a identificacdo de alvos virais conservados passiveis
de exploragdo em estratégias de controle.

Palavras-chave: Kitaviridae; proteina P61; resposta a proteinas mal dobradas (UPR);
estresse do reticulo endoplasmatico; interacdo planta—virus; glicoproteinas; expressao
transiente; Nicotiana benthamiana; bZIP60.



ABSTRACT

MARTINELLI, Giovanne Lopes . The potential glycoprotein of kitaviruses and the
induction of plant cell death. Dissertation (Master's in Plant and Animal Health, Food and
Environmental Safety in the Agribusiness) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2025.

Citrus leprosis (LC) is one of the most important viral diseases affecting Brazilian citrus
production, with recurrent losses attributed to citrus leprosis virus C (CiLV-C, Cilevirus
leprosis), a member of the genus Cilevirus within the family Kitaviridae. Among its
lineages, the CRD strain is the most studied, serving as a reference for functional and
molecular analyses. The P61 protein, encoded by the p6/ ORF on RNA2, is a putative
glycoprotein with possible functions compatible with those of a viral effector. Its transient
expression in Nicotiana benthamiana induces : a) hypersensitive response (HR)-like
symptoms, b) endoplasmic reticulum (ER) stress, and c¢) activation of the unfolded protein
response (UPR), resulting in programmed cell death (PCD), effects that are also observed
during CiLV-C infection. In this study, we performed in silico analyses to evaluate
structural features of proteins homologous to CiLV-C_CRD P61, encoded by different
kitaviruses. Bioinformatic analyses of 13 homologous proteins revealed low sequence
identity among them, but conserved structural features, such as the presence of signal
peptides, transmembrane domains, N-glycosylation sites, and predicted ER localization.
Conserved functional motifs and post-translational modification signals were also
detected. The p6/ ORFs from CiLV-C CRD and SJP strains were cloned into the binary
vector pCAMBIA 2300, containing the CaMV 35S promoter and the tobacco mosaic
virus (TMV) omega sequence. Transient expression in N. benthamiana revealed that the
P61 protein from the SJP strain induces more intense HR-like symptoms and promotes
earlier upregulation of the bZIP60 gene , a marker of the UPR pathway, compared to the
CRD strain. These results demonstrate that, despite genomic variability, proteins
homologous to CiLV-C_CRD P61 share conserved structural features and potential roles
in viral pathogenesis. These findings contribute to the advancement of our understanding
of the molecular mechanisms underlying kitavirus infections and may support the
identification of conserved viral targets for future control strategies.

Keywords: Kitaviridae; P61 protein; unfolded protein response (UPR); endoplasmic
reticulum stress; plant—virus interactions; glycoproteins; transient expression; Nicotiana
benthamiana; bZ1P
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1. INTRODUCAO

O citrus leprosis virus C (CiLV-C, Cilevirus leprosis), pertencente a familia
Kitaviridae, ¢ o principal agente causal da leprose dos citros, uma doenca de etiologia
viral que gera impactos econdmico para citricultura brasileira. A leprose ¢ uma doenca
multietiologica que pode ser causada por virus transmitidos por acaros do género
Brevipalpus (VTBs) de pelo menos seis espécies distintas (Ramos-Gonzalez et al. 2023).
O CiLV-C ¢ o membro mais estudado da familia e ao infectar plantas de laranjeira doce
(Citrus x sinensis (L.) Osbeck) causa sintomas caracterizados por lesdes cloroticas e/ou
necrdticas localizadas ao redor das regides de alimentagdo dos dcaros vetores,
semelhantes a lesdes decorrentes de resposta do tipo hipersensibilidade (hypersensitive
response — HR) (Figura 1A) (Ramos-Gonzalez et al. 2023, Arena et al. 2020). O Brasil
se destaca como maior produtor mundial de laranja e suco de laranja, sendo a regido do
cinturdo citricola de Sao Paulo e sudoeste de Minas Gerais a principal drea nacional de
cultivo. Na safra de 2024/2025, 230,87 milhdes de caixas de 40,8 Kg de laranja foram
produzidas, o que representa 32% da produ¢ao mundial de laranjas frescas e 75% do suco
concentrado (Fundecitrus, 2025). Anualmente, o setor arca com os prejuizos estimados
de aproximadamente US$ 100 milhdes por ano devido a prevaléncia da leprose causada
pelo CiLV-C no campo. Esses gastos se devem principalmente ao uso de acaricidas para
o manejo dos acaros vetores, a queda prematura de frutos e a diminuic¢ao da vida 1til das
plantas infectadas (Bassanezi 2017, Moreira 2023).

A populagdo do CiLV-C ¢é composta por trés linhagens, sendo a linhagem CRD
(originalmente caracterizada em Cordeirdpolis, SP), a com maior disponibilidade de
informacdes experimentais € moleculares entre os kitavirus (Ramos-Gonzélez et al.
2016). Essa linhagem ¢ amplamente distribuida em pomares comerciais € ndo comerciais
de citros nas Américas. A linhagem SJP (encontrada a 1* vez em Sao José do Rio Preto,
SP) é prevalente e endémica ao cinturdo citricola de Sao Paulo e sudoeste de Minas Gerais
(Ramos-Gonzdlez et al. 2016, Chabi-Jesus et al. 2021). Infec¢des mistas envolvendo
ambas as linhagens foram detectadas em folhas e frutos de laranjeiras-doce dessa regido,
destacando-se diferencas em sua dinadmica viral (Ramos-Gonzalez et al. 2023). Embora
compartilhem 85% de identidade nucleotidica, estudos indicam que a linhagem SJP
possui maior capacidade de acumulo viral, atingindo niveis pelo menos trés vezes
superiores aos observados na linhagem CRD (Potsclam 2022, Ramos-Gonzalez et al.
2023). Uma terceira linhagem denominada ASU (Assunc¢do) foi detectada a partir de uma
amostra herborizada coletada em 1937 na cidade de Assungao no Paraguai, e ndo tem sido

identificada no campo (Chabi-Jesus et al. 2021).



Os virus da familia Kitaviridae possuem genomas de RNA de fita simples de
sentido positivo [+ssRNA], que no caso dos membros do género Cilevirus encontram-se
divididos em dois segmentos (Locali-Fabris et al. 2006, Ramos-Gonzalez et al. 2023). No
RNA2, os cilevirus possuem a ORF (Open Reading frame) p61 que codifica para uma
possivel glicoproteina de 61 kDa (P61) (Figura 2A) com caracteristicas estruturais
conservadas de peptideo sinal (PS), sitios de N-glicosilagdo (N-glyc) e dominios
transmembrana (DT) (Ramos-Gonzalez et al. 2023, Arena et al. 2020). Foi demonstrado
que quando expressa de forma transiente em folhas de Nicotiana benthamiana, a proteina
P61 de CiLV-C_CRD se acumula nas membranas do reticulo endoplasmatico (RE) e
induz morte celular do tecido. Sua localizagdo subcelular promove a remodelagdo da
arquitetura do RE, a formagdo de vesiculas, estresse da organela e morte celular, o que
resulta em lesdes semelhantes a uma reagao de hipersensibilidade (HR-/ike) observadas
em infec¢des naturais ou experimentais por CiLV-C (Arena et al., 2016, 2020, 2016;
Leastro et al., 2018). Além da reorganizagdo do RE, uma complexa resposta de defesa
celular ¢ desencadeada, ativando multiplas vias de defesa relacionadas a sinalizagdo por
acido salicilico (AS), produc¢do de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species
— ROS), estresse do reticulo endoplasmatico (RE), resposta a proteinas mal dobradas
(unfolded protein response - UPR) e morte celular programada (programmed cell death
— PCD). Essa reprogramacao transcricional € semelhante a relatada em estudos de
infec¢des experimentais em plantas de Arabidopsis thaliana realizada com acaros vetores
contendo o CiLV-C_SJP (ARENA et al., 2013, 2016, 2020).

No género Cilevirus, os membros sdo classificados em trés subgrupos filogenéticos
com base na similaridade gendmica de suas RNA polimerases dependentes de RNA
(RdRp) e todos os membros possuem ORFs que codificam proteinas homologas a P61 de
CiLV-C (Ramos-Gonzilez et al. 2023). A expressdo da proteina P61 do CiLV-C_CRD
esta associada ao estresse do RE, causando a intensificacdo da UPR e ativacao de genes
envolvidos com a PCD, o que sugere relacdo com o fendtipo de morte celular observado
durante infec¢des pelo virus, possivelmente derivada de interagcdes moleculares movidas
pela P61 (Arena et al., 2020, 2016; Ramos-Gonzalez et al., 2023). No entanto, observa-
se que a severidade e a manifestagdo dos sintomas variam para cada membro do género,
refletindo possiveis propriedade funcionais particulares entre as proteinas homologa a
P61. Por exemplo, o passion fruit green spot virus (PfGSV, Cilevirus passiflorae),
pertencente ao primeiro subgrupo no qual também se encontram CiLV-C e CiLV-C2
(CiLV-C2, Cilevirus colombiense), causa sintomas que raramente se tornam necroticos

nas folhas de maracujazeiro. A pinta verde do maracujazeiro ¢ caracterizada pelo



aparecimento de manchas cloréticas distribuidas irregularmente ao longo das nervuras
das folhas e machas anelares clordticas semelhantes a “ilhas verdes” nos frutos, que
raramente se tornam necroticas (Ramos-Gonzalez et al. 2020). Ja o CiLV-C2 causa lesdes
clordticas e necroticas semelhantes aquelas causadas pelo CiLV-C (Roy. A, et al. 2013,
Ramos-Gonzalez et al. 2023). O solanum violifolium ring spot virus (SVRSV, Cilevirus
solani) pertence ao segundo subgrupo e sua infec¢ao causa lesoes anelares necroticas em
folhas de Solanum violifolium, semelhantes as observadas na leprose dos citros causada
pelo CiLV-C em plantas de laranjeira, porém seus sintomas se manifestam por anéis
clordticos que se tornam necroticos ao longo da infecgdo (Ramos-Gonzélez et al. 2022).

Considerando essa variabilidade na manifestacdo dos sintomas, é essencial
compreender como as respostas de defesa das plantas sdo ativadas na presenca de virus,
em especial os mecanismos mediados por 4acido salicilico (AS), que desempenham papel
central na imunidade contra patégenos biotroficos (Malamy et al. 1990, An & Mou.
2011). A sinalizacao mediada pelo AS pode ser ativada por dois mecanismos distintos,
sendo eles a imunidade desencadeada por padrdes (pattern-triggered immunity — PTI) e
a imunidade desencadeada por efetores (effector-triggered immunity — ETI) (Wang, W,
et al. 2023, Yu et al. 2024). A PTI constitui uma resposta inicial e basal, desencadeada
por meio do reconhecimento de moléculas associadas a patogenos (pathogen-associated
molecular patterns — PAMPs) por receptores de reconhecimento de padrdes (pattern
recognition receptors — PRRs). A ativagdo da PTI induz a resisténcia sistémica adquirida
(systemic acquired resistance — SAR), podendo promover o acimulo de ROS e de AS
(Khan et al. 2022, An & Mou 2011). Embora menos frequente nessa via, niveis elevados
no acimulo de AS podem desencadear sintomas de senescéncia semelhantes aos
observados durante a reagdo de hipersensibilidade (HR) (Jones, D ., 2006). Em contraste,
a resposta do tipo ETI ¢ ativada pelo reconhecimento especifico de efetores moleculares
do patdgeno por proteinas de resisténcia (R) do hospedeiro. A ETI ¢ caracterizada por
desencadear a HR como resposta rapida, localizada e intensa, ativando a morte celular
programada (programmed cell death - PCD) que limita a dissemina¢do do patdégeno e
sinaliza o estresse para células adjacentes (Jones, J.D.G. 2006, Mandadi & Scholthof
2013, Yu et al. 2024).

Como parasitas intracelulares obrigatorios, os virus dispdem de ferramentas
moleculares que manipulam a maquinaria celular do hospedeiro e suas vias de defesa,
permitindo a expressdo de proteinas que favorecem a infeccdo (Garcia-Ruiz 2019,
Musidlak et al. 2017). O reticulo endoplasmatico (RE) é a organela responsavel pela

sintese e modificagdo correta de proteinas e, sob condi¢des de estresse celular, opera a



reprogramagao transcricional de diversas vias de sinalizagao responsaveis por restaurar a
homeostase (Schwarz & Blower 2016, Liu & Howell 2016). Em infecgdes virais, além
da manipula¢do dos fatores celulares, a elevada demanda de expressdo de proteinas
relacionadas as respostas de defesa, somada a produgdo de proteinas virais, ocasiona a
sobrecarga das funcdes de enovelamento correto de proteinas e acumulo critico de
proteinas mal dobradas no limen do RE (Bao & Howell 2017, Prasad & Greber 2021). O
RE possui um mecanismo de controle de qualidade (endoplasmic reticulum quality
control - ERQC) que assegura a estabilidade de suas func¢des canonicas e impede o
acumulo excessivo de proteinas no lumen (Liu & Howell 2010b). Sensores moleculares
residentes do limen e ancorados as membranas do RE detectam o acumulo de proteinas
imperfeitas e ativam a via da UPR como mecanismo adaptativo e conservado em
eucariotos capaz de regular os niveis de traducdo e transcricdo de genes responsivos ao
estresse do RE (Bao & Howell 2017, Liu et al. 2007, Manghwar & Li 2022, Srivastava et
al. 2018). A via da UPR possui func¢ao basal na sustentacdo da homeostase do RE ¢
manutengdo celular, porém os virus possuem proteinas que podem alterar as fungdes da
organela, estimulando o aumento da capacidade de sintese proteica para favorecer a
producao de suas proteinas, ou inibindo parte da sinalizagao de resposta ao estresse a fim
de mascarar seus efeitos nocivos (Li et al. 2021, Pefia & Harris 2011, Perera et al. 2017).
No entanto, o acimulo de proteinas mal dobradas e intensificacdo prolongada da UPR
ativam vias relacionadas a PCD como mecanismos de protecdo contra danos mais graves
ao organismo (Liu & Howell 2010b, Hetz & Papa 2018, Prasad & Greber 2021).

