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“Oh, voi misteriose galassie ..., io Vi vedo, vi calcolo, vi intendo, vi
studio e vi scopro, vi penetro e vi raccolgo. Da voi io prendo la luce e
ne faccio scienza, prendo il moto e ne fo sapienza, prendo lo sfavillio
dei colori e ne fo poesia; io prendo voi stelle nelle mie mani, e tremando
nell 'unita dell essere mio vi alzo al di sopra di voi stesse, e in preghiera

vi porgo al Creatore, che solo per mezzo mio voi stelle potete adorare”

("Oh, vos misteriosas galaxias... eu vejo-vos, calculo-vos, entendo-vos,
estudo-vos e descubro-vos, penetro-vos e retiino-vos. De v6s tomo a luz
e dela faco ciéncia, tomo o movimento e faco dele sabedoria, tomo o
brilho das cores e dele fago poesia; tomo-vos, a vos estrelas, nas minhas
maos e, tremendo na unidade do meu ser, elevo-vos acima de vOs
mesmas, e em oracao apresento-vos ao Criador, que somente atraves de
mim v@s estrelas podeis adorar™).

— Veneravel Enrico Medi, astrofisico. “Le opere, Inno alla creazione”
apud Papa Bento XVI. Audiéncia Geral, p. 03. Praca de S&o Pedro,
Vaticano. 24 de marco de 2010.
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RESUMO

Pepper pingspot virus (PepRSV) ou Tobravirus capsici, se trata de um virus da familia Vigaviridae, género
Tobravirus, cujo genoma é bissegmentado, composto pelo RNAL e RNA2, encapsidados individualmente. Ambos
0s segmentos sdo sSRNA+, apresentando uma estrutura CAP na extremidade 5’ e uma estrutura “tRNA-like” na
regido 3’. No Brasil, o PepRSV foi relatado infectando pimenta (Capsicum annum), tomateiro (Solanum
lycopersicum L.), batata (Solanum tuberosum) e solano-violeta (Solanum. violaefolium), e recentemente foi descrito
causando danos em batata (Solanum tuberosum) na Africa do Sul. Entre os genes envolvidos no processo de
infeccdo do PepRSV destaca-se o supressor viral de silenciamento génico (Viral Suppressor of RNA silencing =
VSR) p16, localizado no RNAL. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto de delec6es sitio-dirigidas no VSR
sobre a viruléncia e o silenciamento génico induzido por RNAI, visando gerar variantes atenuadas. Foram realizadas
delecdes sitio-dirigidas de dois codons de cisteina (TGC/TGT) presentes em diferentes regides do RNAL do isolado
CAM2, resultando em trés diferentes construgdes: construgdo 1 (A6306-6308nt e A6321-6323nt); 2 (A6375-6377nt
e A6378-6380nt) e 3 (com as quatro delecbes de codons de cisteinas combinadas). Uma quarta construcéo,
denominada AVSR, foi obtida a partir da remocéo completa do gene p16. Os mutantes de clones infecciosos foram
construidos por meio da montagem de Gibson-Assembly. As modificacGes foram confirmadas por Sanger. Para 0s
ensaios bioldgicos, as construcbes de RNAL1 e RNA2 foram infiltradas via Agrobacterium tumenfaciens cepa
GV3101::pM90 em 20 plantas de Nicotiana benthamiana para cada ensaio. As constru¢des de RNA2 foram: (i)
clone 2 (selvagem); (ii) RNA2-LAV-PDS, contendo 500 pb do gene phytoene desaturase (PDS); e (iii) clone 4,
que induz necrose devido a uma inser¢do de citidina na capa proteica (CP). Os resultados indicaram que as
construgdes com o gene p16 deletado (AVSR) ou com cisteinas deletadas no RNAL (construgdes 1-3), combinados
com RNA2 dos clones 2 ou 4, demonstraram atenuagdo dos sintomas do isolado Agl pelas deleces no VSR. A
carga viral das construcfes derivadas de RNA1 de CAM2 foi mensurada via RT-gPCR. Os dados da quantificacdo
absoluta por RT-gPCR foram submetidos & analise de variancia (ANOVA), que revelou diferengas significativas
entre os tratamentos em todos os tempos analisados (7, 14 e 21 dpi), com valores de p< 0,001 em todos os pontos
experimentais para ambos os segmentos de RNA (RNA1 e RNA2). O isolado tipo selvagem apresentou niveis de
acumulo viral superior as demais construcdes para ambos os segmentos de RNA. As construcdes 1-3 exibiram
niveis intermediarios de acimulo viral ao longo do tempo, sugerindo que tais dele¢cbes no VSR comprometem
parcialmente a funcdo do VSR. Por outro lado, a construgdo com o gene completamente deletado, AVSR,
apresentou niveis reduzidos e decrescentes de copias virais, indicando forte prejuizo na capacidade de manutengdo
da infeccdo. O isolado selvagem apresentou altissima replicagdo inicial, de ~6,46 x 107 copias de RNAI e
~4,56x10° copias de RNA2 aos 7 dpi. A Construcdo 1 apresentou um crescimento continuo e replicagdo moderada,
com apice de ~3,1 x 10° copias aos 21 dpi. Nesse mesmo periodo, seu RNA2 teve um declinio no nimero de cdpias,
caindo de ~1,60 x 10° cdpias aos 7 dpi para ~1,10 x 10° cdpias aos 21 dpi. A Construcio 2 apresentou a maior carga
viral para RNA1 com um nimero de copias de ~4,9 x 10° aos 21 dpi, enquanto seu RNA2 chegou aos 21 dpi com
aproximadamente 1,62 x 10° copias. Por sua vez, a Construcdo 3 apresentou um perfil intermedidrio, mesmo
possuindo o maior nimero de delegdes de cisteinas entre as trés construgdes, com apice de ~2,3 x 10° copias de
RNAL e ~5,68% 10° copias de RNA2 aos 21 dpi. A construgdo com o p16 deletado (AVSR), apresentou uma baixa
carga viral para ambos os segmentos de RNA, com ~4,0 x 10° copias de RNA1 e ~1,60 x 10° copias de RNA2 aos
21 dpi. O tratamento com planta sadia, obteve valores entre 16 e 700 copias em todos os tempos para RNAL e
RNAZ2, indicando um ruido basal. Os resultados também sugerem que, quando as construgdes do RNAL (com
delecBes incorporadas ao seu genoma) séo agroinfiltrados conjuntamente com 0 RNA2-LAV-PDS, ha a indugéo de
baixos niveis de silenciamento génico pds-transcricional (PTGS) e replicagdo viral para RNA2-LAV-PDS. Além
disso, os dados obtidos sdo altamente relevantes para o desenvolvimento de vetores virais de expressao heterologa.
A eficiéncia desses sistemas depende de um equilibrio entre replicacdo viral e viabilidade do hospedeiro. Enquanto
o0 selvagem apresenta alta capacidade replicativa, sua elevada viruléncia limita sua aplicabilidade. Em contraste, as
Construcdes 1-3, que apresentam o VSR parcialmente funcional, exibem um perfil mais adequado, permitindo
infeccdo sustentada com menor impacto fisiologico, o que favorece a expressao estavel de proteinas recombinantes.
Por fim, a atenuacéo dos sintomas do clone 2 e clone 4 (mutante), indicam que a integridade estrutural do VSR é
essencial para sua viruléncia.

Palavras-chave: PepRSV; Nicotiana benthamiana; Cisteinas;VSR; Atenuag&o.



ABSTRACT

Pepper pingspot virus (PepRSV) or Tobravirus capsici is a virus belonging to the family Vigaviridae, genus
Tobravirus, with a bipartite genome composed of RNAL and RNA2, which are individually encapsidated. Both
segments are positive-sense single-stranded RNA (ssRNA+), featuring a 5’ cap structure and a tRNA-like structure
at the 3’ terminus. In Brazil, PepRSV has been reported infecting pepper (Capsicum annuum), tomato (Solanum
lycopersicum L.), potato (Solanum tuberosum), and Solanum violaefolium, and has recently been described causing
damage in potato crops in South Africa. Among the genes involved in the PepRSV infection process, the viral
suppressor of RNA silencing (VSR), p16, located on RNA1, is noteworthy. The objective of this study was to
evaluate the impact of site-directed deletions in the VSR on virulence and RNA interference (RNAI)-mediated gene
silencing, aiming to generate attenuated variants. Site-directed deletions were introduced targeting two cysteine
codons (TGC/TGT) located in different regions of RNAL from the CAM2 isolate, resulting in three distinct
constructs: construct 1 (A6306-6308 nt and A6321-6323 nt); construct 2 (A6375-6377 nt and A6378-6380 nt);
and construct 3 (harboring all four cysteine codon deletions combined). A fourth construct, designated AVSR, was
generated by complete removal of the p16 gene. Infectious clone mutants were assembled using Gibson Assembly,
and all modifications were confirmed by Sanger sequencing. For biological assays, RNAL1 and RNA2 constructs
were co-infiltrated via Agrobacterium tumefaciens strain GV3101::pM90 into 20 Nicotiana benthamiana plants per
treatment. RNA2 constructs included: (i) clone 2 (wild-type); (ii) LAV-PDS, containing a 500 bp fragment of the
phytoene desaturase (PDS) gene; and (iii) clone 4, which induces necrosis due to a cytidine insertion in the coat
protein (CP) gene. The results showed that constructs harboring either the deleted p16 gene (AVSR) or cysteine
deletions in RNAL (constructs 1-3), when combined with RNA2 from clones 2 or 4, exhibited attenuation of
symptoms of the Agl isolate due to VSR disruption. Viral load of RNA1-derived constructs from CAM2 was
quantified by RT-gPCR. Absolute quantification data were subjected to analysis of variance (ANOVA), revealing
significant differences among treatments at all evaluated time points (7, 14, and 21 dpi), with p-values < 0.001 for
both RNA segments (RNA1 and RNA2). The wild-type isolate displayed higher viral accumulation levels than all
other constructs for both RNA segments. Constructs 1-3 showed intermediate viral accumulation over time,
suggesting that these VSR deletions partially impair VSR function. In contrast, the AVSR construct exhibited
reduced and progressively decreasing viral copy humbers, indicating a strong impairment in infection maintenance
capacity. The wild-type isolate showed very high initial replication levels, reaching approximately ~6.46 x 107
RNALI copies and ~4.56 x 10° RNA2 copies at 7 dpi. Construct 1 exhibited continuous growth and moderate
replication, peaking at ~3.1 x 10° RNA1 copies at 21 dpi. Over the same period, its RNA2 copy number declined
from ~1.60 x 10° copies at 7 dpi to ~1.10 x 10° copies at 21 dpi. Construct 2 showed the highest RNA1 viral load
among mutants, reaching ~4.9 % 10° copies at 21 dpi, while its RNA2 reached approximately ~1.62 x 10° copies at
the same time point. Construct 3 displayed an intermediate profile, despite harboring the highest number of cysteine
deletions, with a peak of ~2.3 x 10° RNAI copies and ~5.68 x 10° RNA2 copies at 21 dpi. The AVSR construct
showed low viral loads for both RNA segments, with ~4.0 x 10° RNA1 copies and ~1.60 x 10° RNA2 copies at 21
dpi. Healthy plant controls exhibited values ranging from 16 to 700 copies at all time points for both RNAL and
RNAZ2, indicating baseline noise. The results also suggest that when RNA1 constructs carrying deletions are
agroinfiltrated together with RNA2-LAV-PDS, low levels of post-transcriptional gene silencing (PTGS) and
reduced viral replication of RNA2-LAV-PDS are induced. Furthermore, these findings are highly relevant for the
development of viral vectors for heterologous expression. The efficiency of such systems depends on a balance
between viral replication and host viability. While the wild-type shows high replication capacity, its high virulence
limits its applicability. In contrast, constructs 1-3, which retain partially functional VSR activity, exhibit a more
suitable profile, allowing sustained infection with reduced physiological impact, thereby favoring stable expression
of recombinant proteins. Finally, the attenuation of symptoms observed in clone 2 and clone 4 (mutant) indicates

that the structural integrity of the VSR is essential for its virulence.

Keywords: PepRSV; Nicotiana benthamiana; cysteine residues; VSR; attenuation.



1. INTRODUCAO

Entre as diversas aplicac6es da biotecnologia vegetal, encontra-se o uso de virus vegetais
seja como vetores de expressao de genes e proteinas heterélogos (Tavares-Esashika et al., 2020;
Andrade et al., 2023; Fogaga et al., 2024; Kauffmann et al., 2024; Kauffmann, 2025), seja como
vetores de indugdo de silenciamento génico pos-transcricional (PTGS) (Tavares-Esashika et al.,
2022; Unver & Budak, 2009) ou para protecdo cruzada (premunizacdo) (Roistacher et al., 2004).

Diversas estratégias de PTGS foram desenvolvidas para promover o silenciamento ou a
reducdo da expressao de genes especificos em plantas. Entre essas estratégias, o silenciamento
génico induzido por virus (virus-induced gene silencing, VIGS) destaca-se como uma
ferramenta eficiente para modular, de forma dirigida, os niveis de transcritos do gene-alvo em
plantas (Baulcombe, 1999; Dinesh-Kumar et al., 2003). O VIGS constitui uma abordagem nédo
transgénica e de carater transiente baseada em interferéncia por RNA (RNAI), na qual virus
vegetais geneticamente modificados (GMs) séo empregados como vetores para a introdugéo de
fragmentos especificos de genes-alvo na planta hospedeira, promovendo a supressdao pos-
transcricional do gene (Zulfigar et al., 2023). A estratégia de VIGS explora o mecanismo de
PTGS intrinseco das plantas, possibilitando a regulacdo negativa de genes endogenos e
promovendo seu silenciamento de maneira especifica e eficiente (Rossner, Lotz & Becker,
2022). Os vetores virais utilizados em sistemas de VIGS sdo majoritariamente derivados de virus
de RNA de fita simples de polaridade positiva (sSRNA+). O vetor viral para VIGS é baseado
em um clone infeccioso de virus vegetal, que carrega parte ou todo o gene da planta em seu
genoma. Esse clone infeccioso é geralmente induzido por agroinfiltracdo e promove PTGS por
meio da infeccdo causada pelo vetor. Apos o estabelecimento da infecgdo sistémica, 0 genoma
viral recombinante do vetor de VIGS ativa a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),
levando a sintese de RNAs de dupla fita (dSRNA) (Voinnet, 2005). Esses dSRNAs sdo entdo
reconhecidos e clivados pela maquinaria de RNAI da planta, envolvendo enzimas do tipo Dicer
(Dicer-like), que geram pequenos RNAs interferentes (sSiRNAs) (Zamore et al., 2000; Elbashir,
Lendeckel & Tuschi, 2001). Os siRNAs sdo incorporados ao complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC), direcionando a degradacao ou repressdo da traducdo de transcritos
enddgenos complementares a fita anti-sense (Akbar & Zhang, 2022), resultando na inibicdo
especifica da expressdo génica (Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009).

Avancos recentes na area incluem o desenvolvimento de vetores VIGS de segunda
geracdo, que apresentam uma faixa de hospedeiros mais ampla e induzem sintomas mais

brandos, minimizando efeitos fora do alvo (off-target) e aumentando a reprodutibilidade e a
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confiabilidade da técnica (Senthil-Kumar & Mysore, 2011). Um exemplo classico de vetor de
VIGS de segunda geracéo se trata do tobacco rattle virus (TRV).

Nesse contexto, o pepper ringspot virus (PepRSV), inicialmente descrito como um
candidato promissor para aplicacdes em expressdo génica transiente, desponta como uma
alternativa potencial para uso como vetor de VIGS, especialmente em regides onde o0 TRV
enfrenta restricbes fitossanitarias, como no Brasil (Tavares-Esashika et al., 2020),
principalmente por se tratar de um virus nativo do pais e possuir semelhanca filogenética com
TRV. Dessa forma, PepRSV foi utilizado como vetor de VIGS em N. benthamiana, silenciando
0 gene phytoene desaturase (PDS), que estd vinculado a producdo de clorofila (Tavares-
Esashika et al., 2020). Uma vez que o PDS esta na via de sintese da clorofila da N. benthamiana
e se buscou seu silenciamento mediado por VIGS, esperava-se obter com essas construgdes o
fendtipo de branqueamento das folhas (fenétipo de bleaching), indicando que o RNA
interferente (RNAIi) da N. benthamiana silenciou a propria producdo de PDS apo6s
reconhecimento de sequéncia parcial desse gene vegetal ter sido inserido no genoma do RNA2
de PepRSV. Dessa maneira, a sequéncia de 500 pb de PDS estaria sendo utilizada pela
maquinaria celular de RNAI da planta, mais precisamente o complexo RISC, silenciando a
producéo de clorofila da N. benthamiana e consequentemente causando o embranguecimento
(fendtipo de bleaching) de suas folhas. Os resultados do uso do PepRSV como vetor de VIGS
foram satisfatérios, produzindo inicialmente o fenétipo de bleaching nas folhas aos 9 dpi e com
pico maximo de expressao fenotipica aos 21 dpi (Tavares-Esashika et al., 2020). Entretanto, o
forte sintoma produzido pelo PepRSV pode atrapalhar a interpretagcdo dos resultados.

Além dos fortes sintomas ao utilizar PepRSV como vetor de VIGS, foi observado que
PepRSV pode acometer diversas culturas no Brasil e no exterior: PepRSV foi descrito pela
primeira vez infectando pimentdo (Capsicum annuum) (Kitajima & Costa 1969). Todavia, ja foi
relatado infectando culturas de tomate (Solanum lycopersicum L.) (Silberschmidt et al., 1970;
Tavares, 2017) e recentemente, sua ocorréncia foi registrada na Africa do Sul, onde foi associado
a danos em lavouras de batata (Solanum tuberosum) (EPPO, 2024; Espach et al., 2025). Além
disso, seu relato mais recente no Brasil foi em plantas ornamentais de solano-violeta (Solanum.
violaefolium) em Piracicaba-SP (Bello et al., 2025).

Todavia, o isolado Agl de PepRSV, coletado em area de cultivo comercial de tomate
estaqueado apresentou taxa de infecgdo de 22,5% no campo. Essa taxa de incidéncia elevada

evidencia o PepRSV como alvo para o controle da virose na tomaticultura brasileira (Tavares,
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2017). Um modo de evitar danos nas lavouras seria por meio da protecdo cruzada
(premunizacéo).

A protecdo cruzada, também denominada premunizacao, é caracterizada pela capacidade
de uma infeccdo inicial promovida por uma estirpe fraca ou atenuada conferir resisténcia contra
infeccBes posteriores provocadas por variantes mais virulentas do mesmo virus ou por virus
estreitamente relacionados do ponto de vista filogenético (Zhang & Qu, 2016; Ziebell &
MacDiarmid, 2017; Tuo et al. 2020). Esse fenbmeno foi demonstrado pela primeira vez
utilizando o TMV (McKinney, 1929). O foco da protecdo cruzada se baseia na presenca de
isolados que causam perdas significativas a determinada producéo agricola (Abbas et al. 2005).

De acordo com Lecoqg (1998), um isolado protetor adequado para uso em protecdo
cruzada deve causar sintomas mais leves que os isolados normalmente presentes no campo, sem
comprometer a produtividade ou a qualidade da cultura. Além disso, precisa apresentar
comportamento brando em todos o0s hospedeiros cultivados, manter estabilidade genética ao
longo do tempo, ndo sendo propenso a evoluir para formas mais severas e ter baixa
transmissibilidade por vetores. Ainda é desejavel que ofereca protecdo contra a maior
diversidade possivel de isolados severos e que seja facil de produzir, testar quanto a pureza,
armazenar e disponibilizar aos produtores, com um método de inoculacdo simples e aplicavel
em campo.

Isolados protetores de citrus tristeza virus (CTV) foram utilizados como método de
controle para toranja na Africa do Sul e na Australia (Lee et al. 1994). Apés a introducgdo do
CTV no Brasil na década de 1920, a citricultura brasileira passou a cultivar plantas enxertadas
em porta-enxertos tolerantes ao CTV. No entanto, algumas estirpes de CTV ainda causavam
danos significativos em laranja-lima, toranja e laranja doce ‘Pera’ enxertadas sobre esses porta-
enxertos tolerantes. Os esfor¢os de protecdo cruzada foram direcionados a esses isolados (Abbas
et al., 2005). No contexto nacional, o uso de isolados premunizantes contra estirpes severas de
CTV se tornou um dos exemplos mais emblematicos dessa estratégia, cuja aplicacdo em larga
escala foi determinante para a protecdo de pomares de laranjeiras contra estirpes mais agressivas
(Roistacher et al., 2004).

Uma possivel solucdo para mitigar as perdas indesejaveis causadas por PepRSV na
tomaticultura brasileira e na bataticultura sul-africana é a utilizacao de isolados virais atenuados
para protecdo cruzada. Essa, se trata de uma estratégia considerada eficaz no manejo de doengas
virais, sobretudo em culturas que carecem de métodos alternativos de controle ou de cultivares

resistentes (Ziebell & MacDiarmid, 2017). Dessa forma, a aplicacdo de estratégias de protecdo
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cruzada contra PepRSV se torna uma ferramenta importante para o setor agroecondmico
nacional e internacional, uma vez que o PepRSV também acomete plantacdes de batata na Africa
do Sul (EPPO, 2024; Espach et al., 2025).

A mutagénese sitio-dirigida constitui um método rapido e preciso para gerar mutantes
virais atenuados com potencial de uso em estratégias de protecdo cruzada (Kung et al., 2014;
Cong et al., 2019). Regibes conservadas dos genomas virais desempenham papel fundamental
na determinacdo da viruléncia (Yoon et al., 2006), enquanto residuos localizados em regifes
hipervariaveis também influenciam diretamente o desenvolvimento dos sintomas (Haikonen et
al., 2013). Essas regides, por sua relevancia funcional, configuram alvos estratégicos para a
engenharia de mutantes atenuados destinados a protecédo cruzada (Cheng et al., 2009).

Diante do exposto, o presente estudo propde a geracdo de clones infecciosos com
deleces sitio-dirigidas inseridas no gene supressor de silenciamento génico pl16 (VSR),
localizado no RNAL1 do PepRSV, com o objetivo de reduzir sua atividade supressora e,
consequentemente, atenuar a severidade dos sintomas. A obtencéo de variantes virais atenuadas
podera contribuir tanto para o desenvolvimento de protocolos de premunizacdo baseados em
protecdo cruzada, quanto para o aprimoramento do PepRSV como vetor de VIGS, contribuindo
assim com a producdo de ferramentas biotecnoldgicas estratégicas para estudos de
caracterizagdo de genes e proteinas, como para o setor agrondmico, com a producdo de

premunizante baseado em clone infecciosos atenuados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Virgaviridae

Os virus agrupados na familia Virgaviridae compartilham caracteristicas estruturais e
gendmicas que refletem estratégias conservadas de infeccdo em plantas, destacando-se a
formacdo de particulas rigidas e alongadas. A organizacdo de seu genoma se encontra
monopartido ou divido em dois ou trés segmentos de RNA gendmico de fita simples de
polaridade positiva (sSRNA+) encapsidados individualmente, apresentando estruturas tipicas
como CAP na extremidade 5° e regides semelhantes a tRNA-like na 3’ (Adams et al., 2017,
Offord, 1966; MacFarlane, 2010).

Essa familia é constituida por sete géneros. Sao eles: Furovirus, Goravirus, Hordeivirus,
Pecluvirus, Pomovirus, Tobamovirus e Tobravirus (Adams et al., 2017).

O modo de transmissdo dos virgavirideos varia de acordo com seu género. Os Goravirus
sdo transmitidos por pdlen (Adams et al., 2017). J& os Fuvovirus e 0s Pomovirus sdo
transmitidos atraves de plasmodioforideos. Enquanto isso, os Pecluvirus sdo transmitidos tanto
por plasmodioforideos, quanto por semente. J& os Hordeivirus sdo apenas por sementes. Para o
género Tobamovirus, por ndo possuirem vetores naturais, a transmissao mecanica e por sementes
€ 0s meios de transmissdo conhecido (Matthews, 1991). Somente o género Tobravirus é
transmitido por nematoides (Adams et al., 2017). Todavia, essa transmissdao dos Tobravirus via
nematoides se destaca devido a interacdo virus-hospedeiro, em que a presenca ou auséncia de
genes localizados em seu RNA2, restringem quais espécies de nematoides atuam como vetores
de cada espécie viral.

2.2. Pepper ringspot virus

PepRSV (Tobravirus capsici) pertence ao género Tobravirus e é conhecido no Brasil
como virus da mancha anelar do piment&o. Esse virus, nativo do Brasil, foi descrito pela primeira
vez infectando pimentdo (Kitajima & Costa 1969). Todavia, PepRSV ja foi relatado infectando
culturas de tomate (Silberschmidt et al., 1970). Recentemente, sua ocorréncia foi registrada na
Africa do Sul, onde foi associado a danos em lavouras de batata (EPPO, 2024; Espach et al.,
2025). Além disso, seu relato mais recente no Brasil foi em plantas de solano-violeta em
Piracicaba-SP (Bello et al., 2025).