A proteina P61 do CiLV-C_CRD ¢ capaz de induzir morte celular, estresse do RE
e ativacdo de vias de defesa semelhantes as relatadas na infecg¢do pelo virus, portanto
levantamos a hipdtese de que as proteinas homoélogas a P61, codificadas de outros
kitavirus exer¢am papéis equivalentes, agindo como determinantes moleculares dos
sintomas do tipo leprose dos citros. Propde-se que a proteina P61 e suas homologas
contribuam para a patogenicidade viral por meio de mecanismos conservados de interagdo
virus-planta, embora com possiveis especificidades associadas a cada espécie de virus. A
identificacdo de estruturas e fungdes equivalentes a P61 do CiLV-C_CRD em outras
proteinas homologas possibilita melhor compreender as possiveis interagdes moleculares
compartilhadas na inducdo dos sintomas associados a leprose. Além disso, estudos
comparativos entre essas proteinas poderdo revelar aspectos fundamentais sobre a
evolucdo viral e os possiveis determinantes moleculares da interagdo patdgeno-

hospedeiro na familia Kitaviridae.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sintomas causados pelos cilevirus

No geral, os kitavirus nao infectam sistemicamente seus hospedeiros naturais ou
experimentais conhecidos. Em infecc¢des por cilevirus, os sintomas observados sao lesdes
ou manchas anelares necroticas e cloroticas ou uma combinagao desses padrdes, sempre
restritas ao redor do local de alimentagdao do &caro vetor (Ramos-Gonzélez et al. 2023).
Em plantas infectadas por CiLV-C ou CiLV-C2 observam-se manchas anelares cloroticas
e necrdticas nos ramos, folhas e frutos (Figura 1A), que em casos de infec¢des intensas e
prolongadas, podem evoluir a morte das arvores (Freitas-Astua et al. 2018).

Em plantas de maracuja (Passiflora spp.) infectadas com PfGSV, manchas
clordticas sao distribuidas aleatoriamente nas folhas. Com o avango da infec¢ao, essas
manchas, por vezes tomando forma semelhante a ilhas verdes, se mesclam a manchas
irregulares ao longo das nervuras, sugerindo movimentagao mais eficiente do patdégeno
no tecido vegetal — ainda que ndo ocorra sistemicidade. Nos frutos, sdo observadas
manchas verdes anelares que podem ou nao evoluir para pontos necroticos, enquanto no
caule, fissuras profundas se desenvolvem e se estendem pelos ramos, levando
frequentemente a morte das extremidades (Figura 1B) (Ramos-Gonzalez et al. 2020).

Em infecg¢des por SVRSV sdo observadas lesdes semelhantes as causadas por CiLV-
C. Em folhas de Solanum violifolium surgem d&reas clordticas regulares que
frequentemente evoluem para manchas necroticas irregulares. Em folhas senescentes,
surgem “ilhas verdes” rodeadas por areas cloroticas intensas, refletindo diferentes niveis

de dano tecidual (Figura 1C) (Ramos-Gonzalez et al. 2022).

(A) (B) (€)

Figura 1 - Sintomas induzidos por infec¢do natural de cilevirus. (A) Sintomas de infec¢do por
CiLV-C em folha e fruto de laranjeira doce (Citrus sinensis) (Ramos-Gonzalez et al. 2023). (B)
Sintomas de infec¢do por PfGSV em folha e fruto de maracujazeiro (Passiflora sp.) (Ramos-
Gonzdlez et al. 2020). (C) Sintomas de infec¢do por SVRSV em folha de Solanum violifolium
(Fonte: Autoral).




2.2 Organizagao genomica dos cilevirus

A familia Kitaviridae, ordem Martellivirales inclui trés géneros: Cilevirus,
Higrevirus e Blunervirus, todos com genomas segmentados de RNA de fita simples e
positiva [+ssRNA]. Andlises dos dominios da RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp) dos kitavirus revelam uma proximidade filogenética com virus que infectam
artropodes, diferindo assim de outros virus vegetais ja conhecidos (Ramos-Gonzalez et
al. 2023). Essa semelhanca sugere que os kitavirus possivelmente evoluiram a partir de
ancestrais comuns a virus que infectam artropodes, como os negevirus, centivirus e
afiglivirus (Kondo et al. 2020, Koonin et al. 2020, Ramos-Gonzalez et al. 2022).

Os membros do género Cilevirus sdo os mais amplamente estudados da familia Kitaviridae,
tanto em aspectos moleculares quanto bioldgicos. Os cilevirus possuem genoma composto por
duas moléculas de +ssRNA e sdo classificados em trés subgrupos de acordo com a identidade de
seus genomas. O primeiro subgrupo inclui CiLV-C, CiLV-C2 e PfGSV (Figura 2A). O RNAI,
com tamanho variando entre 8,7 e 8,9 kb, possui a ORF RdRp que codifica para a RNA polimerase
dependente de RNA, que contém dominios de metiltransferase, helicase e RARP_2, e a ORF p29,
que codifica para a proteina do capsideo. O RNA2, com tamanho entre 4,7 ¢ 5,0 kb, contém as
ORFs pl5, p6l1, p32 e p24 (Arena et al. 2020, Ramos-Gonzalez et al. 2023). A ORF p61 codifica
para uma possivel glicoproteina com caracteristicas estruturais de PS, sitios de N-glyc e DTs na
regido C-terminal A familia Kitaviridae, ordem Martellivirales inclui trés géneros:
Cilevirus, Higrevirus e Blunervirus, todos com genomas segmentados de RNA de fita
simples e positiva [+ssRNA]. Analises dos dominios da RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp) dos kitavirus revelam uma proximidade filogenética com virus que infectam
artropodes, diferindo assim de outros virus vegetais ja conhecidos (Ramos-Gonzalez et
al. 2023). Essa semelhanca sugere que os kitavirus possivelmente evoluiram a partir de
ancestrais comuns a virus que infectam artropodes, como os negevirus, centivirus e
afiglivirus (Kondo et al. 2020, Koonin et al. 2020, Ramos-Gonzalez et al. 2022).

Os membros do género Cilevirus sao os mais amplamente estudados da familia
Kitaviridae, tanto em aspectos moleculares quanto bioldgicos. Os cilevirus possuem
genoma composto por duas moléculas de +ssRNA e sdo classificados em trés subgrupos
de acordo com a identidade de seus genomas. O primeiro subgrupo inclui CiLV-C, CiLV-
C2 e PfGSV (Figura 2A). O RNA1, com tamanho variando entre 8,7 e 8,9 kb, possui a
ORF RdRp que codifica para a RNA polimerase dependente de RNA, que contém
dominios de metiltransferase, helicase ¢ RARP 2, e a ORF p29, que codifica para a
proteina do capsideo. O RNA2, com tamanho entre 4,7 e 5,0 kb, contém as ORFs p135,
po6l, p32 e p24 (Arena et al. 2020, Ramos-Gonzalez et al. 2023). A ORF p61 codifica



para uma possivel glicoproteina com caracteristicas estruturais de PS, sitios de N-glyc e
DTs na regido C-terminal (Ramos-Gonzalez et al. 2023)

O segundo subgrupo ¢ formado pelos membros SVRSV, ligustrum leprosis virus
(LigLV, Cilevirus australis), ligustrum chlorotic spot virus (LigCSV, Cilevirus ligustri)
e pistachio virus Y (PisV-Y, Cilevirus pistaciae) (Figura 2B). Esses virus possuem a
estrutura gendmica semelhantes aos do primeiro subgrupo, porém seu RNA2 ¢ menor,
com tamanhos de aproximadamente 3,6 kb. Suas ORFs homologas a p6/ de CiLV-C sao
denominadas como p62 para SVRSV e LigLV, p6/ para LigCSV e p69 para PisV-Y
(Mohammadi et al. 2021, Ramos-Gonzélez et al. 2022)

O terceiro subgrupo inclui o hibiscus yellow blotch virus (HYBYV, Cilevirus
oahuense), encontrado apenas no Havai, EUA (Figura 2C). Seu RNAI1 possui 8,4 kb,
sendo o menor entre os cilevirus. Sua organizagdo gendmica apresenta semelhangas com
o higrevirus hibiscus green spot virus 2 (HGSV2, Higrevirus waimanalo), que possui a
ORF p65 em seu RNA3. O RNA1 do HYBYV contém as ORFs que codificam para a RdRp
e a ORF p10 parcialmente sobreposta. Seu RNA2 possui as ORFs p29, p24, e a ORF p56
homologa a p67 de CiLV-C (Olmedo-Velarde et al. 2021, Ramos-Gonzalez et al. 2022).

RNA 1 RNA 2

(A) Subgrupo 1: CiLV-C, CiLV-C2 e PfGSV

RdRp p29 pl5 P61/62 p32

(B) Subgrupo 2: SVRSV. LigCV, LiglV

p62 p33
RdRp p31

3]
>
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(C) Subgrupo 3: HYBV e PisV-Y

RdRp P56/60 p32 p33

P10 Ba 5 A3

Figura 2 - Representacao da organizacdo gendmica linear de membros do género Cilevirus. Faixas
amarelas indicando posi¢do das ORF homologas a p6/ de CiLV-C no genoma de diferentes
membros do género Cilevirus. (A) Membros do subgrupo 1. (B) Membros do subgrupo 2. (C)
Membro do subgrupo 3. Adaptado de (Ramos-Gonzalez et al. 2023).

2.3 Interagdes Virus-Planta

Os virus dependem da maquinaria celular do hospedeiro para completar seu ciclo
de vida, utilizando estratégias que manipulam fatores celulares para favorecer a infecgao,

como a superexpressdo ou repressdo de genes especificos, além da realocagdo de



componentes celulares para locais estratégicos (Pollari et al. 2020, Rodriguez-Pefia et al.
2021). Essas acdes favorecem a replicagdo viral, 0 movimento entre células e permitem
aos virus evadirem das defesas das plantas hospedeiras (Mandadi & Scholthof 2013). As
plantas, por sua vez, ativam diversos mecanismos de defesa para limitar as infecgdes,
incluindo a resposta de hipersensibilidade (hypersensitive response - HR), autofagia,
morte celular programada (programmed cell death - PCD) e o silenciamento génico
(Garcia-Ruiz, 2019; Li et al, 2019; Gomaa et al., 2024). A ativagdo dessas defesas ¢
regulada principalmente por fitohormonios, cujas vias sao ativadas de acordo com o tipo
de agressdo sofrida (Alazem & Lin 2015, Garcia-Ruiz 2019). O 4cido salicilico (AS)
destaca-se entre esses hormonios por estar associado a resposta contra patdogenos
biotréficos, incluindo virus, e por atuar de forma antagoénica ao acido jasmonico (JA),
mais relacionado a defesa contra herbivoria (An & Mou 2011, Malamy et al. 1990).

Inicialmente, o reconhecimento de fatores como os padrdes moleculares associados
ao patogeno (Pathogen-Associated Molecular Patterns — PAMPs) estimula a imunidade
desencadeada por padrio (pattern-triggered immunity - PTI), uma resposta basal que
raramente leva a uma reagdo do tipo HR (HR-like), mas ativa a resisténcia sistémica
adquirida (- systemic acquired resistance - SAR), preparando a planta para subsequentes
respostas defensivas mais robustas (Yu et al. 2024). Ja a imunidade induzida por efetores
(Effector-Triggered Immunity - ETI) ocorre quando moléculas especificas dos patogenos
sdo reconhecidas por proteinas R do hospedeiro, ativando uma resposta intensa que
frequentemente culmina em HR e morte celular localizada para conter a disseminagao
viral (Musidlak; Nawrot; Gozdzicka-Jozefiak, 2017; Yu et al., 2024). A severidade da
doenca, portanto, dependera do equilibrio entre a eficicia das defesas vegetais e a
capacidade do virus em suprimir ou evadir essas respostas. Além disso, a auséncia ou
mutacdes em genes de suscetibilidade (genes provirais) podem reduzir ou impedir a
colonizagdo viral, conferindo resisténcia ou tolerancia (Lellis et al., 2002).

As vias mediadas por AS podem ser ativadas tanto pela PTI quanto pela ETI,
entretanto, enquanto a PTI raramente resulta em uma resposta do tipo HR, a ETI
frequentemente culmina nessa resposta (Yu et al. 2024, Jones, J.D.G. 2006, An & Mou
2011). A ativacdo da via do AS também influencia diretamente o equilibrio das espécies
reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS), cujo acimulo excessivo pode
intensificar a HR, causando a morte celular localizada e limitando fisicamente a
propagagdo do patdégeno (Xia et al. 2015). Além de seu papel candnico no
desenvolvimento vegetal, o AS também influencia o metabolismo da glutationa (GSH),

essencial para o equilibrio redox celular e a prote¢ao contra danos oxidativos. As células



vegetais mantém os niveis de ROS sob controle por meio de antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos, entre os quais a glutationa reduzida (GSH) se destaca (Noctor et al.
2012, Hasanuzzaman et al. 2019, Saleem et al. 2021). Embora o AS frequentemente
induza um aumento inicial na produgao de ROS, ele também estimula a sintese de GSH,
a forma antioxidante ativa que neutraliza ROS e protege contra danos celulares (Tari et
al. 2015, Kaya et al. 2020). O aumento da concentracdo de GSH também resulta no
aumento da expressdo de genes defensivos dependentes da proteina NPR1 (nonexpressor
of pathogenesis-related genes 1), como relatado em plantas de tabaco (Ghanta et al. 2011,
Saleem et al. 2021). As respostas imunes também podem sobrecarregar as organelas
celulares, particularmente o reticulo endoplasmatico (RE), desencadeando a via UPR
(unfolded protein response), como uma resposta adaptativa que visa restaurar a
homeostase celular (Howell 2017, Prasad & Greber 2021, Poor et al. 2019). Entretanto,
caso o estresse seja prolongado, a UPR pode induzir a ativagdo da PCD como ultimo
recurso (Adhikari et al. 2025, Li et al. 2018).

O RE e suas proteinas sdo frequentemente alvos de manipulagdo pelos virus, que
frequentemente formam suas vesiculas de replicagdo em estruturas membranosas
associadas ao RE (Heinlein, 2015; Hyodo; Kaido; Okuno, 2014; Rodriguez-Peia;
Mounadi; Garcia-Ruiz, 2021; Verchot, 2011). Um exemplo dessa interacdo ocorre em
infecgdes por tobacco mosaic virus (TMV, Tobamovirus tabaci), em que o RE ¢
reorganizado para formar agregados irregulares na membrana, contendo proteinas de
replicacdo, RNA gendmico viral e chaperonas residentes do RE. Esses componentes
colaboram na montagem e funcionalidade do complexo de replica¢do viral (Heinlein,
2015; Verchot, 2011). O TMV também modifica as cisternas do RE para gerar vesiculas
moveis compostas das membranas da organela, que sdo direcionadas aos endossomos e
promovem a disseminac¢do do virus as células adjacentes (Solovyev et al., 2022). De
forma semelhante, o turnip mosaic virus (TuMV, Potyvirus rapae) é capaz de remodelar
multiplas organelas, unindo o cloroplasto, o aparelho de Golgi € o RE em uma estrutura
globular periférica ao nticleo, formando seu complexo de replicagdo (Gomaa et al., 2024;
Grangeon et al., 2012). Esses mecanismos demonstram a habilidade dos virus em
reorganizar diversos compartimentos intracelulares do hospedeiro para criar um ambiente
favoravel a sua multiplicagao

A modulagdo da UPR ¢ outra estratégia amplamente utilizada por virus que
infectam tanto mamiferos quanto plantas. Entre as vias da UPR comumente manipuladas
por virus de RNA, destaca-se a via mediada por IRE1 (inositol-requiring enzyme 1) e o

fator de transcri¢ao bZIP60 (basic leucine zipper), amplamente associada a mitigacao do



estresse do reticulo RE durante a infecgdo viral (Heinlein, 2015; Zhang et al., 2015). Em
virus de animais como o da dengue (DENV, Orthoflavivirus denguei), cuja replicagao
depende da maquinaria do RE para a sintese proteica, a ativagdo da via IRE1-XBP1,
homologa a IRE1-bZIP60 em plantas, ¢ fundamental para facilitar a infec¢ao. O estresse
no RE compromete fungdes pos-traducionais, acionando a UPR como mecanismo
compensatorio, o que resulta em aumento da capacidade funcional do RE, favorecendo a
replicagdo viral (Pena; Harris, 2011; Yu et al., 2006). De forma analoga, fitovirus como
potexvirus e potyvirus também induzem a via IRE1-bZIP60, promovendo a expressao de
chaperonas e ampliando a capacidade do RE de acomodar o acimulo de proteinas virais
e do hospedeiro necessarias a replicagdo (Gayral et al., 2020; Herath et al., 2020). Nesse
contexto, ocorre uma relagdo intrinseca entre o acimulo de proteinas virais no RE, a
resposta de UPR e a PCD. Por exemplo, a expressao transiente da proteina P25 de potato
virus X (PVX, Potexvirus ecspotati) em Nicotiana benthamiana provoca estresse no RE,
resultando em um acumulo excessivo de proteinas, que em niveis elevados acarreta PCD
como mecanismo para conter o estresse causado e limitar a disseminagdo de patdogenos
(Yang et al., 2020).

Outras proteinas virais como a TGB3 dos potexvirus, que participa da
movimentagdo viral e reorganizacdo do RE, e a 6K2 dos potyvirus, essencial para
formacao das vesiculas de replicagdo, transporte viral e interagdo com o RE, aumentam a
expressdo dos fatores de transcricdo bZIP17, bZIP28 e bZIP60 em N. benthamiana e
Arabidopsis thaliana (Spetz; Valkonen, 2004; Ye et al., 2013). Evidéncias adicionais
apontam que a ativacdo da via IRE1A-bZIP60 limita a infecgdo por Plantago asiatica
mosaic virus (PIAMV, Potexvirus marmorplantagonis), enquanto as isoformas IRE1A e
IRE1B sdo capazes de restringir infec¢gdes por TuMV em A. thaliana. Ainda, a
superexpressao de chaperonas do RE, como as BiPs, em N. benthamiana foi associada a
reducdo de sintomas de necrose e estresse oxidativo induzidos pela proteina TGB3,
reforcando o papel da UPR como mecanismo protetor frente a infecgdo viral (Gayral et
al., 2020). Esses elementos destacam o envolvimento da UPR na replicagdo e

disseminagao viral.

2.4 Estresse do reticulo endoplasmatico e a resposta a proteinas mal dobradas (UPR)

O RE compde cerca de 50% das membranas celulares, sendo formado por uma rede
de tubulos e cisternas interconectados onde ocorre o dobramento de proteinas recém-
sintetizadas. No limen do RE, chaperonas moleculares realizam modificagcdes pos-

traducionais, como a formacdo de pontes dissulfeto, N-glicosilacdo e fosforilacao,
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garantindo a funcionalidade das proteinas antes de seu direcionamento para a rota
secretora (Benham, 2019; Westrate et al.,, 2015). O dobramento e a maturagdo de
proteinas no RE constituem processos essenciais € complexos, que sdo mediados por
chaperonas que integram o controle de qualidade do reticulo endoplasmatico
(endoplasmic reticulum quality control - ERQC) e atuam na construgdo e protecao das
proteinas recém-sintetizadas (Liu; Howell, 2010a; Strasser, 2018).

As proteinas BiP (binding immunoglobulin protein), chaperonas da familia das
proteinas de choque térmico (heat shock protein - HSP), sao fundamentais nesse contexto.
As BiPs contém um dominio de ligacdo de nucleotideos (nucleotide binding domain -
NBD) responsavel pela ligagdo e hidrélise do ATP, além de um dominio de ligacdo ao
substrato (substrate binding domain - SBD) interagindo com as proteinas para auxiliar no
seu dobramento e evitar acimulo de formas mal dobradas (Alfaro-Valdés et al., 2018).
Ao iniciar a sintese de proteinas direcionadas a rota secretora do RE, as BiPs que atuam
no lumen auxiliam na regulagdo da eficiéncia do dobramento dos peptideos, garantindo
sua conformacdo correta. No limen do RE, elas podem ser ativadas na presenga de
estresses abioticos, como seca e frio ou por infecgdes por patdogenos como os virus
(Herath et al., 2020; Pincus et al., 2010). Quando ha o dobramento incorreto de uma
proteina e a mesma ndo pode ser redobrada, as BiPs direcionam as proteinas defeituosas
para o sistema de degradagdo associado ao reticulo endoplasmatico (ER-associated
degradation - ERAD), evitando o acimulo perigoso que comprometeria a fungao celular
(Pincus et al., 2010; Vitale et al., 2019). Fatores abioticos e bidticos aumentam a demanda
por proteinas, podendo exceder a capacidade do RE de regular acimulo de proteinas
defeituosas, causando estresse no RE (Liu; Howell, 2016; Manghwar; Li, 2022; Schwarz;
Blower, 2016). A resposta a quebra da homeostase ativa a UPR que busca restaurar o
equilibrio celular. Caso o estresse persista, mecanismos como PCD ou autofagia sdo
ativados (Howell, 2013; Liu et al., 2015; Schroder; Kaufman, 2005). Em plantas, além de
fatores ambientais e bidticos, agentes quimicos como ditiotreitol (DTT) e tunicamicina
(Tm) também podem causar o estresse do RE e induzir a UPR (Bao; Howell, 2017; Pastor-
Cantizano et al., 2020).

A UPR ¢ capaz de regular a expressao dos proprios genes do ERQC, incluindo BiPs,
calnexina, calreticulina e PDI (protein disulfide isomerase), prevenindo o acimulo de
proteinas defeituosas, assegurando a conforma¢dao adequada das proteinas recém-
sintetizadas, e garantindo sua funcionalidade e estabilidade (Liu; Howell, 2010a). Em
condi¢des normais, a UPR desempenha papéis fundamentais além da manutengao celular,

como o desenvolvimento reprodutivo e crescimento das raizes ao influenciar a biologia
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hormonal e fisiologica da planta(Liu; Howell, 2010a; Manghwar; Li, 2022). Sob estresse,
sensores moleculares no lumém RE detectam proteinas defeituosas, ativando uma cascata
de sinalizagdo para reduzir a sintese proteica, aumentar a capacidade de dobramento e
induzir mecanismos de degradagao de proteinas associadas ao RE. A alta abundancia de
genes relacionados a8 UPR em plantas sugere que essas respostas ao estresse exercam
papéis importantes além do combate a patdgenos e nas adaptagdes as adversas condi¢des
ambientais (Bao; Howell, 2017; Park; Park, 2019).

O principal e mais conservado ramo da UPR em plantas ¢ mediado pela via IRE1-
bZIP60, onde a enzima IRE1 ¢ o mediador primario da resposta ao estresse no RE e, em
condi¢des homeostaticas, permanece inativo com as BiPs ligadas ao seu dominio luminal
(Chen; Brandizzi, 2013; Nagashima et al., 2011; Pincus et al., 2010). Com o acimulo de
proteinas mal dobradas, as BiPs se dissociam de IRE1 e se ligam as proteinas mal
dobradas, permitindo a oligomerizagao e autofosforilacao de IRE1, ativando suas func¢des
de proteina quinase (PK) e ribonuclease (RNase) no citosol e dando inicio a uma cascata
de transducao de sinal associada a resposta ao estresse no RE (Deng; Srivastava; Howell,
2013; Howell, 2013; Manghwar; Li, 2022). As BiPs também podem atuar como
reguladoras de feedback negativo da UPR, pois sua dissociagdo de IRE1 promove o
aumento da producdo de chaperonas, incluindo as proprias BiPs. Com a diminui¢do de
proteinas mal dobradas no limen do RE, as BiPs voltam a se ligar aos sensores IRE1,
dissociando a dimerizagdo e retornando a posi¢do estaciondria, que consequentemente
reduz a expressdo de genes relacionados a UPR (Alfaro-Valdés et al., 2018; Oikawa et
al.,, 2009). A via IRE1 também regula a degradacio de RNA dependente de IREI1
(regulated IRE1-dependent RNA degradation — RIDD), um processo que envolve a
degradagdo de transcritos de RNA para ajudar a gerenciar o acimulo de proteinas no RE,
redirecionando recursos celulares que promovem a restauracdo da homeostase da
organela (Hollien J; Weissmann JS, 2006; Orr et al., 2006; Srivastava et al., 2018). Em
A. thaliana ocorrem as isoformas de IRE1, denominadas AtIREla, AtIRE1b AtIRElc
(equivalentes a IREla e IREIB em mamiferos) que podem formar homo- ou
heterodimeros que realizam o splicing ndo convencional do mRNA de bZIP60 presente
no citosol(Deng; Srivastava; Howell, 2013; Mishiba et al., 2019; Pincus et al., 2010).

A ativagao do ramo IRE1-bZIP60 ¢ altamente especifica, ocorrendo em estruturas
de loops gémeos com sequéncias de bases de consenso reconhecidas por IRE1. O mRNA
bZIP60U (unspliced) codifica para uma proteina que possui um dominio transmembrana
hidrofébico em sua extremidade C-terminal, codificada na regido do intron. O splicing

alternativo realizado pela forma ativa de IRE1 remove o intron de 23 nucleotideos,
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alterando o quadro de leitura do mRNA para a formacao de um produto soltivel com sinal
de localizagdo nuclear (nuclear localization signal - NLS) denominado bZIP60S
(spliced), que atua como um fator de transcri¢do (FT) (Chen; Brandizzi, 2013; Nagashima
et al.,, 2011). Os genes ativados pelo FT bZIP60S possuem elementos regulatorios
especificos, denominados de elementos de estresse do RE (endoplasmic reticulum stress
response Element - ERSEs) e elementos responsivos a UPR (unfolded protein response
element - UPREs) em suas regides promotoras (Bao et al., 2018; Deng et al., 2011;
Howell, 2013). O FT bZIP60S reconhece as regides promotoras de genes como NAC103,
NAC062 e NACO089, que regulam genes relacionados a abundancia de chaperonas e
foldases do RE, respostas ao estresse do RE e PCD, modulando a UPR de acordo com a
necessidade (Sun et al., 2013b; Yang et al., 2014a, 2014b).

Outro ramo da UPR envolve os fatores de transcricdo bZIP17 e bZIP28 (Liu et al.,
2007; Srivastava; Deng; Howell, 2014; Sun et al., 2013a). Em condi¢des homeostaticas,
bZIP17 e bZIP28 permanecem retidos no RE por associacdo com BiPs. No entanto, sob
estresse, BiP ¢ dissociado, permitindo a translocag¢do de bZIP17 e bZIP28 para o aparelho
de Golgi, mediada pelo complexo COPII (Herath et al., 2022; Nawkar et al., 2018;
Srivastava; Deng; Howell, 2014). No Golgi, sdo ativados por meio da protedlise
intramembranar regulada (regulated intramembrane proteolysis - RIP), que envolve as
proteases S1P (protease do sitio 1) e S2P (protease do sitio 2). Essa ativagdo resulta na
liberagdo do dominio transmembrana, criando um NLS e permitindo a translocacdo para
o nucleo para sua atuacdo como fator de transcri¢cdo (Liu et al., 2007; Srivastava; Deng;
Howell, 2014).

Os ramos da UPR regulam diferentes conjuntos de genes. Por exemplo, o bZIP28 ¢
responsavel pela regulagdo abrangente dos genes canonicos da UPR, enquanto o bZIP17
exerce uma fun¢do mais especializada em resposta a estresses ambientais. Andlises de
mutantes duplos em plantas de 4. thaliana revelaram que os FT bZIP28 e bZIP60 atuam
conjuntamente como reguladores da UPR, enquanto bZIP17 atua em subconjuntos
especificos de genes, particularmente sob fatores abioticos (Liu et al., 2007; Sun et al.,
2013a, 2013b). As chaperonas, como a BiP, juntamente com a ativacdo dos sensores
IRE1L, bZIP17 e bZIP28, ndo apenas garantem a conformacdo adequada das proteinas,
mas também estabelecem uma rede de sinalizacdo que responde de maneira dindmica a
estresses ambientais. Além disso, bZIP28, bZIP60 e bZIP17 podem se ligar a elementos
promotores ou se combinar com FTs bZIPs, formando complexos de transcricdo
heterodiméricos que regulam positivamente a expressao de diferentes genes relacionados

ao estresse do ER (Liu; Howell, 2010a, 2010b). Essa interconexdo complexa entre as vias
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da UPR reflete a necessidade de uma resposta robusta e coordenada, essencial para a
sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas em um ambiente em constante mudanca.
No entanto, falhas induzidas nas vias de sinalizagdo podem ter consequéncias intensas,
comprometendo ndo apenas a funcionalidade celular, mas também processos no
crescimento, diferenciacao celular e adaptagdes ao estresse (Bao; Bassham; Howell,

2019; Hetz; Papa, 2018; Manghwar; Li, 2022).