O género Tobravirus compreende, até 0 momento, apenas trés espécies reconhecidas:
TRV (Tobravirus tabaci), pea early-browning virus (PEBV) (T. pisi) e PepRSV (Maat, 1963;
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Adams et al., 2017). Os membros desse género apresentam genoma dividido em dois segmentos
distintos, 0 RNA1 e RNA2, os quais sdo encapsidados separadamente. Ambos 0s segmentos
consistem em RNA de fita simples com polaridade positiva (SSRNA+), apresentando uma
estrutura do tipo CAP na extremidade 5’ e uma regido estruturalmente semelhante a tRNA na
extremidade 3°. As particulas virais sdo caracterizadas por sua morfologia rigida e alongada,
ocorrendo em dois comprimentos, correspondentes as particulas longas de RNAL e curtas de
RNA2, com dimensdes aproximadas de 180 a 215 nm e de 46 a 114 nm, respectivamente
(Offord, 1966).

O genoma do RNA1 do PepRSV (Figura 1) codifica quatro genes que traduzem
proteinas associadas a replicagdo viral, quatro ORFs (“open reading frame ”) (Tavares-Esashika,
2021).

RNA1 - 6800 nt

N

»

MP

Met/Hel RdRp VSR

Ribosomal readthroug

RNA2 -2500 nt

N

»

2b
Cp 2c

o

Figura 1. Organizacdo gendmica do pepper ringspot virus (PepRSV). O RNAL e RNAZ2 (isolado Agl)
possuem uma estrutura CAP na extremidade 5’ representado pelo circulo verde com a letra “C”, e uma estrutura
semelhante atRNA na 3'. As ORFs estéo representadas pelos retangulos: Met/Hel (metiltransferase/helicase), RARp
(RNA polimerase dependente de RNA), MP (proteina de movimento), VSR (supressor viral de silenciamento
génico, p16), CP (capa proteica), 2b e 2c.

A ORFl1a, ¢ denominada como subunidade menor, enquanto a subunidade maior se trata
da ORFlab. A ORF1a contém dominios de metiltransferase e helicase (134-141 kDa), enquanto
a ORF1lab gera um sistema de “leaky stop codon” ou “ribosomal readthrough” e codificaa RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), além de metiltransferase e helicase com massa molecular
de 194-201 kDa (Koonin, 1991; Rozanov et al., 1992) como proteina fusionada da ORFlab
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(Rodrigues et al., 2015). As proteinas codificadas pela ORFlab (metiltransferase, helicase e
RdRp) sdo traduzidas diretamente do RNAL, enquanto as proteinas codificadas pelas ORF2 e
ORF3 (MP e VSR) sao traduzidas a partir dos RNAs sub-gendmicos (SgRNAS) (Robinson,
1983; Goulden et al., 1990).

A ORF2 do RNAL1 codifica a proteina de movimento (MP) célula-a-célula (29-30 kDa)
e a ORF3 codifica o supressor viral de silenciamento génico (VSR) p16, que tem papel na
interferéncia da formacdo do complexo RISC por meio de associacdo com a proteina AGO 4
(Ghazala et al., 2008; Martin-Hernandez & Baulcombe, 2008; Rodrigues et al., 2015). O
supressor viral de silenciamento génico p16 (VSR), se trata de uma proteina rica em cisteina
(“cysteine-rich proteins” ou CRP) (Adams et al., 2017; Ghazala et al., 2008), o0 que, de acordo
com Lukhovitskaya et al. (2009), apds motifs basicos ricos em arginina, as CRPs sdo motifs com
potenciais para zinc-fingers. Dessa forma, trabalhos voltados para a caracterizagdo desses genes,
podem verificar os quanto tais zinc-fingers sdo essenciais para a integridade desse gene.

O RNAZ2 codifica a CP (22-24 kDa) e as proteinas ndo estruturais. As proteinas 2b e 2¢
sdo localizadas ad jusante da CP e estdo envolvidas no processo de transmissdo de PepRSV por
nematoides (Hughes et al., 1986; MacFarlane et al., 1995). O RNA2 apresenta uma variacéo
significativa (1,8—3,9 kb) entre os isolados distintos de Tobravirus (Figura 2). Em alguns casos,
um dos genes 2b e 2c podem apresentar-se ausentes. Em outros, ambos os genes podem estar
ausentes do genoma do RNA2. Ainda, de acordo com MacFarlane (2010), a regido 3' do RNA2
dos Tobravirus pode ser substituida por recombinacdo com fragmentos 3' do RNAL. Os isolados
brasileiros de PepRSV descritos que possuem o RNA2 sequenciado séo CAM (NC003670),
CAM2, (LC639337), Pivo4 (AB826687), LAV (AB826686), Agl (LC842169) e BR
(PVv807788) (Bergh et al., 1985; Batista et al., 2014; Tavares-Esashika et al., 2020; Tavares-
Esashika, 2021; Kauffmann, 2025, Bello et al., 2025). Em 2025 também foi descrito um isolado
sul-africano com RNA2 sequenciado, denominado isolado 16 (PP838373) (Espach et al., 2025).

Ha diferencas significativas entre a organizacdo gendmica desses isolados. O isolado
CAM, o primeiro a ser identificado e caracterizado, na regido de Campinas-SP, ndo apresenta
0s genes codificadores de 2b e 2c (Tavares-Esashika, 2021). Os isolados LAV e Pivo4, por sua
vez, foram isolados na regido do municipio de Luziania-GO (Batista et al., 2014). O isolado
LAV possui uma sequéncia de RNA2 que contém apenas o gene codificador de CP e 2b.
Todavia, 0 gene 2b do isolado LAV ndo possui homologia com 2b dos demais espécies do
género Tobravirus (TRV e PEBV). Quando se compara os isolados LAV e Pivo4, percebe-se

que ocorreu uma dele¢do de 167 nucleotideos da extremidade 3° do RNA2 de Pivo4. Tais
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delecdes resultaram na auséncia de 2b e 2c (Batista et al., 2014). O isolado BR, por sua vez, foi
identificado na cidade de Piracicaba, SP (Bello et al., 2025). O genoma do RNA2 do isolado BR
compartilha cerca de 97,40% a 99,37% de identidade nucleotidica com os demais isolados de
PepRSV, com excecBes para 0s genes 2c¢ e 2d, que apresentaram identidade de aminoacidos de
88% e 94,17% quando comparados com o gene 2c¢ do isolado PepRSV_Ag1, respectivamente.
O isolado BR apresenta o gene 2c truncado, evento que deu origem ao gene 2d. As funcdes
bioldgicas de 2a, 2b, 2c e 2d do PepRSV ainda ndo foram caracterizadas. O isolado BR também
apresenta duas sequéncias emparelhadas de repeticdo, todavia, sua sequéncia de
emparelhamento é distinta das apresentadas no isolado CAM (Bello et al., 2025). J& o Unico
isolado de PepRSV fora do Brasil, descrito na Africa do Sul, denominado isolado 16. Seu RNA2
é composto por CP e 2b, de modo que gene 2b do isolado 16 possui um tamanho relativamente
maior que o gene 2b de Agl (550 pb), Lavrinha (752 pb) e BR (688 pb) (Figura 2).

As delecBes das proteinas 2b e 2c do RNA2 do PepRSV podem afetar a transmissdo por
nematoides dos géneros Trichodorus e Paratrichodorus (Trichodoridae), que sdo vetores
naturais dos membros do género Tobravirus. Para o PepRSV néo é conhecido qual o género do
vetor de transmissdo (Vassilakos et al., 2001). De acordo com Tavares-Esashika et al. (2021),
tais auséncias dos genes codificadores de 2b e 2c podem estar correlacionadas a manutencao
continua do isolado, que devido a sucessivas inoculagdes mecanicas, induziram os isolados as
delecBes gendémica descritas. J& o isolado recente de PepRSV, se trata do Agl, que foi
identificado em Alexandre Gusmao, Distrito Federal, infectando tomateiro possui a presenca de
2b e 2c no RNA2 (Tavares-Esashika, 2021).

De acordo com MacFarlane (2010), o RNAL de PepRSV possui um tipo de infecgédo
conhecido como NM (n&o multiplicadora). Enquanto isso, plantas infectadas RNAL e RNA2
possuem infeccdo do tipo M (multiplicadora) (Cadman & Harrison, 1959), que resultam na
formacéo de particulas virais (Van Griethuysen et al., 2024). Dessa forma, PepRSV consegue
se mover sistematicamente e se replicar na planta ainda que haja a auséncia da capa proteica
(CP). Isso ocorre devido o RNA2 conter demais proteinas estruturais ndo-esséncias para a
replicacdo e movimentacdo (Tavares-Esashika, 2021), contendo somente CP e a proteina
responsavel pela transmissao por nematoides, o que resulta numa multiplicacdo do tipo M
(Cadman & Harrison, 1959; Sénger, 1969) e na movimentacdo através do sistema vascular
(Tavares-Esashika et al., 2020).
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Figura 2. Mapa genético do RNA2 dos isolados Agl, CAM. CAM-2, Lavrinha, Pivo4. BR e 16 de
pepper ringspot virus (PepRSV). As deleces identificadas (em cor branca) em cada isolado séo indicadas por A.
Todas as delecbes foram analisadas em comparagdo com isolado Agl. As dele¢des de Agl foram comparadas ao
isolado CAM (o primeiro descrito na literatura). A proteina do capsideo (CP) é mostrada em laranja-escuro. Os
genes 2b, 2c e 2d (que compdem a ORF2) aparecem em cinza-escuro. Os genes 2b e 2c estdo presentes juntos
apenas no isolado Agl. O isolado Lavrinha e o isolado 16 apresentam apenas o gene 2b. Todavia, 0 gene 2b do
isolado 16 contém cerca de 550 nt a mais que 0 2b de Agl. O isolado BR possui 0 gene 2c truncado, dando origem
ao gene 2d, exclusivo desse isolado. O gene putativo ORFN1 é representado em cinza-claro, descrito para os
isolados Agl, Lavrinha, Pivo4 e BR. O isolado CAM apresenta, na extremidade 5, trés repetigdes emparelhadas
(A-A’, B-B’ ¢ C-C). Os isolados Lavrinha e Pivo4 exibem apenas um arranjo A—B. O isolado BR apresenta duas
regides de repeticbes emparelhadas (D-D’ e E-E’), distintas do emparelhamento observado em CAM. Os demais
isolados ndo apresentam regido de emparelhamento. Na extremidade 3’, todos os isolados (com excecdo de BR e
16) compartilham uma regido recombinante derivada do RNA1, sendo que o isolado CAM contém um segmento
adicional (azul-claro) de 180 nt dentro da regido compartilhada de 279 nt, ausentes nos demais isolados.
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2.3.  Producéo de clones infecciosos baseados em Tobravirus

Os primeiros clones infecciosos de Tobravirus spp. foram obtidos no final da década de
1980, quando Hamilton & Baulcombe (1989) conseguiram reconstruir o RNA1 do TRV (isolado
SYM). Enquanto isso, Angenent et al. (1989) produziram o RNAZ2 (isolado PLB).
Posteriormente, diversos grupos aperfeicoaram as técnicas de clonagem, utilizando tanto
transcritos in vitro quanto vetores binarios baseados no promotor 35S do cauliflower mosaic
virus (CaMV) e um terminador de nopalina sintase (NOS) de agrobactéria, que permitiram a
recuperagdo viral em plantas infiltradas com Agrobacterium tumefaciens contendo clones
infecciosos (Herrera-Estrella et al., 1983; Zambryski et al., 1983). Nessa Gltima estratégia, que
combina o promotor 35S de CaMV com o terminador de NOS, o cDNA do genoma viral é
inserido completamente na regido do T-DNA, entre o promotor e o terminador. Logo, quando a
inoculacdo é realizada por agroinfiltracdo, as agrobactérias transformadas com esta construcéo
em plantas susceptiveis, obtém-se como resultado a transcrigdo do genoma viral e, logo, sua
recuperacdo dentro da célula infiltrada (MacFarlane et al., 1992; Hernandez et al., 1995;
MacFarlane et al., 1996; Hellens et al., 2000).

Utilizando a estratégia descrita anteriormente, porém com o plasmideo pJL89 (Lindbo,
2007; Blawid & Nagata, 2015), que também se trata de um vetor binario, Tavares-Esashika et
al. (2020) produziram clones infecciosos de PepRSV pela primeira vez. Foram produzidos, a
partir de cada isolado (CAM, LAV, Pivo4 e Agl), clones infecciosos de PepRSV que possuiam
propriedades analogas entre si (Tavares-Esashika et al., 2020; Tavares-Esashika, 2021). A
combinagéo dos RNAs (RNAL + RNA2) dos diferentes isolados de PepRSV, como por exemplo
a utilizacdo dos isolados CAM2 (RNAL) /LAV (RNA2) ou CAM2 (RNA1) /Agl (RNA2)
demostrou alta infectividade em plantas de N. benthamiana (Tavares-Esashika et al., 2020;
Tavares-Esashika, 2021). Dessa forma, a caracterizacdo de PepRSV pode ser avaliada também
com diferentes combinacdes de RNA1 e RNA2, gerando dados mais robustos acerca de sua

atividade fitopatogénica.