2.5 Processos celulares durante a infeccdo do CiLV-C e a expressdo da possivel
glicoproteina P61

Infec¢des experimentais realizadas com acaros Brevipalpus yothersi viruliferos,
utilizando o virus CiLV-C estirpe SJP em plantas de Arabidopsis thaliana selvagens,
demonstraram que os niveis de RNA viral se mantém estavel nas primeiras 24 horas apos
a infec¢do, com aumento inicial na transcri¢do dos genes RdRp e p29, seguido pela
elevagdo gradual dos genes pl35, p61, p24 e p32 (MP) (Arena et al., 2020). Os primeiros
sintomas de manchas cloroticas surgem cerca de uma semana apds a infec¢do, evoluindo
para manchas necroticas e senescéncia das folhas infectadas. Essas alteragdes sao
semelhantes as observadas em infecgdes naturais em laranjeiras doces, porém ocorrem de
forma mais precoce em plantas de A. thaliana, resultando na morte das folhas entre 10 e
12 dias apds o inicio da infec¢do (Arena et al., 2016). No estagio inicial da infec¢ao, foram
regulados positivamente 86% dos genes diferencialmente expressos (GDEs) avaliados,
com o maior numero de alteracdes observado aos 7 dias apds a infestagdo, periodo
coincidente com o surgimento dos sintomas iniciais nas folhas (Arena et al., 2020). Nesse
ponto, 54 % dos GDEs foram regulados positivamente, destacando processos bioldgicos
relacionados ao estresse celular e defesa bidtica, ativacao da biossintese de AS, acimulo
de ROS, aumento da expressao de fatores de transcri¢ao associados a defesa bidtica. Em
contrapartida, 46% foram regulados negativamente, com destaque aqueles relacionados a
defesa contra herbivoria, como os da via do 4cido jasmoénico (JA) (Arena et al., 2020).

A infec¢do experimental com CiLV-C_SJP em plantas de A. thaliana selvagem
também induziu a expressao de genes relacionados ao estresse do RE que atuam na
regulacdo da UPR, incluindo o FT bZIP60, envolvido na mais conservada via de
regulacdo da UPR em eucariotos (Arena et al., 2020; Ramos-Gonzalez et al., 2023). Foi
relatada a superexpressao de chaperonas residentes do RE, o que indica que o estresse no
RE possui papel na regulagao transcricional durante a infec¢cao. Contudo, a atuacdo exata
desses fatores no patossistema ainda nao estd totalmente compreendidos (Arena et al.,

2016; Leastro et al., 2020; Ramos-Gonzalez et al., 2023). Em plantas mutantes de A.
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thaliana que expressavam o gene NahG, que codifica para a enzima salicilato hidroxilase
- responsavel por converter o AS em catecol, ocasionando a deficiéncia em vias
dependentes do AS - foi relatado maior acimulo de particulas virais e sintomas mais
intensos em relagdo as plantas selvagens, demonstrando que a presenga do AS atenua a
infec¢do, enquanto sua auséncia intensifica o acaimulo viral e os sintomas de morte celular
(Arena, dados ndo publicados).

As fungdes das proteinas virais do CiLV-C foram investigadas individualmente
a partir da estirpe CRD de CiLV-C, por meio da expressdo transiente de todas as suas
ORFs em folhas de Nicotiana benthamiana selvagens. Dentre as ORFs testadas, apenas
a possivel glicoproteina codificada pela ORF p61 foi capaz de induzir o fen6tipo de morte
celular, desencadear acimulo de ROS e ativar vias de defesa associadas ao AS,
acompanhadas da redu¢do significativa nos niveis de JA (Arena et al., 2020). Também
foi relatado aumento na expressdo dos genes bZIP60, NAC089, PDI e BPL4, todos
associados ao estresse do RE e UPR. Além disso, ensaios de PCR convencional com
iniciadores especificos para a deteccdo do mRNA do gene bZIP60S, ou seja, o mRNA de
bZIP60 que sofreu o splicing alternativo no citosol para codificar o FT bZIP60,
demonstram que sua ocorréncia esta associada a presenca da proteina P61. Em plantas de
Nicotiana benthamiana que expressam o gene NahG, a expressao transiente da proteina
P61 resultou em sintomas de morte celular mais intensos comparados as plantas
selvagens, indicando que a expressdao da proteina P61 ativa mecanismos de defesa
semelhantes aos durante a infec¢do por CiLV-C, independente da presenca do
fitohormdnio AS (Arena et al., 2020, Arena, dados ndo publicados).

As glicoproteinas sdo proteinas que contém cadeias de carboidratos (glicanos)
covalentemente ligadas a residuos especificos de aminoacidos. A N-glicosilacdo — forma
mais comum em proteinas da via secretora — ocorre pela adigdo de um glicano ao grupo
amida da asparagina (Asn) no motivo consenso Asn-X-Ser/Thr (Helenius; Aebi, 2004;
Lisowska, 2006; Roth, 2002). Em eucariotos, esse processo acontece no RE, onde o pré-
glicano ¢ transferido por uma oligosacariltransferase para a cadeia nascente (Kelleher;
Gilmore, 2006; Lisowska, 2006). Ap6s essa etapa, os glicanos sdo modificados no RE e
no complexo de Golgi, formando estruturas maduras que influenciam o destino e a funcao
das proteinas, participando de processos como enovelamento proteico, estabilidade,
controle de qualidade, trafego intracelular e reconhecimento molecular (Helenius; Aebi,
2004; Moremen; Tiemeyer; Nairn, 2012; Spiro, 2002). Em plantas, embora o mecanismo
biossintético seja conservado, os N-glicanos maduros contém estruturas tipicas, como

B1,2-xilose e al,3-fucose, distintas das observadas em animais, refletindo adaptacdes
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evolutivas especificas, mas mantendo fungdes essenciais (Helenius; Aebi, 2004;
Lisowska, 2006; Spiro, 2002; Strasser, 2016).

Glicoproteinas virais sdo amplamente descritas em virus que infectam animais,
especialmente aqueles com envelope lipidico (Banerjee; Mukhopadhyay, 2016; Sanchez;
Vincent; Nichol, 2002; Wahl-Jensen et al., 2005). Nessas infec¢des, os N-glicanos
presentes em proteinas virais promovem o enovelamento adequado, facilitam a entrada
do virus na célula, modulam a resposta imune do hospedeiro e contribuem para a
montagem e liberagdo de virions (Banerjee; Mukhopadhyay, 2016). Em virus de plantas,
a presenca de glicoproteinas € menos comum, uma vez que a maioria desses virus nao
possui envelope (Banerjee; Mukhopadhyay, 2016; Zhang et al., 2021). No entanto, a
identificacdo de proteinas virais com potenciais sitios de N-glicosilacdo em fitopatdgenos
como o CiLV-C levanta a hipotese de que essas modificagdes possam conferir vantagens
funcionais, incluindo atuacdo tanto no hospedeiro vegetal quanto nos vetores
artropodes(Ramos-Gonzalez et al., 2023). No caso do CiLV-C, a proteina P61 ¢
considerada uma possivel glicoproteina, com multiplos sitios previstos de N-glicosilacao.
No entanto, analises funcionais e bioquimicas ainda sdo necessarias para confirmar a
presencga real de glicanos em sua estrutura e esclarecer seu papel durante a infecgdo.

E provavel que as reagdes fisiologicas e moleculares ocorram devido a intensa
producdo de proteinas de defesa combinada ao acumulo excessivo da P61 e a
reestruturacdo das membranas do RE, sobrecarregando suas funcdes essenciais do RE e
induzindo fortemente a via de UPR, que por nao alcancar homeostase celular ativa a PCD
como Uultima linha de defesa adaptativa, eliminando a célula comprometida (L1 et al.,
2018;Arena, dados nao publicados). Os sintomas de necrose observados na interagdo do
CiLV-C_SJP com plantas de Arabidopsis thaliana sugerem que a proteina P61 de ambas
as estirpes € uma possivel efetora da patogénese viral, induzindo uma resposta de defesa
robusta e culminando no fenotipo caracteristico de HR-/ike (Arena et al., 2016, 2020,
2017). Adicionalmente, a expressdo de um mutante de P61 CRD sem a porcao N-
terminal que codifica o PS ndo provocou sintomas nem modifica¢des na regulagao génica,
ao contrario da proteina nativa (Arena, dados ndo publicados). Contudo, ainda ndo esta
claro se a ativacdo da UPR ocorre intencionalmente para favorecer a infec¢ao viral ou
incidentalmente como consequéncia da producdo de proteinas virais. A presenca de
proteinas homodlogas em outros membros da familia Kitaviridae, com caracteristicas
estruturais semelhantes, reforga a hipdtese de que a proteinas P61 de CiLV-C_CRD e
suas homologas desempenhem fungdes conservadas durante a infec¢do, destacando sua

relevancia tanto no ciclo viral quanto na interagdo com o hospedeiro.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar caracteristicas estruturais e funcionais, conservadas ou especificas, entre as
proteinas homologas a P61 de CiLV-C _CRD.

3.2 Objetivos especificos

J Realizar andlises in silico para identificar caracteristicas estruturais presentes em
proteinas homologas a P61 de CiLV-C CRD;

. Desenvolver construgdes genéticas para expressdo transiente de proteinas
homologas a P61 de CiLV-C dos cilevirus em sistemas heterologos mediante
agroinfiltracao;

. Analisar a expressao relativa do gene bZIP60, marcador associado a via do estresse
do reticulo endoplasmatico envolvida na resposta a proteinas mal dobradas (UPR).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Analises in silico de ORFs e proteinas homologas 4 P61 de CiLV-C

A identificagdo de homologos da ORF p61 e da proteina P61 do CiLV-C_CRD
foi realizada por meio do software Blast! (NCBI) (Kearse et al., 2012) (Tabela 1). O
alinhamento multiplo de sequéncias (multiple sequence alignment - MSA) foi realizado
com as ferramentas dos softwares MAFFT? (Katoh; Standley, 2013), as arvores
filogenéticas foram criadas através do software W-IQ-TREE?® (Trifinopoulos et al., 2016)
e visualizadas através do iTOL V74 (Letunic; Bork, 2024). Foram realizadas predi¢des
utilizando fermentas bioinformaticas da DTU Health Tech para a presenca de peptideo
sinal (PS) através do software SignalP 6.0° (Nielsen et al., 2024). Para a presenca de
dominios transmembranas (DTs), foi utilizado o software TMHMM 2.0° (Sonnhammer;
Von Heijne; Krogh, 1998), enquanto a presenca de sitios N-glicosilacdo (N-glyc) e a
predi¢io da localizagdo subcelular foram avaliadas através dos softwares NetNGlyc 1.07
(Gupta; Brunak, 2002) e DeepLoc 2.1% (@dum et al., 2024), respectivamente. Os motivos

conservados foram identificados a partir da andlise utilizando o software Motif Search —

! Basic Local Alignment Search Tool - BLAST

2 MAFFT alignment and NJ / UPGMA phylogeny - CBRC

3 IQ-TREE: Efficient phylogenomic software by maximum likelihood
#i{TOL: Interactive Tree Of Life

5 SignalP 6.0 - DTU Health Tech - Bioinformatic Services

¢ TMHMM 2.0 - DTU Health Tech - Bioinformatic Services

" NetNGlyc 1.0 - DTU Health Tech - Bioinformatic Services

8 DeepLoc 2.1 - DTU Health Tech - Bioinformatic Services


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html
http://www.iqtree.org/
https://itol.embl.de/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.1/

GenomeNet’ utilizando como padrio para pontuacio de corte o E-value de 1.0 (E-value=
numero de possiveis alinhamentos x E-value do alinhamento observado). E-values < 0.1
foram considerados de alta confiabilidade, valores de £ > 0.5 como possiveis motivos e
acima de 1 foram desconsiderados(NAGARAJAN; NG; KEICH, 2008; Ryen et al.,
2014).

Tabela 1 - Numeros de acesso para as respectivas ORFs e proteinas homodlogas a P61 de CiLV-
C dos kitavirus

Virus (isolado) Numero de acesso no GenBank - NCBI
ORF Proteina
CiLV-C_CRD NC_008170.1 YP _654541.1
CiLV-C_SJP KP336747.1 AKJ79136.1
CiLV-C_ASU MT554546.1 QUM93150.1
CiLV-C2_COL NC_038849.1 YP_009508074.1
CiLV-C2_HAW KC626784.1 YP_009508074.1
PfGSV_SNP NC_055652.1 YP_010088078.1
PfGSV_BJL MK&804176.1 QFU28441.1
SvRSV_PRB NC_079102.1 YP _010840884.1
LigLV_CDB NC_079105.1 YP_010840892.1
LigCSV_SPA NC 079104.1 YP 010840889.1
HYBV MT472638.1 QRG34868.1
PisV-Y MT362605.1 QPL17816.1
HGSV2_ES OR161047.1 WMQ58800.1
PisV-X MT334618.1 QPL17810.1

4.2 Desenvolvimento de construgdes para a expressao transiente das proteinas P61 de CiLV-C
CRD/SJP e P62 de PfGSV, SVRSV e CiLV-C2

4.2.1 Clonagem em pGEM T-Easy

A partir de amostras positivas de cDNA dos virus CiLV-C CRD/SJP, PfGSV,
SvRSV e CiLV-C2, disponiveis no laboratério, realizou-se a amplificagdo das ORFs por
PCR (polimerase chain reaction) utilizando iniciadores especificos para cada uma delas.
Os iniciadores foram desenvolvidos para adicionar as sequéncias dos sitios de restri¢cao
Ncol no extremo 5’°, necessario para a expressao correta do gene devido a presenca do
fragmento de Kozak (Kozak, 2002), e Xbal ao extremo 3’ (Tabela 2), com exce¢do para
a ORF p62 de CiLV-C2, onde foi adicionado um sitio BamHI no extremo 5’ devido a
presenca de um sitio Ncol no interior da sequéncia da p62. Os produtos da PCR foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, os amplicons de tamanho desejado

(~1,6 Kb) foram purificadas do gel utilizando o kit Wizard® SV Gel e PCR Clean Up

® MOTIF: Searching Protein Sequence Motifs - GenomeNet


https://www.genome.jp/tools/motif/

System (Promega, Madison, WI, EUA), e o produto da purificagdo foi quantificado com
o espectrofotometro Nanodrop 6000 (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Em seguida,
os produtos de PCR purificados foram inseridos no vetor pPGEM T-Easy (Promega, WI,
EUA) por reagdo de ligacao utilizando enzima T4-DNA ligase (3U/ul) (Promega, WI,
EUA). Para determinar as quantidades de vetor e fragmento de interesse para o processo
de clonagem foi utilizada a equacdo: (100 ng do vetor x quantidade de pares de base do
fragmento de interesse) + (quantidade de pares de base do vetor). O resultado em
nanogramas foi multiplicado por trés e adicionado a reacao de ligagdo, em seguida as

amostras foram incubadas a 4°C no escuro por 12 horas.