2.4.  PepRSV como vetor viral

A expressdo heter6loga transiente em plantas, frequentemente mediada por
agroinfiltracdo, consolidou-se como uma estratégia eficiente para a producdo de proteinas
especificas e para a avaliacdo funcional de construcBes génicas e arranjos de expressao
(Sainsbury et al., 2009; Shah et al., 2013). Nesse contexto, 0s vetores virais vegetais destacaram-

se como plataformas de elevada eficiéncia, ampliando sua aplicacdo tanto na area biomédica,
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como exemplificado pelo uso de PV X no diagndstico da sindrome de Sjogren (SjS) (Tinazzi et
al., 2015), quanto na agricultura e na biotecnologia vegetal. Um exemplo notavel ¢ o TRV,
empregado como vetor de expressdo génica dupla, também sendo capaz de veicular
componentes do sistema CRISPR/Cas para edi¢do génica dirigida em células vegetais (Guo et
al., 2022).

Nas Ultimas décadas, os estudos de interacao patdgeno—hospedeiro e o desenvolvimento
de produtos biotecnoldgicos baseados na expresséo transiente mediada por A. tumefaciens tém
recebido crescente atencéo, sobretudo em anélises funcionais de proteinas (Zhang et al., 2024)
e na producédo de proteinas recombinantes com aplicacOes terapéuticas, vacinais, enzimaticas,
industriais e agroeconémicas (Buyel, 2024). Adicionalmente, sistemas de expressdo transiente
baseados em virus vegetais representam uma alternativa promissora (Akher et al., 2025), devido
a sua elevada capacidade produtiva (Hefferon, 2012; Huang et al., 2024) e ao curto intervalo de
tempo necessario para a obtengdo das proteinas recombinantes (Hefferon, 2017).

Ainda assim, quando comparados a transformacéo genética estavel, os sistemas vegetais
de expressdo heterdloga transiente apresentam elevados indices de rendimento e eficiéncia,
tornando-se mais vantajosos em relacdo aos custos e ao tempo necessarios para a obtencao de
plantas geneticamente modificadas estaveis (Venkataraman & Hefferon, 2021; Eidenberger,
Kogelmann & Steinkellner, 2023; Venkataraman et al., 2023; Cabedo, Covarrubias & Handford,
2025).

Nesse cenario, 0 TRV destaca-se como um vetor viral de elevado desempenho, eficiéncia
e versatilidade, sendo amplamente utilizado tanto para o silenciamento génico quanto para a
expressdo heterdloga. Esse virus € capaz de estabelecer infecgdo sistémica com sintomas
brandos, preservando a integridade do sistema de expressao e permitindo ampla colonizacéo do
tecido vegetal, em funcdo da atuacdo da MP no transporte célula-a-célula (Ratcliff et al., 2001).
Ademais, 0 TRV apresenta uma vantagem imunologica ao induzir respostas mediadas por
PAMPs, 0 que o torna particularmente atrativo quando comparado a outros vetores virais, como
TMV (Kumagai et al., 1995), TGMV (Kjemtrup et al., 1998) e PVX (Ruiz et al., 1998). Em
funcdo dessas caracteristicas, 0 TRV consolidou-se como uma ferramenta altamente eficaz em
pesquisas biotecnologicas.

Entretanto, no contexto brasileiro, 0 uso do TRV enfrenta entraves fitossanitarios
relevantes. Por ndo ocorrer naturalmente nos ecossistemas nacionais, esse virus € classificado
como praga quarentenaria pelos 6rgdos reguladores (Pragas Quarentendarias Ausentes, Portaria

SDA/MAPA n° 1.291, de 22 de maio de 2025), o que impde rigorosas normas fitossanitarias
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para sua introducdo e utilizagdo em pesquisas conduzidas em territdrio nacional (Ratcliff et al.,
2001; Tavares, 2017; Tavares-Esashika, 2021).

Diante dessas restricdes e considerando caracteristicas biologicas semelhantes as do
TRV, 0 PepRSV foi adotado como alternativa para o desenvolvimento de um vetor viral capaz
de promover tanto a expressao transiente de genes quanto o VIGS, configurando-se como uma
ferramenta relevante para estudos funcionais e genéticos no Brasil (Tavares-Esashika et al.,
2022).

O sistema de vetores de VIGS é amplamente utilizado em estudos de gendmica funcional
por permitir a supressdo génica de forma rapida e eficiente, dispensando a necessidade de
obtencdo de plantas GM de maneira estavel. Essa abordagem mostra-se particularmente
relevante para triagens funcionais em larga escala, sobretudo em espécies vegetais consideradas
recalcitrantes a transformacdo genética (Burch-Smith et al., 2006; Becker & Lange, 2010;
Zulfigar et al., 2023). Embora VIGS seja empregado majoritariamente para o silenciamento de
genes enddgenos das plantas e ndo diretamente de genes de patdgenos ou pragas, a técnica
permanece como uma ferramenta robusta para a elucidacdo da funcdo génica e para o
aprofundamento do entendimento dos mecanismos de resposta e defesa vegetal (Kaur, Chauhan,
& Rajam; 2025). Diversos virus de ssSRNA+ de plantas geneticamente modificados tém sido
descritos na literatura como vetores de VIGS (tabela 1), incluindo o TMV (Kumagai et al.,
1995), o TRV (Liu et al., 2002a; 2002b); e o0 PVX (Lu et al., 2003), os quais tém sido
empregados com sucesso no silenciamento de genes-alvo em espécies modelo, como N.
benthamiana e Arabidopsis thaliana (Unver & Budak, 2009; Zulfigar et al., 2023).

Visando ao aprimoramento das constru¢cbes génicas recombinantes baseadas em
PepRSV, metodologias modernas de clonagem molecular tém sido incorporadas, com destaque
para 0 método Gibson Assembly (GA). Essa abordagem foi empregada na construcédo do vetor
viral ou clone infeccioso, permitindo a montagem eficiente e precisa de fragmentos de DNA
contendo regiGes de sobreposi¢cdo complementar (Tavares-Esashika et al., 2020). O GA baseia-
se na complementariedade de bases e na agéo coordenada de uma exonuclease T5, que promove
a digestdao das extremidades 5°-3°, gerando regides simples-fita, seguida pela atuacdo de uma
DNA polimerase termoestavel, responsavel pelo preenchimento das lacunas, e de uma DNA
ligase termoestavel, que sela as juncdes. Esse processo resulta em construgdes continuas, sem
descontinuidades ou sitios de restri¢do residuais, conferindo maior flexibilidade a manipulacao

do DNA genbémico ou recombinante (Gibson et al., 2009). Assim, a técnica de GA representa
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um avanco significativo na clonagem molecular, ao tornar o processo mais agil e permitir a
construcdo eficiente de sequéncias genéticas complexas (Blawid & Nagata, 2015).

O PepRSV tem sido explorado como uma ferramenta biotecnologica para a expresséo de
genes heterélogos em plantas e sua aplicacdo incluem a expressao da proteina fluorescente verde
(GFP) e de uma xilanase (Tavares-Esashika et al., 2022) e fragmentos parciais dos genes spike
e nucleocapsideo do SARS-CoV-2 (Andrade et al. 2023; Fogaca et al., 2024). Em estudo
recente, Kauffmann et al. (2024) empregou o PepRSV como vetor de expressao para a producéo
dos nucleocapsideos recombinantes N1 e N2 de Coguvirus citrulli (watermelon crinkle leaf-
associated virus 1; WCLaV-1) e Coguvirus henanense (watermelon crinkle leaf-associated virus
2; WCLaV-2), respectivamente, com 0 objetivo de gerar anticorpos especificos contra essas
proteinas. Os resultados demonstraram que o sistema baseado em PepRSV constitui uma
ferramenta eficaz para a expressao heter6loga, evidenciando seu elevado potencial na producao
de antigenos virais vegetais com qualidade e aplicabilidade biotecnoldgica (Kauffmann et al.,
2024).
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Tabela 1. Virus de genoma ssRNA+ utilizados como vetor de silenciamento génico induzido por virus (VIGS) em plantas.

Nome do virus

Planta em que

Género Espécie . Genes silenciados : Referéncias
(acrénimo) 0correu 0 ensaio
E]I\r:[iﬁit(gstrescme N-methyltransferase) e T1 (trypsin Nicotiana attenuata Saedler & Baldwin (2004)
PDS (Phytoene Desaturase); CH42 (Chlorata4?2);
CUL1 (componente do complexo E3 ubiquitina . . . .
Iigase)'(RPl\ﬁl (gene R contEa Pl domo%as Arabidopsis thaliana Burch-Smith et al. (2006)
syringae); RPS2 (gene R de A. thaliana)
CaPO2 (Capsicum annum Peroxidase 2) Capsicum annuum Choi & Hwang (2012)
. tobacco rattle virus
T. tabaci : Solanum .
(TRV) SpMPKs 1, 2, 3 e 4 (MAP quinases) pimpinellifolium Li et al. (2013)
PDS (Phytoene Desaturase) Hevea brasiliensis Liet al. (2021)
Tobravirus NtMYB3 (inibidor da biossintese de flavonoides) Chinese narcissus Zhou et al. (2021)
ChIH (subunidade H da Mg-chelata sintase) Ilex dabieshanensis Chong et al. (2023)
CLAL1 (altered chloroplast 1) Hibiscus mutabilis L. Sang et al. (2024)
GmRPT4 e GmRpp6907 (Glycine max genes R) Glycine max Deng et al. (2025)
T. capisci sierﬂge(rp:ggngp\% Phytoene Desaturase (PDS) Nicotiana benthamiana  Tavares-Esashika et al. (2020)
Eg;sriézr:]yio(ir:%(I)D_isit_%r_zsﬁ)éal;]g;)(LEAFY); Pisum sativum Constantin et al. (2004)
T. pisi pei?ﬁ;{'ﬁé%vamg Nin (Nodule inception) Pisum sativum Constantin et al. (2008)
PsSym19 (gene relacionado a simbiose micorrizica : .
arbuscular); PsPT4 (Phosphate transporter 4) Pisum sativum Grnlund et al. (2010)
T. tabaci tobacco mosaic  Phytoene Desaturase (PDS) Nicotiana benthamiana Kumagai et al. (1995)
' virus (TMV)  ChIH (Mg chelatase H subunit) Nicotiana benthamiana  Hiriart, Aro & Lehto (2003)
Tobamovirus . Cucumber green 8}23:#:? :T?:I?)t'ugucumis :
T. viridimaculae mottle mosaic Phytoene Desaturase (PDS) . T Liu et al. (2020)
virus (CGMMV) sgtlvus.e Lagenaria
siceraria
potato virus X — . Ruiz, Voinnet & Baulcombe
Potexvirus P. ecspotati (PVX) Phytoene Desaturase (PDS) Nicotiana benthamiana (1998)
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Histone H4; 16S ribosomal protein L30;

Potexvirus P. ecspotati potato virus X  Chlorophyll a/b-binding protein; Receptor-like Nicotiana benthamiana Lu et al. (2003)
(PVX) protein kinase; HSP90 (heat shock protein 90)
Comovirus C. siliquae befan pod mottle  Phytoene Desaturase (PDS) e Korrigan 1 (endo-1.4- Pisum sativum Meziadi et al. (2017)
virus (BPMV) B-glucanase)
. PDS (Phytoene Desaturase); ZmlspH (gene
Cucumovirus C.CMV Cu\(;?rst‘(a(r:wlc\)/sf Ic presente na via do metil- D- eritritol-4-fosfato); Zea mays Wang et al. (2016)
ZmATG3 e ZmATG8a (relacionados a autofagia)
lettuce infectious
Crinivirus C. lactucaflavi yellows virus Phytoene Desaturase (PDS) Nicotiana benthamiana Qiao & Falk (2018)
(LIYV)
turnip yellow
Tymovirus T. brassicae mosaic virus GUS (B-glucuronidase) Arabidopsis thaliana Pflieger et al. (2008)
(TYMV)
beet necrotic ) .
B. necrobetae yellow vein virus PDS (Phytoene D(—;saturase), chiH (magnesium Nicotiana benthamiana Mohammad et al. (2017)
chelatase H subunit)
. (BNYVV)
Benyvirus beet soil-borne .
B. solibetae mosaic Vvirus FILE (e De_saturase), Gl (g es Nicotiana benthamiana Mohammad et al. (2017)
chelatase H subunit)
(BSBMV)
apple latent
Cheravirus C. mali spherical virus ~ PDS (Phytoene Desaturase) Prunus spp. Kawai et al. (2016)
(ASLV)
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2.5. Protecdo cruzada e interferéncia mediada por RNA (RNAI)

A protecdo cruzada ou premunizacdo de plantas com cepas atenuadas de virus
fitopatogénicos € considerada uma medida alternativa de controle de patdgenos eficaz (Zhu et
al., 2023; Aguero et al., 2018; Cong et al., 2019). Esse método de controle de fitoviroses se
trata, basicamente, em infectar plantas com cepas mutantes de virus atenuados de determinada
espécie viral para que essas plantas figuem protegidas de uma possivel infeccdo subsequente por
uma cepa virulenta e letal do mesmo virus (Ziebell & Carr, 2010). De acordo com Pechinger et
al. (2019), o uso de virus atenuados por mutacfes de cepas dominantes pode prover melhor
cobertura de protecdo. As mutaces a serem induzidas no material genético viral podem ser
dirigidas tanto em regides conservadas quanto variaveis, resultando em mutantes atenuados com
viruléncia, patogenicidade e inducdo de sintomas reduzidos (Raja et al., 2022). Todavia, de
acordo com Xu et al. (2021; 2024), podem ocorrer de que mutacdes espontaneas ocorram em
virus mutantes que possuem uma Unica mutagéo inserida em seu genoma, alterando, dessa forma
sua viruléncia. Assim, mutantes virais atenuados com insercdo de multiplas mutaces,
geralmente apresentam baixo risco de reversdao da sua viruléncia (Liu et al., 2017; Tuo et al.,
2020; Xu et al., 2021; 2024).

Entre os mecanismos de protecdo cruzada se destaca a interferéncia por RNA (RNAI)
(Zhu et al., 2023), sobretudo o silenciamento génico pés-transcricional (PTGS), que tem sido
empregado para gerar resisténcia contra diversas espécies de virus selvagens que acometem
plantas de importancia (Akbar & Zhang, 2022). O RNAIi é comumente constituido de pequenas
moléculas de RNAs ndo codificantes (small RNA, sRNAs), divididos em duas classes: 0s
SiRNAs (small interfering RNA) e os miRNA (microRNA) (Sanan-Mishra et al., 2017), a
depender da sua origem e processamento. Todavia, os SRNAs atuam no controle e na expressdo
génica de forma inibitoria, geralmente como fatores que direcionam especificamente proteinas
efetoras que se ligam as moléculas de acidos nucleicos alvos por meio de pareamento de bases,
que, invariavelmente tera como componente da maquinaria efetora uma proteina da superfamilia
Argonauta (Carthew & Sontheimer, 2009).

Em relacdo a regulacdo da imunidade vegetal, os miRNAs possuem func¢Ges amplamente
catalogadas, de modo a incluir a modulacdo da imunidade das plantas e do crescimento, a
modulacdo da gradacao de transcritos de receptores imunes, além da regulacéo da transducao de
sinais (Qiao et al., 2021; Song et al., 2021). Por outro lado, os siRNAs sdo conhecidos

principalmente por seu papel no silenciamento (degradac¢do) de RNAs virais (Kong et al., 2022).
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O silenciamento génico, por sua vez, ocorre em plantas a partir do reconhecimento de
dsRNAs e de seu processamento por proteinas do tipo Dicer, que agem como reguladoras. Esses
SRNAs, com tamanho por volta de 20 nucleotideos, iniciam sua integragdo aos complexos
efetores responsaveis pela repressdo ou degradacdo dos transcritos-alvo (Zamore et al., 2000;
Elbashir, Lendeckel & Tuschi, 2001). O silenciamento, tanto por siRNA, quanto por miRNA
fard a mesma via bioguimica celular (Akbar & Zhang, 2022), de modo que, apds o inicio de seu
processamento e a clivagem de dsRNAs em pequenos fragmentos de 20 e 21 nucleotideos de
SRNAs com auxilio de uma enzima Dicer (Zamore et al., 2000; Elbashir, Lendeckel & Tuschi,
2001). Apbs o processamento, o duplex de siRNA é separado com auxilio de proteinas
associadas ao complexo RISC, utilizando energia da hidrolise de ATP. Nesse processo, a fita
passageira € degradada e a fita guia é incorporada ao complexo RISC, onde exercera sua funcao
regulatoria (Akbar & Zhang, 2022). Concomitante ao carreamento da fita guia, a AGO
funcionard como uma mediadora para a repressdo ou degradacdo do mRNA alvo devido sua
acao endonucleotidica (Haley & Zamore, 2004; Martinez & Tuschi, 2004). Entédo a regido é
reconhecida pelo SRNA guia, que clivara 0o mRNA alvo (Elbashir, Lendeckel & Tuschi, 2001).
O mecanismo, dessa forma, utilizara de enzimas de RNA polimerase dependente de RNA, que
amplicardo as moléculas de SRNA, produzindo os dsRNAs que serdo clivados posteriormente
pela Dicer (Wassenegger & Krczal, 2006). E assim, continuara 0 mecanismo no proximo ciclo

de silenciamento.
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3. JUSTIFICATIVA

Por compartilhar proximidade taxondmica com TRV, o PepRSV tem sido considerado
um candidato promissor para aplicacdes biotecnoldgicas, como no desenvolvimento de
estratégias de protecdo cruzada (ou premunizagdo) para que haja a prevencao de viroses que
possam afetar culturas de solanaceas no Brasil, com destaque para o0 tomateiro, uma vez que 0
isolado Agl de PepRSV apresentou uma elevada taxa de infeccdo em areas de cultivo comercial
de tomate estaqueado no Brasil.

O emprego de isolados virais atenuados como método de protecdo cruzada se trata de
uma abordagem amplamente consolidada na fitovirologia. No contexto nacional, um dos
exemplos mais emblematicos dessa estratégia foi 0 emprego de isolados premunizantes do CTV,
cuja aplicacdo em larga escala foi determinante para a protecdo de pomares de laranjeiras contra
estirpes mais agressivas do virus (Roistacher et al., 2004).

Além de seu potencial aplicacdo em estratégias de protecdo cruzada, o PepRSV apresenta
relevancia como vetor viral para a expressao transiente de proteinas heterélogas em plantas de
Nicotiana benthamiana. Essa abordagem torna-se particularmente atrativa no contexto
brasileiro, uma vez que o TRV é classificado como virus quarentenario no pais (Pragas
Quarentenarias Ausentes, Portaria SDA/MAPA n° 1.291, de 22 de maio de 2025).

O TRV destaca-se como um vetor eficiente para estudos biotecnoldgicos de expressao
génica, sobretudo por induzir respostas sintomatoldgicas menos severas quando comparado a
outros virus frequentemente utilizados para esse fim, como o tobacco mosaic virus (TMV)
(Kumagai et al., 1995), tomato golden mosaic virus (TGMV) (Kjemtrup et al., 1998) e potato
virus X (PVX) (Ruiz, Voinnet & Baulcombe, 1998). Em razéo dessas caracteristicas, o0 PepRSV
surge como uma alternativa funcionalmente analoga ao TRV, porém mais compativel com as
exigéncias fitossanitarias vigentes no Brasil.

O TRV, como vetor viral, apresenta determinada vantagem como, por exemplo, a
inducdo de uma ativacdo menos intensa das respostas de defesa das plantas quando comparado
a outros virus empregados em sistemas de expressao transiente. Essa caracteristica esta
associada a forma como o TRV ¢é reconhecido pelos mecanismos de imunidade vegetal, em
especial pela interacdo com padrdes moleculares associados a patdégenos (“pathogen-associated
molecular patterns” — PAMPS), o que favorece niveis mais elevados de expressdo de genes
heter6logos (Kumagai et al., 1995; Kjemtrup et al., 1998; Ruiz, Voinnet & Baulcombe, 1998).

Assim, considerando sua similaridade bioldgica, acredita-se que o PepRSV possa

apresentar desempenho semelhante de TRV como vetor viral de VIGS, configurando-se como
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uma alternativa promissora para aplicagdes em pesquisa e desenvolvimento. Ademais, por ndo
ser classificado como virus quarentenario no Brasil, 0 PepRSV pode ser empregado no pais,
oferecendo vantagens do ponto de vista regulatorio, além de garantir um nivel de biosseguranca
estratégico para estudos aplicados em biotecnologia. O PepRSV surge como uma alternativa
funcionalmente analoga ao TRV, porém mais compativel com as exigéncias fitossanitarias
vigentes no Brasil.

No contexto do desenvolvimento do PepRSV como vetor viral, a caracterizagdo do
RNA2 derivado do isolado Agl revelou a existéncia de dois clones com comportamentos
fenotipicos distintos: enquanto o clone 2 é capaz de estabelecer infeccdo sistémica, o clone 4
apresenta um padrao restrito a formacdo de lesbes localizadas. Durante andlises, foi observado
que esse fendtipo diferencial do clone 4 derivado do isolado Agl esta associado a insercao de
um nucleotideo citidina no gene da capa proteica (CP), alteracdo que resulta na inducao de uma
resposta hipersensivel semelhante & HR (Tavares-Esashika, 2021; Kauffmann, 2025).

Com base nessas observagdes, 0 presente estudo propde o desenvolvimento de variantes
atenuadas de PepRSV por meio da insercdo de mutacdes de deleces sitio-dirigidas em cddons
de residuos de cisteina no gene supressor viral de silenciamento génico p16 (VSR), bem como
pela delecdo completa desse gene. Adicionalmente, pretende-se realizar a caracterizagdo
bioldgica desses clones em plantas de N. benthamiana ap6s agroinfiltracdo, avaliando se as
modifica¢Oes introduzidas no VSR do RNAL influenciam o padréo de infeccdo viral e a
eficiéncia de expressao génica do PepRSV. Dessa forma, busca-se explorar o potencial dessas
construgbes tanto para estratégias de protecdo cruzada (premunizacdo) quanto para o
aprimoramento de um vetor de VIGS, voltado ao estudo do PTGS.

4, OBJETIVO
Construir mutantes atenuados a partir de delecdes inseridas no motif de zinc-finger do

VSR, observar os efeitos da sintomatologia e quantificar os segmentos de RNA1 e RNA2 de
PepRSV.

5. METAS
5.1.  Construir mutantes de RNAL de PepRSV, deletando codons de cisteinas no motif

de zinc-finger no gene VSR e predizer a conformagdo proteica de cada mutante utilizando
Alfhafold.
5.2.  Co-infiltrar o RNA1 selvagem e constru¢des mutantes com o0 RNA2-LAV-PDS
e avaliar as reacdes em plantas agroinfiltradas;
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5.3.  Co-infiltrar o RNAL selvagem e construgdes mutantes com o RNA 2 do clone 2
e do clone 4 (de Agl) e observar as reacdes em plantas agroinfiltradas;

5.4. Quantificar por RT-gPCR 0 RNA1 (selvagem e mutantes) e RNA 2 do clone 2
(Agl).

6. MATERIAL E METODOS

6.1. Isolados virais e manutencdo
O clone infeccioso do RNA1 de PepRSV utilizado para a insercdo das delegdes de

cisteinas, foi 0 CAM2. Ja o clone infeccioso do RNAZ2 utilizado para esse estudo foi do isolado
LAV, modificado com uma inser¢éo de cerca de 500 pares de bases do gene phytoene desaturase
(PDS), denominado clone RNA2-LAV-PDS (Figura 1), que foi modificado por Tavares-
Esashika (2021). Neste trabalho, outros clones de RNA2 oriundo do isolado Agl (desenvolvidos
por Tavaes-Esashika, 2021) foram utilizados; clone 2 e clone 4. Clone 2 € tipo selvagem de
RNAZ2 do isolado Agl. Entretanto o clone 4 se trata de mutante (com insercdo de uma citidina

na CP) que causa lesdo local (Tavares-Esashika 2021).

RNA2-LAV-PDS

5" 2b + PDS 3

CP

Figura 1. Construcdo do clone infeccioso do RNA2-LAV-PDS de pepper ringspot virus (PepRSV).
O esquema mostra a regido codificadora da proteina do capsideo (CP) e o cassete 2b + PDS, no qual o gene putativo
2b de PepRSV foi quimerizado com um fragmento parcial de 500 pb do gene phytoene desaturase (PDS) de
Nicotiana benthamiana para aplicacdo em ensaios de silenciamento génico induzido por virus (VIGS).