Tabela 2 - Lista de iniciadores para a amplificacdo das ORFs p6/ de CiLV-C (CRD e SJP) e p62 de
PfGSV, SVRSV e CiLV-C2.

Virus Sequéncia dos iniciadores
. F: 5'- Ncol - ATGCCATGGGGCTATTTCAGCT - 3°
CiLV-C_CRD R: 5’ — Xbal - GCTCTAGATTACAAATCAATGGTTTCAGC —3’ (Arena et al., 2020)
CILV-C SIP F: 5"- Neol - ATGCCATGGGGCTATTTCAGCT —3°
V-G R: 5’ — Xbal - GCTCTAGATTATAAATCAATGGTATCAGC — 3’
PIGSY F: 5°- Ncol - ATGCCATGGACTTCTTAGCTGTTTAC — 3°
R: 5’ — Xbal - GCTCTAGATTAGAAAGTCCAGCTAATAAC — 3’ Ramos-Gonzélez et al., -
SVRSV F: 5” — Ncol - ATGCCATGGATCTGTTAAAGTTTTTACT — 3’ dados ndo publicados
R:5° - Xbal - GCTCTAGACTAATAGTTGAATTGATCAAC — 3’
CILV-C2 F: 5 _ BamHI- CGGGATCCACAATGGATTTTTATACCGTGTA —3'
TLV- R: 5’ — Xbal - GCTCTAGATTAGAAGGAAGACGCGACAGC — 3'

Os produtos das ligagdes foram dialisados em membranas Millipore de 0,025 nm
e transformados por eletroporacdo em células competentes de Escherichia coli 10B. As
culturas transformadas foram incubadas em 1 mL de meio LB (Luria-Bertani) sem
antibidtico a 37°C com agitacdo leve por 1 hora, espalhadas em placas de LB sélido
contendo ampicilina (100 mg/mL), IPTG (24 mg/mL) e X-Gal (50 mg/mL) e mantidas a
37°C durante a noite. A partir da confirmacao visual de colonias brancas positivas, foram
foi realizado o teste de PCR de colonia utilizando iniciadores para regides externas a
insercao do gene clonado com o objetivo de verificar a presenca dos amplicons esperados
por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%. Coldnias referentes aos clones positivos
foram cultivadas em 4 mL de meio LB liquido com ampicilina (100 mg/mL) a 37°C
durante a noite. Os DNAs plasmidiais foram extraidos usando o método de lise alcalina
descrito por Birnboim (1989), seguidos pela digestdo com a enzima de restricdo BamHI
(10U/uL) (Promega, WI, EUA) e EcoRI (10U/uL) (New England Biolabs, MA, EUA)
para a confirmagdo a construgdo. Clones que apresentaram fragmentos com tamanhos
esperados foram purificados com o Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega, WI, EUA) e sequenciados pelo método Sanger utilizando iniciadores

especificos. Apos a anélise e confirmagdo das sequéncias utilizando software Vector NTI

19



(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), os clones foram mantidos em placas de LB so6lido

com ampicilina e replicados a cada 15 dias para a segunda etapa da clonagem.

4.2.2 Clonagem no vetor p35S_IB

A partir dos clones confirmados, os fragmentos referentes as ORFs p6/ de CiLV-
C CRD/SJP e p62 de PfGSV, SVRSV e CiLV-C2 foram introduzidos no vetor p35S IB
(Ramos-Gonzalez, dados ndo publicados) para a constru¢do da unidade transcricional,
que contém o promotor 35S de cauliflower mosaic virus (CaMV, Caulimovirus
tessellobrassicae), o fragmento 6mega 8 de tobacco mosaic virus (TMV, Tobamovirus
tabaci) e o terminador Trnos de Agrobacterium tumefaciens. Colonias isoladas de
Escherichia coli 10B transformadas com o vetor pGEM T-Easy contendo os fragmentos
clonados foram cultivadas independentemente em meio LB liquido com ampicilina (100
mg/mL) a 37°C e 150 rpm durante a noite. A purificagdo dos plasmideos foi realizada
utilizando o Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, WI,
EUA) e a quantificagdo foi feita com o Nanodrop 6000 (Thermo Fisher Scientific, MA,
EUA).

Os plasmideos pGEM T-Easy contendo as ORFs p61/p62 (3000 ng) e o vetor
p35S IB (2000 ng) foram digeridos separadamente por 1 hora a 37 °C com enzimas de
restri¢do. Para as construcdes contendo a p6/ de CiLV-C CRD/SJP e a p62 de SVRSV e
PfGSV, utilizou-se a enzima HindIIl (10 U/uL) (Promega, WI, EUA). Ja para a
construcdo contendo a p62 de CiLV-C2, foi utilizada a enzima Ps#/ (10 U/uL) (Promega,
WI, EUA), devido a presenca de um sitio de restricdo HindlIl na sequéncia da ORF p62.
Foi adicionado 1uL (20U/uL) de fosfatase alcalina a reacdo de digestao do vetor p35S 1B
apo6s 30 minutos para prevenir a recircularizag¢do. O material foi separado por eletroforese
em gel de agarose, e as bandas referentes ao vetor p35S IB (3 kb) e as ORFs p61/p62
(1,6 — 1,8 kb) foram coletadas, purificadas com o Kit Wizard® SV Gel e PCR Clean Up
System (Promega, WI, EUA), quantificadas e submetidas a reacdo de ligacdo conforme
descrito na sessdao 4.2.1. As construgdes finais foram entdo transformadas por
eletroporacdo em células competentes de E. coli 10 e confirmadas a partir da digestao
utilizando as enzimas de restrigdo BamHI e EcoRI.

4.2.3  Clonagem no vetor binario pPCAMBIA 2300 e transformagdo em Agrobacterium
tumefaciens linhagem AGL-1

Os genes p61 de CiLV-C_CRD e SJP, e p62 de PfGSV e SvRSV, previamente
incorporados nas unidades transcricionais do vetor p35S IB, foram inseridos

individualmente no vetor binario pCAMBIA 2300. Colonias isoladas de cada construgao
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foram cultivadas e o DNA plasmidial foi purificado e quantificado conforme descrito na
sessdao 4.2.2. As construgdes p35S IB contendo as respectivas p61/p62 (3000 ng) e o
vetor pCAMBIA 2300 (2000 ng) foram digeridas separadamente com as enzimas de
restri¢gao Pstl ou HindlIll (10U/ul) e incubadas a 37°C por 1 hora. Adicionou-se 1 uL
(20U/uL) de fosfatase alcalina ao vetor pPCAMBIA 2300 apo6s 30 minutos de digestao
para evitar a recircularizagdo do vetor. Os produtos das digestdes foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1% e os fragmentos referentes ao vetor pPCAMBIA 2300
(8,7 kb) e as construgdes p35S IB p61/p62 (~6 kb) foram coletadas, purificadas,
quantificadas, submetidas a reagao de ligagao conforme descrito na sessao 4.2.1.

Os produtos das ligagdes foram dialisados e transformados por eletroporagcdo com
células competentes de E. coli 10B. Em seguida, colonias isoladas foram cultivadas em
meio LB liquido para a extracdo dos plasmideos e confirmacdo da digestdo com enzimas
de restrigao BamHI e EcoRI. A partir dos clones confirmados, os plasmideos referentes a
cada constru¢ao foram transformados por choque térmico utilizando células competentes
de A. tumefaciens linhagem AGI-1. As culturas transformadas foram mantidas em meio
LB sem antibidtico por 4 horas a 27°C e agitag¢do leve, em seguida foram transferidas
para placas de LB s6lido com os antibidticos canamicina (50 pg/mL) e rifampicina (15
pg/mL) e incubadas a 27°C durante dois dias. Coldnias individuais foram selecionadas,
seus plasmideos extraidos e submetidos a transformagdo reversa para confirmacgdo da
clonagem. Esse processo consiste na extragdo dos plasmideos de colonias de
Agrobacterium tumefaciens, seguida da eletroporacdo desses plasmideos em células de
Escherichia coli 10B, com posterior confirmagao por digestdo com enzimas de restrigao.

As enzimas de restricao foram escolhidas com base no critério de que seus sitios
de corte estivessem presentes em posi¢oes distintas nas ORFs p61/p62. Todos os padroes
de digestdo foram previamente simulados no software Vector-NTI (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA) para garantir que fossem distintos entre as diferentes construgoes,
evitando possiveis ambiguidades na anélise. Os clones referentes as construgdes presentes
em A. tumefaciens foram digeridos com as enzimas BamHI (10U/uL) (Promega, WI,
EUA) e EcoRI (10U/uL) (New England Biolabs, MA, EUA), aqueles referentes aos que
apresentaram bandas de tamanhos esperados foram replicados em placas de LB solido
com canamicina (50 pg/mL) e rifampicina (10 pg/mL), além de serem mantidas culturas

permanentes em glicerol 50% em ultrafreezer a -80°C.
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4.3 Cultivo de plantas de Nicotiana benthamiana e ensaios de agroinfiltracao

Em fitocdmara Conviron Adaptis 1000 (Conviron, MB, Canadd), foram cultivadas
plantas de N. benthamiana do gendtipo WT (wild type). Em vasos contendo a mistura de
substrato Vivatto Pro20 (Vivatto, SP, Brasil) com vermiculita (3:1) e umidificados com
solucdo nutritiva (Fe-EDTA, nitrato de potassio - KNOs3, fosfato monoamoénico -
NH4H2PO4 e micronutrientes), sementes de N. benthamiana foram dispostas nos vasos e
cobertas com pléstico filme para manter a umidade por cerca de uma semana até a
germinagdo. Os vasos com sementes foram mantidos em fotoperiodo de 12 horas de luz
e 12 horas de escuridao a 24°C por 3 ou 4 semanas. ApoOs a germinagao, os plasticos foram
retirados e as plantas foram mantidas por 3 a 4 semanas, até serem utilizadas para o
experimento de agroinfiltragao.

A agroinfiltracdo foi realizada conforme o protocolo descrito por Baulcombe
(2019). Para o ensaio, colonias isoladas de 4. tumefaciens cepa AGL-1 contendo as
constru¢des pCAMBIA 2300 p35S IB-p61 de CiLV-C dos isolados CRD, SJP e vetor
vazio (EV), foram inoculadas em tubos Falcon com 5 mL de meio LB liquido contendo
os antibidticos canamicina (50 pg/mL) e rifampicina (10 pg/mL), sendo incubadas a
27 °C com agitacdo a 150 rpm Ap0s esse periodo, a densidade 6ptica (ODsoo) das culturas
foi monitorada periodicamente até que fosse alcangado o valor de ODsoo = 0,6. Em
seguida, aliquotas de 100 uL dessas culturas foram transferidas para frascos Erlenmeyer
contendo 50 mL de meio de LB suplementado com canamicina (50 pg/mL), rifampicina
(10 pg/mL) e acetoseringona (150 uM), sendo incubadas novamente a 27 °C com
agitacdo a 150 rpm até atingirem ODsoo = 0,6. As culturas foram entdo centrifugadas a
4.000 x g por 20 minutos a 20 °C, e os pellets bacterianos foram ressuspendido em
solugdo de infiltraggo MMA (10 mM MES, pH 5,6; 10 mM MgCl:;; 150 uM
acetoseringona). As densidades opticas foram reavaliadas e ajustadas para ODsoo = 0,6
utilizando a prépria solucio MMA.

As suspensoes de A. tumefaciens foram mantidas em repouso por 4 horas a
temperatura ambiente, em condicdes de escuro, antes da realizacdo da agroinfiltracao.
Para o ensaio, foram selecionadas dez plantas de N. benthamiana por tratamento, com
desenvolvimento vegetativo uniforme. A infiltragdo foi realizada na face abaxial das
folhas utilizando seringas sem agulha. Em cada planta, trés folhas foram selecionadas
para o procedimento, seguindo a ordem da folha mais velha (inferior) para a mais jovem

(superior), totalizando 30 réplicas por tratamento.
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4.4 Padronizagdo do protocolo para extracdo de RNA total de folhas de Nicotiana
benthamiana, sintese de cDNA e ensaios de qPCR

A extragdo de RNA total das folhas de N. benthamiana foi realizada conforme
protocolo adaptado de Ofiate-Sanchez e Vicente-Carbajosa (2008). De cada planta, foram
coletados trés discos foliares (~70-90 mg), que foram macerados em nitrogénio liquido
com o auxilio de almofariz e pistilo. Em seguida, foram adicionados diretamente ao
almofariz 600 pL da solugdo de lise celular (2% SDS, 68 mM citrato de sodio, 132 mM
acido citrico e | mM EDTA). As amostras foram transferidas para microtubos de 2 mL e
incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Apés esse periodo, foram adicionados
300 pL da solugao de precipitacao proteina-DNA (4 M NaCl, 16 mM citrato de sddio, 32
mM 4cido citrico), com homogeneizacao suave e incubagdo a 4 °C por 10 minutos.