6.2.  Insercdo de mutagdes sitio-dirigidas em clone infeccioso de PepRSV

Com objetivo de diminuir sintoma no vetor de PepRSV, as mutagdes pontuais no codon
de cisteina, possivel aminoacido chave de zinc-finger do gene supressor viral de silenciamento
génico pl6 (VSR), no RNAL, foram introduzidas através da técnica de "site-directed
mutagenesis", gerando trés construcdes: Construgdo 1, dele¢do de dois cddons de cisteinas no
terminal N do pl6 (Primers: PepR1_VSR_1stC Del For/pJL_89 half GA Rev, e
PepR1_VSR_1stC Del Rev/pJL_89 Half GA_For, Tabela 1), Construcao 2, delecéo de dois
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cddons de cisteinas no terminal C do p16 (Primers: PepR1_VSR 2ndC_Del For, Rev, Tabela
1), Construcao 3, delecao de 4 codons de cisteinas. Além disso, foi feita a delecdo completa do
gene pl6 (Construcao 4, clone AVSR, construido pelo grupo anteriormente). Para isso, os
fragmentos amplificados por PCR, dois fragmentos contendo o genoma do PepRSV, o
plasmideo vetor pJL89, foram preparados utilizando Q5 DNA polimerase (New England
Biolabs/NEB, Ipswich, EUA) e ligados pelo método de montagem de Gibson-Assembly (GA)
(NEB).

Tabela 1. Pares de primers utilizados para a insercao das dele¢des sitio-dirigidas no gene

supressor de silenciamento génico (VSR) de PepRSV.

Nome Sequéncia dos primers (5’ - 3%)
PepR1_VSR_1stC_Del_For AAGAAAAGAGTGCAAGAACGGTTGGTTTCCTGCGATAT
pJL_89 half GA Rev TGGGGATCAAGCCTGATTGGG
PepR1_VSR_1stC_Del_Rev CGTTCTTGCACTCTTTTCTTTTTACATCGAACTTACTA
pJL_89_Half GA_For CCAATCAGGCTTGATCCCCAGTA

PepR1_VSR_2ndC_Del_For  GATTACGTGGAAGTCTACTTCGGCATGAAGCATTTACAAAA

pJL_89_half GA Rev TGGGGATCAAGCCTGATTGGG

PepR1_VSR_2ndC_Del_Rev  TTTTGTAAATGCTTCATGCCGAAGTAGACTTCCACGTAATC

pJL_89_ Half_GA_For CCAATCAGGCTTGATCCCCAGTA

6.3. Transformagao, selecdo e confirmacéo da clonagem

Apos a ligacdo dos fragmentos por GA (total de 14 pL), 7 pL da solucéo de ligacéo
foram dialisados em membrana de nitrocelulose para que ocorresse sua dessalinizacdo. Para a
transformacéo de Escherichia coli cepa DH10B por eletroporacéo, foram utilizados 2 pL de
solucdo de ligacdo dialisada. Apds, as bactérias foram incubadas a 28 °C em meio LB-4gar com
canamicina (50 pg/mL) por 24-48 horas, para diminuir o risco de ocorrer dele¢des de parte do
inserto. O repique foi feito selecionando as col6nias e incubando a 28 °C em meio LB-agar com
canamicina (50 pg/mL) por mais 24 horas. As regides de interesse como juncdes entre plasmideo
e inserto e pontos de mutagdes introduzidas foram amplificadas a partir de PCR com LongAmp
DNA polimerase (NEB) e os amplicons foram sequenciados pelo método Sanger para

confirmacdo clonagem.
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6.4.  Predicdo da estrutura tridimensional da proteina traduzida pelo gene VSR
Sequéncias de aminoacidos de p16 e mutantes foram deduzidos utilizando o aplicativo,
Geneious e essas sequéncias foram analisadas no software Alphafold 3

(https://alphafoldserver.com/ ) para predicdo da estrutura tridimensional de cada proteina.As

proteinas foram denominadas: VSR _AC N-ter (Construcdo 1); VSR _AC C-ter (Construcdo 2)
e VSR_AC_NC-ter (Construgédo 3). Os parametros de predicao utilizados para analise foram os

estabelecidos para o Alphafold 3, de acordo com Abramson et al. (2024).

6.5.  Agroinfiltracdo de clone infeccioso de PepRSV em plantas de Nicotiana
benthamiana
As células de Agrobacterium tumefaciens (cepa GV3101:pMP90) contendo as

construges de RNAL1 e RNA2 foram misturados para 1:1 e agroinfiltrado em plantas de N.
benthamiana. Com essas construcdes, a bactéria A. tumefaciens (cepa GV3101::pMP90) foi
transformada por eletroporacéo e plagueada em meio LB-agar contendo canamicina, (50 pg/mL)
rifampicina (50 pg/mL) e gentamicina (10 pg/mL). As construcGes de RNA1 e RNA2 foram
incubadas a 28 C em meio liquido sob agitacéo orbital de 180 rpm por 24 horas separadamente.
Ap6s o periodo de incubacédo, 2 mL da cultura foram adicionados em 6 mL de tampdo de indu¢édo
completo dos genes "vir" contendo acetoseringona (50 uM final), conforme descrito por Bucher
et al. (2003), para induzir a expressao dos genes de viruléncia (genes “vir”) da agrobactéria. Em
seguida, a cultura foi centrifugada a 5000 x g por 5 minutos e o pellet foi ressuspendido em
solucéo de agroinfiltracdo, composta por meio Murashige-Skoog (Sigma-Aldrich), contendo 10
mM MES (pH 5,6) e 150 uM de acetoseringona), com a concentracdo da cultura de OD600 =
0,5. A mistura de proporcao de 1:1 entre RNA1 e RNAZ2 foi utilizada para agroinfiltracdo de 20
plantas de N. benthamiana com seis semanas de idade. As folhas foram infiltradas, com uma
seringa sem agulha nas quatro extremidades da folha. Em todos os experimentos de
agroinfiltragdo descritos nesse estudo, as diferentes construcdes de RNAL1 sempre foram

infiltradas juntamente com o clone RNA2-LAV-PDS na mesma planta.

6.6. Confirmacao da infeccdo e quantificacéo da carga viral por RT-gPCR

A confirmacao da infec¢éo pelo clone infeccioso atenuado foi realizada inicialmente pela
observacdo do surgimento de sintoma. Em paralelo, a infec¢do também foi confirmada por meio
de RT-gPCR. As coletas de amostras para quantificacdo da carga viral foram em 7, 14 e 21 dpi

(dias pés-infiltracdo). Os pares de primers para quantificacdo da carga viral por RT-gPCR foram
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desenhados com base nos dados de sequéncias depositadas no banco de dados para RNAL e

RNAZ2 de PepRSV. Os primers utilizados foram os descritos na tabela 2.

Tabela 2. Primers utilizados para a RT-gPCR.

Locus Nome Iniciadores (5’ - 3°) Amplicon
gPCR_PepR1_MJr_For 5468 CTAACTTTAGTAGGTTGGGTTCGG
gqPCR_PepR1_MJr_Rev_5588 TGTTCAGTTAAAGAGCCTGCTAC

gqPCR_PepR2_MJr_For_337 GATTTTGCCTTGCTGATCCACT

ORFN1 129 pb
gPCR_PepR2_MJr_Rev 466 ~ ATCTTTCCAATTCTCAACCTCGAC

120 pb

Para a purificagdo do RNA, foi utilizado o kit de RNA total (Cellco, S&o Carlos, Brasil).
O kit de RT-qPCR (one-step protocol) com "dye" (tipo SYBR) (Phoneutria Biotecnologia, Belo
Horizonte, Brasil) foi utilizado para quantificar o nimero cépias de RNAL e RNA2 no método
de quantificacdo absoluta. O plasmideo do clone infeccioso de PepRSV foi utilizado como

controle positivo para a construcdo das curvas padrao.
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7. RESULTADOS

7.1.  Predicdo das estruturas tridimensionais das variantes atenuadas do VSR de
PepRSV
Mutacdes pontuais em codons de cisteina, possivel zinc-finger do gene supressor viral

de silenciamento génico p16 (VSR), presente no RNA1L, foram introduzidas através da técnica
de "site-directed mutagenesis", gerando trés construgdes (Construcéo 1, 2 e 3) (Figura 1). Além

disso, foi feita a delecdo completa do gene p16 (clone AVSR).

Construcio 1, VSR_ AC_N-ter

(A6306-6308nt e A6321-6323nt) MP

R,
| 6

RdRp VSR

A
LASKFDVKRKAECKNA (51 aa) CCGMKHLQKCKTDN

Construcao 2, VSR_ AC_C-ter

(A6375-6377nt e A6378-6380nt) MP

o
RdRp VSR

A
LASKFDVKRKCECKNC (51 aa) AAGMKHLQKCKTDN

Construcao 3, VSR_ AC_NC_ter
(com as quatro delecoes combinadas) MP

Bo

RdRp VSR
i A
LASKFDVKRKAECKNA (51 aa) AAGMKHLQKCKTDN

Figura 1. Representacdo esquematica dos clones infecciosos atenuados de pepper ringspot virus
gerados por inser¢do de mutacgdes pontuais de delegcdo no gene do supressor de silenciamento génico p16. As
delecdes (A) correspondem a remogdo de nucleotideos que codificam residuos de cisteina (TGC/TGT). Em cor
vermelha: dele¢des nas posi¢des 63066308 nt e 6321-6323 nt (Construgdo 1, VSR _AC_N-ter). Em cor verde:
delecdes nas posi¢cdes 6375-6377 nt e 6378-6380 nt (Construcdo 2, VSR_ AC_C-ter). A construcdo 3 (VSR_
AC NC ter) combina as quatro delecBes presentes nas construgbes 1 e 2. A sequéncia de aminoécidos
correspondente é apresentada abaixo de cada esquema, destacando visualmente as posigdes deletadas.

Ap0s sequenciamento Sanger foi feita a predicao da estrutura tridimensional do VSR de
cada uma das construcdes (Figura 2). A estrutura tridimensional predita para 0 VSR de PepRSV
do isolado selvagem (VSR_selvagem), em comparagéo com as estruturas preditas para os VSR
mutantes da Construcdo 1 (VSR_ AC N-ter), Construgao 2 (VSR _AC C-ter) e Construgédo 3
(VSR_1 AC NC ter), demonstrou que houve altera¢do na conformacéo das proteinas para todos
os clones mutantes com delecdo de cddons de cisteina inseridas no VSR.

Todavia, destaca-se a Construcdo 1 (VSR_ AC N-ter), que teve sua estrutura

conformacional sem formacdo de uma a-hélice (localizada na posicédo entre 93Asp e 106Cys)
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apos delecdo de dois codons, que codificam aminoacidos (aa) de cisteinas nas posicdes 42 e 47
da sequéncia aminoacidica do VSR (A42Cys e A47Cys, respectivamente). Por outro lado, a
Construgdo 3 (VSR_1 AC NC ter) que também possui tais dele¢des nas posigdes A42Cys e
A47Cys (que possivelmente podem formar pontes dissulfeto), além de dele¢des inseridas na
regido posicdes 65 e 66 da sequéncia aminoacidica do VSR (A65Cys e AG66Cys,
respectivamente), apresentou a formacao da estrutura de a-hélice, assim como 0 VSR_ AC_C-
ter (Construcdo 2), que possui dele¢des exclusivamente nas posicdes A65Cys e AG6CYs.

Figura 2. Predicdo da estrutura conformacional de proteinas mutantes do supressor viral de
silenciamento génico p16 (VSR) de pepper ringspot virus. (A) Estrutura do VSR selvagem. (B) VSR_ AC_N-
ter (Construgdo 1), contendo as delegdes A6306—6308 nt e A6321-6323 nt. (C) VSR_ AC_C-ter (Construgéo 2),
contendo as dele¢oes A6375-6377 nt e A6378-6380 nt. (D) VSR_ AC NC ter (Construgdo 3), com a combinagdo
das delecGes presentes nas construcdes 1 e 2. As cores utilizadas na predicdo das estruturas foram dadas pelo
Alphafold 3, indicando o pLDDT (Predicted Local Distance Difference Test), uma métrica de qualidade
(paré@metros de saida). A cor Azul escuro indica pLDDT muito alto (> 90). Azul claro, indica pLDDT confiante
(entre 70 e 90). A cor amarela indica pLDDT baixo (entre 50 e 70). E a cor laranja indica pLDDT muito baixo
(<50). Ao lado de cada estrutura, em cor verde, encontra-se seu respectivo PAE (Predicted Aligned Error), se
tratando da estimativa do erro na posicéo e orientacdo relativas entre dois tokens na estrutura predita.