As amostras foram entdo centrifugadas a 12.000 x g, a 4 °C, por 10 minutos, € 0o
sobrenadante transferido para um novo tubo contendo 600 pL de isopropanol. Apds
homogeneizagdo por inversdo, as amostras foram centrifugadas por 4 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet resultante foi lavado com etanol
70% gelado, seguido de nova centrifugagdo a 4 °C por 2 minutos. O pellet foi entdo seco
ao ar e ressuspendido em 16 pL de dgua tratada com DEPC, 2 pL. de 10x DNase I Reaction
Buffer (100mM Tris-HCL pH 7.5, 25mM MgCl, ImM CaCl; ) e 2 pL. de DNase I -
RNAse Free (1 U/ul) (Thermo Fisher, MA, EUA), com incubagdo a 37 °C por 30 minutos
para digestdo de DNA genomico residual.

Apos a digestdo, foram adicionados 80 pL. de agua tratada com DEPC, 50 pL de
acetato de s6dio 3 M e 400 pL de etanol absoluto. A mistura foi centrifugada a 4 °C por
20 minutos, e o pellet lavado com etanol 70% gelado, seguido de centrifuga¢ao a 4 °C por
2 minutos. O pellet seco foi ressuspendido em 20 pul. de 4gua tratada com DEPC. A
concentracdo do RNA total foi determinada por espectrofotometria em Nanodrop 6000
(Thermo Fisher, MA, EUA), e a integridade das amostras foi avaliada visualmente por
eletroforese em gel de agarose a 1%. Posteriormente, foi realizada a homogeneizagao das
amostras para uso experimental.

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de valores ajustados
de acordo com a homogeneizacdo do RNA total. Para a rea¢do, foram utilizados
iniciadores randdmicos e a enzima GoScript Reverse Transcriptase (Promega, WI, EUA).
Para o ensaio de RT-qPCR foi utilizado o GoTaq qPCR Master Mix (Promega, WI, EUA)
e realizada a diluicdo do cDNA de cada amostra para a concentragdo final de 50 ng/uL,

sendo utilizados 2ul por reagdo. Todas as reagdes foram conduzidas em réplicas
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utilizando o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System Device (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA).

Um ensaio piloto foi conduzido para avaliar a adequacdo do protocolo de extragdo
de RNA descrito por Ofate-Sanchez e Vicente-Carbajosa (2008), originalmente
desenvolvido para A. thaliana, a espécie N. benthamiana. Além disso, buscou-se evitar o
uso do método padrao do laboratdrio, baseado em fenol:cloroférmio, devido ao potencial
de residuos interferirem na RT-qPCR. Para este teste, trés discos foliares (~70-90 mg)
foram coletados de seis folhas distintas de plantas nao agroinfiltradas de N. benthamiana,
formando uma amostra composta (pool). Ao todo, foram obtidas seis amostras
independentes (n = 6), cada uma representando um tratamento. A extracado de RNA foi
realizada sob diferentes condi¢des experimentais (T1 a T6), com o objetivo de otimizar a
eficiéncia do protocolo. Os tratamentos T1 e T2 foram submetidos ao protocolo completo
de extragdo, conforme descrito anteriormente. Nos tratamentos T3 e T4, 1 pg de RNA
total foi tratado com DNase. No tratamento T5, apos a adicdo de 80 puL de agua tratada
com DEPC, 50 pL de acetato de sddio 3 M e 400 pL de etanol absoluto, a amostra foi
mantida a —80 °C por 12 horas, com o objetivo de aumentar a eficiéncia da precipitacao
de proteina-DNA residual. O tratamento T6 consistiu na digestdo de 1 pg de RNA com
DNase, seguida da etapa de precipitagdo a —80 °C por 12 horas, conforme realizado em
T5. Controles sem transcriptase reversa foram incluidos para cada amostra, a fim de
avaliar a qualidade do RNA e detectar possivel contaminacdo com DNA gendémico
residual, uma vez que os iniciadores utilizados para o ensaio de RT-qPCR nao distinguem
sequéncias de mRNA das correspondentes no DNA gendmico.

Para o ensaio piloto de RT-qPCR, foram utilizadas duas réplicas por tratamento e
iniciadores para o gene actina (Tabela 3), nas concentragdes de 400 nM e 600 nM. Os
dados obtidos foram analisados com o software LinRegPCR(Untergasser et al., 2021). As
médias dos valores de Cq foram calculadas considerando as diferentes concentragdes dos
primers (n = 6) e uma amostra de RNA por tratamento (n = 1). A normalidade dos dados
para cada concentragdo de iniciador (400 nM e 600 nM) foi avaliada por meio do teste de
Shapiro-Wilk, e a homogeneidade de variancias entre os grupos, pelo teste de Levene. A
comparagdo entre as médias dos grupos foi realizada utilizando o teste t de Student com
a suposicao de variancias iguais. As andlises foram conduzidas no ambiente RStudio (R
Core Team, 2021), com o uso dos pacotes car, dplyr, ggplot2 e FSA.

Adicionalmente para o ensaio piloto, foram avaliadas as diferengas entre as médias
de Cq dos tratamentos de RNA (T1 a T6) por meio do teste de Kruskal-Wallis, como

analise estatistica ndo-paramétrica exploratoria. Todas as analises foram realizadas no
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software Rstudio (R Core Team, 2021). Os graficos foram gerados a partir dos valores

médios de Cq obtidos para cada tratamento.

4.5 Ensaio de RT-qPCR a para o gene bZIP60 de Nicotiana benthamiana 24 horas
apos a expressao transiente da proteina P61 de CiLV-C _CRD, CiLV-C SJP e o vetor
vazio (EV).

Vinte e quatro horas apds a realizagao do ensaio de agroinfiltragdo para a expressao
da proteina P61 do isolado CiLV-C_CRD/SJP (conforme descrito na se¢do 4.3), foi
coletado um disco foliar de cada uma das folhas agroinfiltradas de Nicotiana
benthamiana. Em seguida, os discos foliares provenientes de uma mesma planta foram
reunidos, totalizando uma amostra composta de aproximadamente 70 a 90 mg, formada
por trés discos foliares por planta. No total, foram obtidas dez amostras compostas para
cada tratamento (n = 10). Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA total utilizando
como padrao o tratamento T1 e T2 e sintese de cDNA conforme descrito na sessao 4.4.
Para a RT-qPCR, foi utilizado o GoTaq qPCR Master Mix (Promega, W1, EUA), 100 ng
de cDNA e 600 nM de iniciadores para o gene de interesse bZIP60 ¢ actina (Tabela 3)
como gene normalizador.

As eficiéncias de amplificacdo e os valores de Cq de cada reagdo foram obtidos
utilizando o software LinRegPCR (Untergasser et al., 2021). Os valores de Cq foram
normalizados pelo método ACq (CqAlvo — CqReferéncia). Em seguida, os ACq das
amostras foram comparados a média do grupo controle (EV) para o calculo do AACq. A
expressao relativa foi determinada com base no método de Pfaffl (2001), que considera a
eficiéncia de amplificacdo de cada par de primers, utilizando a formula: FoldChange =
(EbZIP60/EActina) ~22¢4, Neste experimento, as eficiéncias foram de 1,88 para bZIP60)
e 1,77 para actina. Os valores de AACq foram aplicados diretamente na equagdo para o
calculo individual do fold change de expressdo relativa para cada amostra. Os dados de
fold change foram entdo submetidos a andlise estatistica.

A normalidade da distribuicao foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk, e a
homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste de Levene. Como os dados
atenderam aos pressupostos paramétricos, foi aplicada uma andlise de variancia
(ANOVA) para comparacao entre os grupos CRD, SJP e EV, seguida pelo teste pds-hoc
de Tukey HSD (Honestly Significant Difference), adotando-se um nivel de significancia
de p <0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo software Rstudio (R Core

Team, 2021).
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Tabela 3 - Sequéncia dos iniciadores para o gene actina ¢ bZIP60

Gene Sequéncia do primer Referéncia
Actina F: TCCATGCTCAATGGGATACT (GOMEZ et
¢ R: TTCAACCCCTTGTCTGTGAT al., 2020)
bZIP60 F: AATCAACGAAGCAGAAACCACG (Lietal.,

R: TGCCCATCATTAAGGACAGGAA 2018)

5 RESULTADOS
5.1 Anédlises in silico para as ORFs e proteinas homologas a P61 de CiLV-C dos kitavirus

As andlises de similaridade entre sequéncias nucleotidicas e de aminodcidos
identificaram 13 homologos da proteina P61 de CiLV-C. Esses homdlogos estdao
distribuidos entre virus de oito espécies do género Cilevirus — CiLV-C CRD, CiLV-
C _SJp, CiLV-C_ASU, CiLV-C2 _COL, CiLV-C2_HAW, PfGSV_SNP, PfGSV_BIL,
SvRSV_PRB, LigLV_CBD, LigCSV_SPA, HYBV e PisV-Y — e duas do género
Higrevirus — PisV-X e HGSV2_ES (Tabela 1). O alinhamento multiplo de sequéncias e
a matriz de identidade de nucleotideos e aminoacidos revelaram os clusters com maior
valor de identidade observados nas arvores filogenéticas geradas pelo software IQtree
(Figura 3). A presenga de peptideo sinal (PS) em uma proteina indica seu direcionamento
para a rota secretora do reticulo endoplasmatico (RE), onde ocorrem modificagdes pos-
traducionais essenciais para o funcionamento e estabilidade da proteina (Von Heljne,
1998). As analises de predicdo de PS (Tabela 4) revelaram variagdes entre as proteinas
homologas a P61 de CiLV-C dos diferentes virus analisados. Alta probabilidade de
presenca de PS (valor de p > 0,9) foi observada nas proteinas de CiLV-C_CRD, CiLV-
C _SJP,CiLV-C_ASU, HGSV2 ES, PfGSV_SNP, Pf{GSV_BIJL, SYRSV_PRB e PisV-Y.
Probabilidades intermediarias (0,3 < p < 0,6) foram encontradas nas proteinas de CiLV-
C2 COL, LigLV_CBD e HYBV. J4 as proteinas homologas a P61 de CiLV-C2_ HAW e
PisV-X apresentaram valor de p = 0, indicando auséncia de PS detectavel. Ainda assim,
as predicdes para a localizag¢do subcelular indicaram, para todas as proteinas analisadas,
alta probabilidade de direcionamento ao RE (p > 0,8), independentemente da presenga ou
auséncia de PS classico (Tabela 4).

Complementarmente, a predi¢cao de dominios transmembranares (DTs), estruturas
associadas a ancoragem de proteinas nas membranas celulares (Sonnhammer; Von
Heijne; Krogh, 1998), revelou que, com exce¢cdo de PisV-Y IRA, todas as proteinas
apresentam pelo menos um DT. As proteinas de CiLV-C _CRD, CiLV-C ASU,
SvRSV_PRB, LigLV_CBD e LigCSV_SPA foram classificadas como monotopicas,
contendo um Unico dominio transmembrana. As de CiLV-C SJP, HGSV2 ES,
PfGSV_SNP e PfGSV_BIJL foram bitopicas, com dois DTs. J4 as de CiLV-C2_COL,
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CiLV-C2 HAW e HYBYV foram tritopicas. A proteina de PisV-X apresentou o maior
numero de DTs, sendo pentatopica, enquanto PisV-Y nao apresentou DTs detectaveis.

Adicionalmente, a predi¢do de sitios de N-glicosilagdo (N-glyc), uma modificagao
pos-traducional associada a estabilidade da proteina e interagcdes moleculares (Stanley,
2022), indicou a presencga variavel desses motivos entre as proteinas. As proteinas de
HGSV2 ES e SvRSV_PRB apresentaram um unico sitio potencial, enquanto CiLV-
C _SJP, CiLV-C_ASU, LigLV_CBD, HYBYV e PisV-Y apresentaram dois. A proteina de
CiLV-C CRD apresentou trés sitios, e aquelas de PfGSV _SNP P{fGSV BIJL,
LigCSV_SPA, PisV-X IRA, CiLV-C2 COL e CiLV-C2 HAW exibiram quatro ou mais
sitios N-glyc potenciais (Tabela 4).

Tabela 4 - Conjunto de predicdes in silico realizadas pelos softwares SignalP 6.0 para determinar
a presenca de peptideo sinal (PS), DeepLoc 2.1 para a localizagdo subcelular no reticulo
endoplasmatico (RE) , NetGlyc 1.0 para determinar a quantidade de sitios de N-glicosilagdo (N-
glyc) e TMHMM 2.0 para avaliar a quantidade de dominios transmembrana (DTs)

Virus PS Localizacio no RE N-Glyce ™

CiLV-C_CRD 0,999 0,862 3 1
CiLV-C_SJP 0,996 0,876 2 2
CiLV-C_ASU 0,995 0,863 2 1
CiLV-C2_COL 0,444 0,852 7 3
CiLV-C2_HAW 0 0,853 7 3
PfGSV_SNP 0,999 0,810 4 2
PfGSV_BJL 0,999 0,848 4 2
SvRSV_PRB 0,999 0,807 1 1
LigLV_CDB 0,602 0,824 2 1
LigCSV_SPA 0,999 0,842 4 1
PisV-Y_IRA 0,999 0,895 2 0
PisV-X_IRA 0 0,864 6 5
HGSV2_ES 0,999 0,876 1 2
HYBV_HAW 0 0,860 2 3
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(A) Identidade entre nucleotideos das ORFs p61
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Figura 3 - Representacdo de identidade entre as sequéncias de nucleotideos e aminoécidos das P61
homoélogas a de CiLV-C_CRD. (A) Matriz de identidade de nucleotideos para as ORF
pS56/p61/p62/p65/p66/p69. (B) Matriz de identidade para as sequéncias de aminoacidos das proteinas
P56/P61/P62/P65/P66/P69 de kitavirus. (C) Arvore filogenética das ORFs homélogas a p61 de CiLV-
C_CRD. (D) Arvore filogenética das proteinas P61 homoélogas a de CiLV-C_CRD.