Em anélise de acordo com os parametros de predicdo do Alphafold, a estrutura predita
para 0 VSR selvagem (Figura 2A) apresenta um nucleo central bem definido, composto por
elementos secundarios organizados, como a-hélices e folhas B, com altos valores de pLDDT,
indicando elevada confiabilidade estrutural nessas regides. Em contraste, as por¢Ges terminais
do VSR selvagem exibem baixos valores de pLDDT e maior variabilidade no mapa de erro
predito (PAE), sugerindo carater desordenado ou flexibilidade conformacional. O valor global
de pTM (0,67) indica que, embora o enovelamento geral da proteina seja plausivel, ha incertezas
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na orientacdo relativa entre diferentes regiGes estruturais. A andlise do PAE revela boa
consisténcia estrutural no ndcleo proteico, com aumento do erro previsto nas extremidades,
reforcando a distingéo entre regibes estruturadas e flexiveis. Se tratando da estrutura predita para
a Construcdo 1 (VSR _AC_N-ter) (Figura 2B), essa apresenta menor confiabilidade global que
0 VSR selvagem, fato evidenciado pelo valor reduzido de pTM (0,44), indicando incerteza
significativa na sua organizacdo tridimensional. O pLDDT da Constru¢do 1 (VSR _AC_N-ter)
revela predominancia de regides com confianca baixa e moderada, enquanto o PAE evidencia
maior variabilidade estrutural, com aumento do erro esperado entre diferentes regides da
proteina. Embora ainda seja possivel identificar elementos secundarios nessa constru¢éo, como
a-hélices e segmentos estruturados, estes se apresentam menos definidos que no VSR selvagem.

Se tratando da Construcdo 2 (VSR _AC C-ter) (Figura 2C), essa apresenta um nivel
intermediario de confiabilidade global, evidenciado pelo valor de pTM (0,65), 0 que sugere que
o0 enovelamento geral da proteina é plausivel. A distribuicdo de pLDDT indica predominéncia
de regides com confianga no ndcleo proteico, especialmente em segmentos que mantém
organizacdo em a-hélices, refletindo uma estrutura central relativamente estavel. Em
contrapartida, regides periféricas e/ou terminais exibem valores reduzidos de pLDDT, sugerindo
maior flexibilidade ou desordem conformacional. Enquanto isso, a analise do PAE da
Construcdo 2 (VSR_ AC_C-ter) revela boa consisténcia estrutural interna no dominio central,
com aumento do erro nas extremidades, indicando menor precisdo na defini¢do espacial dessas
regides. Quando se trata da estrutura predita para a Construcdo 3 (VSR_1 AC NC ter) (Figura
2D), essa apresenta confiabilidade global moderada, indicado pelo valor de pTM (0,59), que
sugere que o enovelamento geral da proteina é parcialmente consistente, embora com incertezas
na organizacdo espacial. A analise do pLDDT evidencia a presenca de um nucleo estrutural
relativamente bem definido, com valores elevados concentrados em regides centrais organizadas
em o-hélices e folhas B, indicando maior estabilidade conformacional nesses segmentos. Em
contraste, regides periféricas apresentam valores reduzidos de pLDDT, sugerindo flexibilidade
estrutural ou caréater intrinsecamente desordenado. O PAE obtido para a Construgdo 3 (VSR_1
AC NC ter) revela boa consisténcia interna no dominio central, porém com aumento do erro
entre regides distintas, especialmente envolvendo segmentos terminais, indicando menor

confiabilidade na orientacéo relativa dessas porcoes.
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7.2.  Sintomas do estabelecimento de infeccdo do pepper ringspot virus para
expressao do silenciamento génico do phytoene desaturase em N. benthamiana

Neste ensaio, de trés a cinco folhas verdadeiras de 20 plantas de N. benthamiana foram
infiltradas via agroinfiltracdo na parte abaxial com as construcgdes derivadas do clone infeccioso
de RNAL (isolado CAM2) sem ou com delecdes (Construcdo 1-3, AVSR e selvagem),
conjuntamente ao RNA2 (isolado LAV-PDS).

Os sintomas foram observados e registrados durante 30 dias apo6s infiltracdo (dpi) para
todas as construcdes de RNA1 co-infiltradas com RNA2-LAV-PDS, com o objetivo de avaliar
a capacidade de silenciamento génico pds-transcricional (PTGS) do vetor baseado em PepRSV
apos insercdo de delecgdes sitio-dirigidas no gene supressor viral de silenciamento génico p16
(VSR), presente no RNA1L. O fenotipo padréo esperado para esse experimento era a obtencéo de
plantas com folhas brancas, sinal do silenciamento efetivo do gene PDS, assim como observado
por Tavares-Esashika et al. (2021).

Todavia, esse padrdo de fenodtipo esperado, foi observado apenas nas plantas
agroinfiltradas com o RNAL selvagem (Figura 3). O fendtipo esbranquicado das folhas
agroinfiltradas com RNAL selvagem de PepRSV se trata de um indicativo tipico de knock-down
ou knockout do gene PDS (Tavares-Esashika, 2021), demonstrando que 0s clones infecciosos
do RNAL selvagem de PepRSV constitui uma ferramenta eficaz para ser utilizada como vetor
de silenciamento génico induzido por virus (VIGS) em plantas de N. benthamiana.

Por outro lado, para as construgcdes obtidas a partir da incorporacao de delecdes sitio-
dirigidas no VSR (Construgédo 1-3 e AVSR), o fenotipo de branqueamento das folhas ocorreu de
forma parcial. O branqueamento das folhas agroinfiltradas com tais construgdes iniciaram aos 9
dpi, porém de forma mais branda e assim permaneceram. O apice do silenciamento do PDS em
N. benthamiana observada ocorreu aos 21 dpi para todos as constru¢des (Figura 3). Aléem do
embranquecimento, foi observado sintomas como nanismo e mosqueado para todas as plantas
agroinfiltradas. Entretanto, as plantas infiltradas com as constru¢fes 1-3 ¢ AVSR apresentaram
menor severidade dos sintomas (Figura 3). Concluimos que as mutantes ndo sdo suficientes

para induzir o knock-out do gene, mas sim apenas um nivel de knock-down.

37



Controle negativo RNA1selvagem RNA1AVSR RNA1 Construciao 1 RNA1 Construgcio 2 RNA1 Construcao3
(Planta sadia) RNA2LAV-PDS RNA2LAV-PDS RNA2LAV-PDS RNA2LAV-PDS RNA2LAV-PDS

Figura 3. Fenétipos de embranquecimento foliar em Nicotiana benthamiana resultantes do silenciamento do gene phytoene desaturase utilizando
vetores de silenciamento génico induzido por virus baseados em versdes atenuadas de pepper ringspot virus. Cada coluna corresponde a diferentes variantes
do RNAI (selvagem, AVSR e construgdes de 1-3), todas combinadas com RNA2-LAV-PDS. As imagens foram registradas aos 7, 14 e 21 dias pos-infiltracdo
(dpi) para ilustrar a progressdo temporal dos sintomas.
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7.3. Sintomas do estabelecimento de infeccdo e atenuagéo dos clones 2 e 4 de
pepper ringspot virus em N. benthamiana para protecdo cruzada

Para esse ensaio, de trés a cinco folhas verdadeiras de 20 plantas de N. benthamiana
foram infiltradas via agroinfiltragdo na parte abaxial com as construgdes derivadas do clone
infeccioso de RNAL (isolado CAM2) sem ou com delec¢des (Construgcdo 1-3, AVSR e selvagem),
conjuntamente ao RNA2 (clone 2, derivado do isolado Agl).

O mesmo procedimento foi feito para 20 plantas de N. benthamiana que foram
agroinfiltradas com as mesmas construgfes derivadas do clone infeccioso de RNAL,
conjuntamente ao RNA2 (clone 4, derivado do isolado Agl). Sabe-se que a partir de observacoes
feitas por Tavares-Esashika (2021), o clone 4 causa lesdes necréticas locais por morte celular
programada nas folhas de N. benthamiana, enquanto o clone 2 causa amarelecimento, nanismo
e deformacao foliar.

Os sintomas foram observados e registrados durante 30 dias ap0és infiltracdo (dpi) para
todas as construcdes de RNA1L co-infiltradas com RNA2 Agl (clone 2 e 4), com o objetivo de
avaliar a atenuacdo dos sintomas causados por PepRSV clone 2 e clone 4 (mutante), para
emprego do virus atenuado como premunizante em estratégias de protecdo cruzada na
tomaticultura nacional e na babaticultura internacional, ap6s insercao de delegdes sitio-dirigidas
de cisteinas no gene supressor viral de silenciamento génico p16 (VSR), presente no RNA1 de
PepRSV.

O fendtipo esperado para o clone 2 ¢ distinto do clone 4. Para o clone 2 o fenétipo com
nanismo e amarelecimento das folhas para a constru¢do do tipo selvagem era o esperado.
Enquanto para o clone 4, se esperava o aparecimento de necrose local, nanismo e deformacéo
foliar. Para as Construgdes de 1-3 ¢ AVSR do RNALI (tanto as co-infiltrados com o0 RNA2 do
clone 2, quanto com o RNA2 do clone 4) esperava-se menor severidade dos sintomas,
demonstrando que os clones infecciosos do RNAL de PepRSV foram atenuados e que tais
construgfes possuem potencial biotecnol6gico para seu emprego como premunizante em
estratégias de protecdo cruzada.

O fenotipo esperado foi observado para todas as construcées de RNAL, seja com delecéo
pontual (construgdes 1, 2 ¢ 3), seja com delegdo do gene completo (AVSR), tanto co-infiltradas
com 0 RNA2 do clone 2 (Figura 4), como com 0 RNA2 do clone 4 (Figura 6).
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Controle negativo RNA1selvagem RNA1AVSR RNA1 Construcio 1 RNA1 Construcao 2 RNA1 Construcao3
(Planta sadia) RNA2 C2 Ag1 RNA2 C2 Ag1 RNA2 C2 Agl RNA2 C2 Ag1 RNA2 C2 Ag1

7 dpi

14 dpi

21 dpi

Figura 4. Fenotipos de atenuacgdo de sintomas de infeccao viral causados pelas construcdes de RNAL de pepper ringspot virus em N. benthamiana
co-imfiltradas com 0 RNA2 do clone 2. Cada coluna corresponde a diferentes variantes do RNA1 (selvagem, AVSR e construgdes de 1-3), todas combinadas com
RNAZ2 do clone 2. As imagens foram registradas aos 7, 14 e 21 dias p6s-infiltracdo (dpi) para ilustrar a progressao temporal dos sintomas.
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Para a construcdo de RNA2 tipo selvagem, para o clone 4 observou-se que além de
necrose local causada por morte celular programada, registrou-se sintomas de maior severidade,
com necrose foliar extensa acompanhada de murcha (Figura 5, A e B, respectivamente).

Esse ensaio foi repetido duas vezes, pois, devido a severidade dos sintomas causados
pelo clone 4, plantas jovens de N. benthamiana se demonstraram mais susceptiveis, de modo
que as lesdes causadas por morte celular programada tipicas do clone 4 levarem todas as plantas
a morte em cerca de 10 dias pos-infiltracdo (dpi). Ainda que o segundo ensaio tenha sido
realizado dentro do protocolo estabelecido de 28 dias de idade para as plantas de N.
benthamiana, a construgédo do tipo selvagem do clone 4 causou morte nas plantas aos 16 dpi.
Para o clone 2 ndo foi observado mortes causadas pelos sintomas de PepRSV, mas sim devido
a possivel contaminacao por bactérias de solo durante a Gltima semana de avaliacdo. A avaliacdo
dos sintomas de murcha bacteriana foram observados e registrados.

Por fim, observou-se que as construcfes derivados do RNA1 do isolado CAM2
(construgdes 1, 2, 3 e AVSR) causaram sintomas atenuados quando comparados aos clones do
tipo selvagem, de modo que esse padrao de menor severidade de sintomas foi observado tanto
para as plantas co-infiltradas com a combinagdo de RNA1/RNAZ2 utilizando o RNA2 do clone

2, quanto do clone 4 (ambos derivados do isolado Agl).