5.2 Analise in silico de motivos presentes nas proteinas homologas a P61 de CiLV-C_CRD
dos kitavirus

As analises in silico realizadas com a ferramenta MotifFinder da GenomeNet,
utilizando os bancos PROSITE, Pfam e NCBI-CDD com E-value de corte em 1,0,
permitiram identificar dez motivos conservados nas proteinas de cilevirus e higrevirus.
De modo geral, dominios detectados pela base NCBI-CDD e Pfam que apresentaram E-
values proximos de 0,1 foram considerados estatisticamente mais confiaveis e indicam
maior probabilidade de correspondéncia funcional real, valores acima de 0,5 foram
considerados putativos, devendo ser estudados mais a fundo futuramente. Os dominios
identificados pela base de dados PROSITE ndo apresentam valores estatisticos fornecidos
pela ferramenta.

No subgrupo 1, a proteinas pertencentes aos virus das trés estirpes do CiLV-C
(CRD, SJP e ASU) apresentaram o dominio ALBUMIN 1 (PROSITE: PS00212) entre
as posicdes 470-494. A proteina de CiLV-C_CRD também apresentou o dominio
RRM1 hnRPLL (NCBI-CDD: cd12781) entre as posicoes 144—197 (E-value = 0.44),
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enquanto a proteina de CiLV-C_SJP apresentou o dominio Rrp44 S1 (NCBI-CDD:
435792) entre as posi¢des 293339 (E-value = 0.52). A proteina P62 de PfGSV_BJL
apresentou o dominio LECTIN LEGUME BETA (PROSITE: PS00307) entre as
posigoes 17-23. As proteinas P62 de CiLV-C2 COL e CiLV-C2 HAW nao
apresentaram motivos funcionais detectaveis com os parametros utilizados.

Nos virus do subgrupo 2, a P62 do SvRSV PRB apresentou o dominio
ALBUMIN 1 (PS00212) entre as posi¢des 487511 e o dominio FMO GS-OX (NCBI-
CDD: PLNO02172) entre as posi¢oes 212-28 (E-value = 0.15). A P62 do LigLV_CDB
apresentou o dominio GemC1_ CC (NCBI-CDD: cd22588) entre as posi¢oes 368—386 (E-
value = 0.83). A proteina P61 do LigCSV_SPA apresentou dois dominios sobrepostos:
um de ADP-ribosiltransferase (NCBI-CDD: PHA02566) entre as posi¢cdes 392444 (E-
value = 0.72) e o dominio PF19929 (Pfam: DUF6392) pertencente a uma familia
desconhecida, entre as posigdes 393—434 (E-value = 0.21).

Para os virus do subgrupo 3, a proteina P69 do PisV-Y apresentou o dominio
PRK06798/f1iD (NCBI-CDD: 180698), entre as posigdes 204-323 (E-value = 0.078). A
P56 do HYBYV nao apresentou dominios além dos motivos pés-traducionais comuns entre
todas. Entre os higrevirus, a P66 do PisV-X apresentou o dominio major head protein
(NCBI-CDD: PHAO00144), entre as posi¢des 105—181 (E-value = 0.58), enquanto a
proteina de HGSV2 ES apresentou o sitio de fosforilagdio TYR PHOSPHO SITE 2
(PROSITE: PS60007), entre as posigdes 334-340.

Além dos dominios especificos citados, todas as proteinas analisadas apresentaram
um conjunto comum de motivos pds-traducionais conservados. O dominio
ASN GLYCOSYLATION (PROSITE: PS00001), compativel com sitios de N-
glicosila¢do, foi identificado em todas as sequéncias, com posi¢cdes e quantidades
conforme descrito nas analises realizadas a predigdo de sitios de N-glyc na se¢do 5.1. O
dominio MYRISTYL (PROSITE: PS00008), relacionado a N-myristoylacao e associacao
a membrana, também foi detectado em todas as proteinas. Adicionalmente, foram
identificados sitios de fosforilagdo correspondentes aos dominios CK2 PHOSPHO_SITE
(PS00006) e PKC PHOSPHO SITE (PS00005), presentes em todas as proteinas
analisadas. O dominio CAMP_PHOSPHO SITE (PROSITE: PS00004), associado a
fosforilagdo mediada por quinases dependentes de cAMP/cGMP, foi identificado
especificamente nas proteinas dos virus CiLV-C2_COL, LigLV_CDB, LigCSV_SPA,
HYBV e HGSV2_ES.
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Tabela 5 - Motivos identificados pelo software MotifFinder para as proteinas possiveis
glicoproteinas dos kitavirus

Virus Motivos identificados nas proteinas
CiLV-C_CRD ABULMIN_1 RRMiihnR_P CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
CiLV-C_SJP ABULMIN_1 Rrp44_S1 CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
CiLV-C_ASU ABULMIN _1 CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
CiLV-C2_COL CAMP_PHOSPHO CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
CiLV-C2_HAW CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
PfGSV_SNP CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
PfGSV_BIL LECTIN*EI.EIS UME_BE CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
SvRSV_PRB ABULMIN _1 FMO GS-0X CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
LigLV_CDB GemCl1_CC CAMP_PHOSPHO CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
LigCSV_SPA ADP-ribosyltransferase (155;96932992) CAMP_PHOSPHO CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
PISV-Y CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
PisV-X major head protein CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
HGSV2_ES CAMP_PHOSPHO CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation
HYBV CAMP_PHOSPHO CK2_PHOSPHO PKC_PHOSPHO N-myristoylation

5.3 Confirmacao das constru¢des pCAMBIA 2300 p35S_IB contendo as ORFs p6/ de
CiLV-C CRD/SJP e p62 de PGSV, SvRSV e CiLV-C, mediante o perfil de digestao por
enzima de restrigao

As construgdes do vetor binario pCAMBIA 2300 p35S IB contendo
individualmente as ORFs p6/ de CiLV-C_CRD, CiLV-C_SJP e p62 de PfGSV, SvRSV
e CiLV-C2, juntamente com o vetor vazio (EV), conforme ilustrado na Figura 4A, foram
avaliadas por meio da simulacdo dos respectivos padrdes de digestdo no software Vector
NTI (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) (Figura 4B). As enzimas de restricdo BamHI
e EcoRI foram selecionadas por apresentarem perfis de digestdo distintos entre as
construgdes. Apos a digestao, os plasmideos foram visualizados em gel de agarose a 1%
(Figura 4C).

A construgdo pCAMBIA 2300 p35S IB EV (poco 1) apresentou fragmentos de
8,9 kb e 1,4 kb. No pogo 2, correspondente a construcio pCAMBIA 2300 p35S 1B p61
CiLV-C_CRD, foram observados fragmentos de 9,9 kb, 1,2 kb e 660 pb. Os clones da
construc¢do p61 CiLV-C_SJP (poco 3) exibiram fragmentos de 10,9 kb, 976 pb e 968 pb
sobrepostos. A construcao p62 PfGSV (poco 4) apresentou fragmentos de 10,1 kb, 1,2 kb
e 766 pb. Os clones da construcao p62 SvRSV (pogo 5) exibiram fragmentos de 9,5 kb,
1,4 kb, 686 pb e 477 pb. Por fim, a construcao p62 CiLV-C2 (pogo 6) apresentou
fragmentos de 10,1 kb, 1,4 kb e 416 pb. Os resultados confirmam o sucesso das
construcdes e a especificidade dos padroes de digestdo simulados e observados

experimentalmente.
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Figura 4- Representacdes esquematicas e andlise dos plasmideos pPCAMBIA 2300 p35S_IB contendo
genes virais. (A) Mapa gerado no software Vector NTI do plasmideo pCAMBIA 2300 p35S 1B,
destacando em azul claro a regido de inser¢ao do gene de interesse. A unidade transcricional é composta
pelo promotor constitutivo CaMV 35S, o fragmento translacional o (6mega) do virus do mosaico do
tabaco (TMV), o gene viral de interesse e o terminador Tnos de Agrobacterium tumefaciens. (B)
Simulagdo do padrdo de digestdo com as enzimas de restrigdo BamHI e EcoRl, indicando os perfis
esperados para as seguintes constru¢des: pogo 1 — vetor vazio (EV); pogo 2 — p6/ de CiLV-C_CRD;
pogo 3 — p61 de CiLV-C_SJP; poco 4 — p62 de PfGSV; poco 5 — p62 de SVRSV; pogo 6 — p62 de
CiLV-C2. (C) Anélise em gel de agarose a 1% dos plasmideos digeridos com BamHI e EcoRI,
utilizando marcador de peso molecular (MM) de 1 kb (Invitrogen).

5.4 Validagao do protocolo de extracao de RNA e ensaios de qPCR em N. benthamiana

A padronizagdo dos protocolos para extracdo de RNA total de folhas de Nicotiana
benthamiana e a realizagdo dos ensaios de qPCR visaram garantir a qualidade do RNA e
aumentar a precisao nas analises de expressao génica. As médias de Cq foram de 30,33 +
0,75 para 400 nM (n = 12) e 26,45 £ 0,70 para 600 nM (n = 12) (Figura 5A).

A normalidade dos dados das médias Cq para cada concentracdo de iniciador, foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk que apontou valores de p = 0,9059 para400 nM e p =
0,5002 para 600 nM, indicando distribui¢do normal em ambos os grupos. A
homogeneidade de variancias foi confirmada pelo teste de Levene (F = 0,0609; p =
0,8075). Com os pressupostos atendidos, a comparagao entre as médias foi realizada pelo
teste t de Student com variancias iguais, resultando em p = 0,00115, indicando que a

concentracao 600 nM ¢ estatisticamente mais eficiente sob as condi¢des estabelecidas.
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No mesmo ensaio, foram comparados os valores médios de Cq entre os seis
tratamentos de RNA (T1 a T6) em cada concentracdo de iniciador (Figura 5A). Para 400
nM, as médias variaram entre 26,7 (T5) e 33,5 (T4), enquanto para 600 nM, os valores de
Cq variaram entre 23,2 (T5) e 29,4 (T1). O teste Kruskal-Wallis, utilizado como forma
exploratoria devido a baixa quantidade de réplicas (n =1 por concentragdo de iniciador)
indicou que ndo havia diferengas entre os tratamentos de RNA (T1 a T6). Os tratamentos
controle (TF), nos quais a transcriptase reversa nao foi adicionada, ndo apresentaram
curvas de amplificagdo em nenhuma das concentragdes de iniciador, indicando que nao

havia DNA gendmico residual das extracdes, assegurando a confiabilidade das analises

realizadas.
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Figura 5 - Comparacdo dos valores médios de Cq obtidos no ensaio de RT-qPCR para o gene
actina com diferentes concentracdes de iniciadores (A) e entre diferentes tratamentos de RNA (B).
(A) Grafico de barras representando os valores médios de Cq (£ erro padréo) obtidos para os
iniciadores nas concentragdes de 400 nM (barra rosa claro) e 600 nM (barra azul claro). A linha
com dois asteriscos (**), posicionada entre as barras, indica diferenga estatistica significativa entre
as concentragoes segundo o teste t de Student (p = 0,0012; p < 0,01). (B) Grafico de barras
representando os valores médios de Cq (£ erro padrdo) para os seis tratamentos de RNA (T1 a T6),
nas concentragdes de 400 nM (rosa claro) e 600 nM (azul claro). O teste de Kruskal-Wallis foi
aplicado separadamente para cada concentracdo, ndo revelando diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos (p = 0,0974 para 400 nM; p = 0,0862 para 600 nM).
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5.5 Avaliagao da expressao relativa do gene bZIP60 em Nicotiana benthamiana apés
expressdo transiente da proteina P61 do CiLV-C das estirpes CRD e SJP

Os discos foliares de Nicotiana benthamiana foram coletados 24 horas apds a
agroinfiltracdo com Agrobacterium tumefaciens AGL-1 contendo a construgdo
pCAMBIA2300-p35S 1B, destinada a expressdo transiente da proteina P61 das estirpes
CRD e SJP do CiLV-C, além do vetor vazio (EV), utilizado como controle. A extracao
de RNA foi realizada conforme o protocolo descrito na secdo 4.4 utilizando a
concentracao de 600 nm de iniciador e tratamento de RNA idéntico ao tratamento T1/T2.
Apbs a verificagdo da integridade por gel de agarose a 1% e padronizacdo da quantidade
de RNA, foi realizada a sintese do cDNA, e por fim amostras foram processadas para a
avaliagdo da expressao relativa do gene bZIP60, marcador da via de UPR por RT-qPCR.

A normalizagdo dos valores de Cq foi feita em relagdo ao gene de referéncia actina,
e os valores de fold-change foram calculados pelo método Pfaffl (Pfaffl, 2001) ajustado
por eficiéncia (EbZIP60 = 1,88; Factina = 1,77). Os valores médios de expressao relativa
do gene bZIP60 foram de 1,00 = 0,01 para o grupo EV, 1,02 + 0,02 para o grupo CRD e
1,08 £ 0,01 para o grupo SJP (Figura 6). A normalidade dos dados foi verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk e todos os tratamentos apresentaram p > 0,05. A homogeneidade
das variancias foi confirmada pelo teste de Levene (p > 0,05), o que justificou a aplicagdo
da andlise de varidncia (ANOVA). A ANOVA indicou que havia diferengas significativas
na expressao relativa de bZIP60 entre os tratamentos (p = 0,0045). As comparagdes
pareadas realizadas pelo teste de Tukey HSD (Honestly Significant Difference) revelaram
diferencas na expressao de bZIP60 apds a expressao transiente da proteina P61 da estirpe
SJP em relacdo a CRD (p = 0,029) e ao controle EV (p = 0,005). Nao foi observada
diferenca significativa entre CRD e EV (p = 0,755). Além disso, foram observados
fenotipos de morte celular mais intensas nas folhas onde houve a expressdao da P61 de

CiLV-C_SJP e CRD em relagdo ao controle EV (Figura 7).
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Figura 6 - Graficos de barras representando a expressdo relativa do gene bZIP60 realizada por
RT-qPCR 24 horas apo6s agroinfiltragdo em Nicotiana benthamiana mediante Agrobacterium
tumefaciens AGL-1 contendo o plasmideo pCAMBIA 2300 p35S_IB para a expressdo transiente
da proteina P61 estirpes de CiLV-C SJP, CRD e controle (EV). Os valores representam média +
desvio padrao (n = 10). Resultados normalizados pelo gene actina e analisados pelo método
AACq ajustado por eficiéncia pelo método PFAFFL. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas significativas entre os grupos (p < 0,05; ANOVA seguida de teste Tukey HSD). (*)
representando (p < 0,05). (¥*) representando (p < 0,001).

Sintoma de morte celular 5 dias apos agroinfiltragao

Figura 7 — Sintomatologia de morte celular em folhas de Nicotiana benthamiana WT, cinco dias
apos agroinfiltragdo na porcdo superior esquerda das folhas com Agrobacterium tumefaciens
linhagem AGL-1 portando constru¢des pCAMBIA2300-p35S_IB para expressao transiente da
proteina P61 de CiLV-C (estirpes CRD e SJP) e vetor vazio (EV, controle negativo).

CRD SJP EV

34



6. DISCUSSAO

Os virus da familia Kitaviridae possuem a peculiaridade de produzirem infec¢des
localizadas, sem progressao sistémica em suas plantas hospedeiras, tanto naturais quanto
experimentais, conhecidas (Ramos-Gonzalez et al., 2023). Essa restricdo pode estar
associada a auséncia de fatores provirais essenciais para a colonizacdo de tecidos
sistémicos ou a possivel ativagdo de respostas imunes locais que impedem a disseminagao
viral. Sintomas de lesdes clordticas e/ou necroticas, restritas ao redor dos sitios de
alimentacao dos &caros vetores do género Brevipalpus, sdo caracteristicas observadas da
infecg¢do por esses virus, € muitas vezes assemelham-se a resposta de hipersensibilidade
(HR-like), refletindo a ativacdo de mecanismos de defesa celular que causam a morte
celular (Arena et al., 2020; Freitas-Astua et al., 2018).

As andlises in silico realizadas com as proteinas homologas a P61 de CiLV-C
revelaram caracteristicas estruturais conservadas, para a presenca de peptideo sinal (PS),
sitios de N-glicosilagdo (N-glyc) e dominios transmembrana (DTs), constantemente
distribuidos entre os cilevirus e higrevirus. Esses elementos sugerem que as proteinas
similares a P61 de CiLV-C opere como uma proteina integrada a membrana e direcionada
a via secretora do reticulo endoplasmatico (RE), com possivel inser¢do em
compartimentos endomembranares por meio de seus DTs. Embora nao tenha sido predita
a presenca de PS nas proteinas de CiLV-C2, HYBV e PisV-X, todas as proteinas
apresentaram alta probabilidade de localizagdo subcelular no RE. Essa aparente
contradi¢dao pode ser explicada por limitagdes do software SignalP 6.0, cujas bases de
inteligéncia artificial (BIAs) sdo majoritariamente treinadas com estruturas de proteinas
de origem animal, o que pode comprometer a acuracia em proteinas virais de plantas.
Alternativamente, ndo pode ser eliminada a hipotese de que possiveis glicoproteinas dos
kitavirus que ndo apresentaram um PS cléssico sejam direcionadas ao RE por mecanismos
alternativos para a particula de reconhecimento de sinal (SRP). A SRP pode reconhecer
regides hidrofobicas, como alfa-hélices na por¢dao N-terminal, por meio de seu dominio
hidrofobico, e posiciona o ribossomo sobre o canal Sec61 do RE, realizando a inser¢ao
ou translocagdo da proteina para o limen do RE (Akopian et al., 2013; Hainzl et al., 2011;
Hainzl; Elisabeth Sauer-Eriksson, 2015; Keenan et al., 2001)

As andlises realizadas pelo software MotifFinder revelaram a presenga de
dominios funcionais distintos nas proteinas homologas a P61 de CiLV-C dos kitavirus. A
P61 de CiLV-C_CRD e CiLV-C_SJP apresentaram dominios relacionados a interacao
com RNA — RRMI1 hnRPLL (E-valeu = 0,44) e Rrp44 S1 (E-value = 0,52),
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respectivamente. O dominio RRM1 de ribonucleoproteina nuclear heterogénea L-like
(hnRNP-LL) ¢ conhecido em humanos por atuar na regulagdo de splicing alternativo em
células T (Oberdoerffer et al., 2008; Topp et al., 2008; Wang et al., 2023b). O dominio
Rrp44 ¢ descrito como correspondente ao dominio S1 encontrado no terminal C de
ribonucleases como a Rrp44 de levedura, sugerindo possivel papel na regulagdao pos-
transcricional ou ligacdes com RNA, refletindo adaptagdes evolutivas especificas
(Lorentzen et al., 2008; Wang et al., 2023b) . A identificagdo desses dominios sugere que
os virus podem modular processos de RNA no hospedeiro ou vetor, embora os E-values
intermedidrios requeiram validacdo experimental.  Adicionalmente, o dominio
ALBUMIN 1 (PS00212) foi identificado nas posi¢cdes C-terminais das proteinas P61 de
CiLV-C (CRD/SJP/ASU) e P62 de SvRSV PRB, indicando possivel convergéncia
funcional apesar da baixa conservagao de sequéncia de aminoacidos.

Nos virus do subgrupo 2, a P62 de SYRSV_PRB também apresentou o dominio
FMO GS-OX (E-value = 0.15), caracteristico de flavina monooxigenases, indicando uma
funcdo enzimatica provavel (Wang et al., 2023b). A P62 de LigCSV_SPA apresentou o
dominio PF19929 (E-value = 0.21) classificado como familia de funcao desconhecida
(Wang et al., 2023b). Em PisV_Y, foi identificado o dominio fliD (E = 0.078), associado
a proteina 2 de montagem do gancho flagelar em bactérias (Wang et al., 2023b). O valor
de E-value sugere fortemente a existéncia desse dominio, porém mais estudos sdo
necessarios para essa confirmagdo. Os higrevirus apresentaram motivos exclusivos, na
P66 de PisV-X o dominio major head protein (E-value = 0.58), tipico de proteinas
estruturais de capsideo de bacteriofagos (Wang et al., 2023b), e o sitio de fosforilagdo em
tirosina em HGSV2. Ja a proteina P62 de CiLV-C2 COL e CiLV-C2 HAW ndo
apresentaram nenhum dominio funcional predito, possivelmente devido a baixa
conservagdo de sequéncia ou auséncia nas bases de dados. Além disso, todas as proteinas
analisadas apresentaram motivos pos-traducionais comuns, como sitios de N-
glicosilagdo, N-myristoylacao e fosforilacao por CK2, PKC e cAMP/cGMP-dependente,
o que reforca a hipotese de que, independentemente da diversidade, essas proteinas
compartilham uma conserva¢do funcional e estrutural relacionada a localizacdo
subcelular, ancoragem de membrana e regulagao por fosforilagao.

Estudos anteriores demonstraram que a proteina P61 de CiLV-C_CRD ¢ capaz de
induzir o estresse do RE, ativar a UPR, causar PCD (Arena et al., 2020). Além disso,
alteracdes fisiologicas semelhantes foram observadas durante infec¢des experimentais
com 4&caros viruliferos contendo o CiLV-C_SJP, indicando que a P61 representa um

componente fundamental da resposta fisiopatoldgica induzida pelo virus, uma vez que a
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delecao da sua por¢do N-terminal, codificante para o PS, diminui significativamente a
inducdo da UPR e PCD (Arena et al., 2020; Arena, dados ndo publicados). Estudos com
o PVX e a expressdo transiente de sua proteina de movimento TGBp3, envolvida na
formacao do complexo de replicagdo viral, demonstraram que expressao isolada da TGB3
ativa a UPR pela inducdo da expressao de bZIP60, o que favorece a replicagao viral e a
disseminagao sist€émica (Ye et al., 2013, 2011; Ye; Verchot, 2011). Além disso, foi
demonstrado que TBG3 ¢ responsavel por induzir a PCD, e os efeitos causados sdo
semelhantes a infec¢des pelo virus. Por outro lado, o silenciamento quase completo do
gene bZIP60 por meio de RNAs de fita dupla (dsRNA) em protoplastos resultou na
dréstica reducdo da replicacdo viral. Em plantas de N. benthamiana, o uso do sistema de
silenciamento génico induzido por virus (VIGS) para reduzir a expressdo de bZIP60,
embora menos eficiente que o dSRNA, também foi capaz de diminuir significativamente
o acumulo e a disseminacao do PVX. Esses achados reforcam que bZIP60 ¢ um fator
essencial do hospedeiro para a replicagao de outros virus como o PVX e que a eliminagao
quase total desse gene ¢ suficiente para impedir a replicagdo viral (Ye et al., 2013; Ye;
Verchot, 2011).

Através dos ensaios de expressdo transiente das proteinas P61 das estirpes CRD e
SJP de CiLV-C, foi observado que a P61 da estirpe SJP também ¢ capaz de induzir a UPR
em 24 horas ap6s a agroinfiltracdo (Figura 6) e a morte celular do tecido foliar em 5 dias
apos a infiltragdo (Figura 7). Esse resultado coopera com a hipotese de que a P61 seja a
efetora da patogénese causada pelo CiLV-C ao incitar a via da UPR (Arena et al., 2020;
Ramos-Gonzalez et al., 2023). A ativacao precoce da UPR pela proteina P61 de CiLV-
C_SJP, em comparacao com a estirpe CRD, pode refletir a maior capacidade replicativa
do CiLV-C_SJP, possivelmente associada a inducao antecipada da UPR. No entanto, essa
ativacdo rapida da resposta pode levar a um esgotamento precoce da capacidade celular
de lidar com o estresse, resultando em uma PCD mais rapida e intensa como resposta de
defesa celular (Arena et al., 2020; Potsclam, 2022; Ramos-Gonzélez et al., 2023).

Embora estudos anteriores tenham relatado uma elevada expressao do gene bZIP60
em resposta a proteina P61 de CiLV-C_CRD (Arena et al., 2020), ¢ importante considerar
as diferencas metodologicas entre os trabalhos. Naquele estudo, a expressdao da P61 de
CiLV-C_CRD foi regulada por um promotor induzivel por dexametasona, com a indugdo
realizada 24 horas apds a agroinfiltragdo e a coleta do tecido ocorrendo 24 horas apds essa
indugao, totalizando 48 horas ap6s a agroinfiltragdo. Esse sistema permitiu maior controle
sobre o inicio da expressdo da proteina, favorecendo a deteccdo de respostas celulares

especificas. No presente estudo, foi utilizado um promotor constitutivo 35S de CaMV,
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que conduz a expressao continua das proteinas P61 desde o momento da infiltracao. Essa
diferenga pode ter resultado em uma inducdo menos pronunciada do gene hZIP60 nas
primeiras 24 horas, uma vez que a resposta celular pode ocorrer de forma mais distribuida
ao longo do tempo. Além disso, os iniciadores utilizados para a detec¢ao por qPCR dos
genes bZIP60 e actina apresentaram eficiéncias abaixo do ideal, o que pode ter limitado
a precisdo dos dados. Portanto, os ¢ necessaria a repeticdo dos ensaios, abrangendo
diferentes tempos pos-infiltragdo para melhor avaliar a dindmica da expressao do bZIP60),
além de otimizar a eficiéncia da qPCR, com possivel ajuste ou substitui¢ao dos primers.

Os resultados deste trabalho sugerem que as proteinas homoélogas a P61 de CiLV-
C_CRD possam estar envolvidas na interacao indireta com o acaro vetor. A infec¢do por
CiLV-C e a expressdo da proteina P61 isoladamente causam efeitos semelhantes nas
alteragdes das vias hormonais da planta, promovendo a via do AS e reprimindo a do JA,
0 que causa a reducdo das defesas contra herbivoria (Arena et al., 2020). As lesdes
necroticas salientes criadas pela infecgdo proporcionam microambientes ideais para a
oviposicao e permanéncia do acaro vetor, servindo como barreiras fisicas protetoras e
atrativos comportamentais (Kapp et al., 2024). Esse padrao de manipulagado foi observado
para outros virus transmitidos por vetores, como turnip mosaic virus (TuMV, Potyvirus
rapae), que altera a emissao de volateis e a fisiologia da planta para favorecer a aquisi¢ao
viral pelo vetor (Casteel et al., 2015; Paris et al., 2024). Portanto, ¢ sugerido que a proteina
P61 de CiLV-C, além de possuir papel de modulador de mecanismo celular da planta
hospedeira, também atue nas interagcdes com o vetor, tanto indiretamente para favorecer
a colonizagdo do vetor e aquisi¢ao do virus, quanto na possivel estabilizagdo de RNA
viral ou adesdo a superficies celulares.

De forma geral, a P61 aparenta atuar como uma proteina multifuncional com
fungdo estrutural e reguladora. Na planta hospedeira, influencia vias hormonais e
respostas de estresse, especialmente via UPR, modulando a defesa e contribuindo para o
padrdo de sintomas. No vetor, pode facilitar a persisténcia viral e promover a eficiéncia
da transmissdo. O conjunto de caracteristicas estruturais conservadas nas possiveis
glicoproteinas dos kitavirus — PS, DT, N-glyc, motivos de fosforilagdo e dominios
funcionais — colaboram com a hipotese de que essas proteinas constituem determinantes
moleculares essenciais para a patogénese e adaptacao dos membros da familia Kitaviridae

as interacdes entre virus, planta e vetor.
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7. CONCLUSOES

(1) As ORFs e proteinas homodlogas a P61 de CiLV-C dos kitavirus possuem baixa
identidade entre elas, porém, as proteinas apresentam alta conservacao de caracteristicas
estruturais de peptideo sinal, dominios transmembrana e sitio de N-glicosilacdo, além da
possivel localizagao subcelular no reticulo endoplasmatico.

(i1) As proteinas P61 de CiLV-C estirpe CRD e SJP apresentam motivos distintos,
porém ambos relacionados a ligagao e processamento de RNA.

(ii1)) A proteina P61 de CiLV-C estirpe SJP ¢é capaz de aumentar os niveis de expressao
do gene bZIP60, marcador da via de UPR, além de causar morte celular semelhante aquela

observada para a proteina P61 de CiLV-C estirpe CRD.
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