Figura 5. Sintomas de infec¢do viral induzidos em N. benthamiana apds agroinfiltracdo do isolado
selvagem de RNAL de pepper ringspot virus combinado com o RNA2 do clone 4 (derivado de Agl). (A)
Formac&o de lesdes necrdticas locais nas folhas agroinfiltradas, caracterizadas por manchas irregulares de coloragéo
cinza a marrom, resultantes de morte celular programada local associada a resposta hipersensivel da planta. (B)
Necrose foliar severa acompanhada de murcha e colapso do tecido, observada nas folhas inferiores, com
enrugamento e perda de turgidez da lamina foliar, indicando progressdo da necrose e comprometimento fisiolégico
do tecido vegetal.
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Controle negativo RNA1selvagem RNA1AVSR RNA1 Construcio 1 RNA1 Construgao 2 RNA1 Construciao3
(Planta sadia) RNA2 C4 Ag1 RNA2 C4Agl RNA2 C4Ag1 RNA2 C4 Agl RNA2 C4 Ag1l

Figura 6. Fendtipos de atenuacdo de sintomas de infeccéo vital causados pelas construcdes de RNAL de pepper ringspot virus em N. benthamiana
co-imfiltradas com 0 RNA2 do clone 4. Cada coluna corresponde a diferentes variantes do RNA1 (selvagem, AVSR e construgdes de 1-3), todas combinadas com
RNAZ2 do clone 4 (mutante derivado do isolado Agl). As imagens foram registradas aos 7, 14 e 21 dias pos-infiltragdo (dpi) para ilustrar a progressao temporal dos
sintomas.
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7.4.  Andlise da curva-padrdo e da curva de dissociacdo das construgfes de RNAL
co-infiltradas com 0 RNA2 do clone 2 (isolado Agl) por RT-gPCR one step

Para avaliar as reagcfes da RT-gPCR, foi produzida uma curva-padrdo com base no log
10 do n° de copias de cada diluicdo (eixo x) e seus respectivos valores de Cq (eixo y), utilizando
cinco diluicdes seriadas 1:10 (10 ng, 1ng, 10 ng,10 ng e 10 ng), em triplicata.

O coeficiente de regressdo linear igual ou acima de 0,950 para todas as diluicbes de
ambos os segmentos de RNA, indicam uma correlacdo forte e positiva entre as variaveis. A

eficiéncia das reac@es foi calculada pela formula:

E = (10(-1/inclinacdo) — 1) x 100

Onde:

E = Eficiéncia da reacdo de RT-gPCR;

Inclinacdo = a taxa de variagdo da linha de tendéncia linear baseada em dados
conhecidos de Y e X.

Sendo:

Y = diluicdo em Log;

X = Cqg médio da reacdo de RT-gPCR em triplicata.

A faixa dindmica de deteccdo para ambos os segmentos de RNA variou de 1 a 5 unidades
de log 10 do n° copias do DNA plasmidial (Figura 7; Tabela 1).
A especificidade das reacOes foi avaliada pelas curvas de dissociagdo (melting curve)

gue apresentaram pico Unico para cada conjunto de primers e para cada diluicdo (Apéndice A).
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Figura 7. Curvas-padrao de cinco dilui¢Oes seriadas (1:10) geradas a partir do log 10 do nimero de cépias
do DNA plasmidial recombinante contendo a sequéncia-alvo especifica de cada RNA de PepRSV versus ciclo de
quantificagdo (Cq). A — RNA1 de PepRSV. B — RNA2 do clone 2 de PepRSV.
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Tabela 1. Avaliacdo da curva-padréo de RT-gPCR de cada segmento gendmico de RNA de

PepRSV para menor dilui¢io testada (10 ng).

Tamanho do DNA Ao 2 Lo i 7o Valor médio

RNA plasmidial (pb) Eficiéncia (%0) R Diluicéo Tm média (°C) de Cq
10 ng 80.105 9,944

1ng 80.225 14,886

RNA1 6.800 86,13914 0,955 10" ng 80.355 18,549
102 ng 80.405 21,209

10° ng 80.505 25,312

10' ng 82.604 10,931

1ng 82.654 14,609

RNA2 2.500 93,39898 0,9962 10" ng 82.604 17,287
102 ng 82.704 21,636

10% ng 82.704 24,872

Ap0s a obtencdo da curva-padrdo para cada segmento de RNA (RNAL e 2) de PepRSV,
foram feitos os ensaios com as amostras de RNA extraido de cada tratamento agroinfiltrado em
N. benthamiana para quantificacdo do ndmero de cdpias de RNA viral de cada segmento
gendmico (figuras 8 e 9, tabelas 2 e 3) e submetidos a analise de varidncia ANOVA (tabela 4
eb).

NuUmero absoluto de copias de RNAL
70.000.000
60.000.000
50.000.000
40.000.000
30.000.000
20.000.000

10.000.000

0 R [ — —
WT Construgdo 1 Construcdo 2 Construgdo 3  AVSR Sadia

m7dpi ®m14dpi =21 dpi

Figura 8. Gréafico do nimero de cdpias do segmento gendmico do RNAL de cada construgdo de PepRSV
quantificadas por RT-qPCR absoluta. Os tratamentos se encontram separados por dpi (dia pés-infiltragdo) para cada
construcdo. Wt (“Wild tipe”) = tipo selvagem (controle positivo); AVSR = Construcdo com p16 (VSR) deletado;
Sadia = controle negativo; “dpi” = dias pés-infiltracdo. Barras em azul representam amostras coletadas aos 7 dpi;
barras em laranja, aos 14 dpi; e barras em cinza, aos 21 dpi.
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Tabela 2. Quantificacdo absoluta do numero de copias do segmento gendmico de RNAL
das construgdes de PepRSV.

Cépias de RNA1

Dias de coleta Wit C1 C2 C3 AVSR Sadia
7 dpi 64.606.164  562.137 2.623.935 867.866 1.002.674 721
14 dpi 28.795.960 1.838.035  1.677.682 1.755.807 497.789 552
21 dpi Obt 3.131.698  4.873.118 2.350.482 400.426 570

Wt (“Wild tipe”) = tipo selvagem (controle positivo); C1 = Construgdo 1; C2 = Construgdo 2; C3 = Construc¢do 3;
AVSR = Construgdo com p16 (VSR) deletado; Sadia = Planta Sadia (controle negativo); “dpi” = dias pos-
infiltracdo. *Ob = Obito do tratamento de N. benthamiana devido infec¢o bacteriana.

Numero absoluto de copias de RNA2
5.000.000

4.500.000
4.000.000
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WT Construcéo 1Construcdo 2Construgdo 3  AVSR Sadia
m7dpi =14 dpi =21 dpi

Figura 9. Grafico do nimero de cépias do segmento gendmico do RNA2 do clone 2 (co-infiltrado com
cada construcdo de RNA1 de PepRSV) quantificadas por RT-qPCR absoluta. Os tratamentos se encontram
separados por dpi (dia pds-infiltracdo) para cada construgdo. Wt (“Wild tipe) = tipo selvagem (controle positivo);
AVSR = Construcdo com pl16 (VSR) deletado; Sadia = controle negativo; “dpi” = dias pés-infiltracdo. Barras em
azul representam amostras coletadas aos 7 dpi; barras em laranja, aos 14 dpi; e barras em cinza, aos 21 dpi.

Tabela 3. Quantificacdo absoluta do nimero de copias do segmento gendmico de RNA2
do clone 2 de PepRSV.

Copias de RNA2

Dias de coleta Wit C1 C2 C3 AVSR  Sadia
7 dpi 4.567.451 160.980 939.980 189.532 286.206 16
14 dpi 2.681.406 708.253 755.333 541.276 182.555 76
21 dpi Obt 101.635 162.891 568.862 160.928 138

Wt (“Wild tipe”) =tipo selvagem (controle positivo); C1 = Construgdo 1; C2 = Construgéo 2; C3 = Construcéo 3;
AVSR = Construcdo com p16 (VSR) deletado; Sadia = Planta Sadia (controle negativo); “dpi” = dias pds-
infiltracdo. 1Ob = Obito do tratamento de N. benthamiana devido infeccdo bacteriana.
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O isolado tipo selvagem apresentou niveis de acumulo viral muito superiores aos demais
tratamentos, tanto para RNAL, quanto para RNAZ2, especialmente nos estagios iniciais da
infeccdo, indicando alta eficiéncia replicativa. As construgbes 1-3 exibiram niveis
intermediarios de acimulo viral ao longo do tempo, sugerindo que tais mutagdes comprometem
parcialmente a fun¢do do VSR. Por outro lado, o mutante AVSR apresentou niveis reduzidos e
decrescentes de copias virais, indicando forte prejuizo na capacidade de manutencdo da
infeccdo. O controle negativo (Sadia) manteve niveis basais ao longo de todo o experimento,
confirmando a auséncia de amplificacdo inespecifica e a confiabilidade da quantificacéo.

Os dados analisados indicam que o isolado selvagem apresentou altissima replicacdo
inicial, superior a todos as demais constru¢fes. Houve uma queda entre 7 e 14 dpi, tanto para
RNA1 (de ~6,46 x 107 copias para ~2,88 x 107 copias), quanto para RNA2 (de ~4,56x10° copias
para ~2,68 x 10° copias), possivelmente associadas a resposta antiviral da planta de N.
benthamiana ou a danos fisioldgicos severos. Além disso, a morte da planta de N. benthamiana
aos 21 dpi ndo foi causada devido & alta viruléncia, mas sim, devido a infec¢ao por bactéria de
solo que contaminou o vaso em que estava o tratamento.

Todas as construcgdes possuem uma replicacdo mais baixa que o tipo selvagem, mas ainda
apresentaram um aumento progressivo ao longo do tempo. A Construgdo 1 apresentou uma
replicagdo moderada do RNA1, saindo de ~5,6 x 10° copias aos 7 dpi para ~1,8 x 10° copias aos
14 dpi e ~3,1 x 10° copias aos 21 dpi. Enquanto isso, teve declinio para RNA2, saindo de ~1,60
x 10° copias aos 7 dpi para ~1,10 x 10° copias aos 21 dpi. A Construcdo 2, por sua vez,
apresentou a maior carga viral para RNAL entre as construgdes com delecBes de cisteinas
(Construgdo 1-3), chegando aos 21 dpi, com um nimero de copias de ~4,9 x 10° copias de
RNAL. Enquanto isso, para 0 RNA2, a Construcdo 2 chegou aos 21 dpi com aproximadamente
1,62 x 10° copias. Por sua vez, a Construgdo 3 apresentou um perfil intermediario, mesmo
possuindo o maior nimero de dele¢des de cisteinas entre as trés constru¢des de RNAL, saindo
de ~8,7 x 10° copias de RNAI1 aos 7 dpi, para os ~1,7 x 10¢ copias aos 14 dpi e chegando ao
maximo de cerca de ~2,3 x 10° copias de RNAI aos 21 dpi. J& o RNA2 da Construgao 3, saiu
~1,89 x 10° copias aos 7 dpi, para ~5,41x10° copias aos 14 dpi, culminando em ~5,68% 10°
copias. Quando se trata da constru¢do com o pl6 deletado (AVSR), observou-se que essa
apresentou uma baixa carga viral desde o inicio, tanto para RNAL quanto para RNA2, tendo
uma queda continua ao longo do tempo, saindo de ~1,0 x 10° copias do RNAI aos 7 dpi, para

~4,0 x 10° copias aos 21 dpi. E se tratando do RNA2, AVSR, caiu de ~2,86 x 10° copias aos
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7dpi para ~1,60 x 10° copias aos 21 dpi. O controle negativo (planta sadia), obteve valores entre

16 e 700 cdpias em todos os tempos para RNAL e RNA2, indicando um ruido basal.

Tabela 4. Teste de varidancia ANOVA (one-way) por tempo (dpi) para o RNAL.

Tempo F-value p-value

7 dpi 3247.39 237 %1078
14 dpi 80202.38 1.05 x 10726
21 dpi 81517.23 9.55 x 107

Tabela 5. Teste de varidncia ANOVA (one-way) por tempo (dpi) para 0 RNA2.

Tempo F-value p-value

7 dpi 8699.18 6.45 x 1072
14 dpi 27656.10 6.26 x 1072
21 dpi 38008.61 9.29 x 107>

A andlise estatistica dos dados de quantificacdo absoluta por RT-qPCR revelou
diferencas altamente significativas entre os tratamentos em todos os tempos analisados (7, 14 e
21 dpi), conforme demonstrado pela analise de variancia, com valores de p< 0,001 em todos 0s
pontos experimentais de ambos os RNAs (RNA1 e RNA2). Os elevados valores de F obtidos
indicam que a variagao entre 0s grupos experimentais (Selvagem-Wt, construgdesl-3, AVSR e
controle negativo sadia) é substancialmente maior do que a variabilidade intragrupo,
evidenciando um efeito robusto das delec6es no gene VSR sobre a replica¢do viral. Embora a
ANOVA ndo permita identificar diretamente quais grupos diferem entre si, a magnitude das
diferencas observadas sugere padrdes biologicamente relevantes.

Por fim, os resultados demonstram que o isolado selvagem de PepRSV (Wt) possui alta
eficiéncia replicativa, especialmente nos estagios iniciais da infeccdo, enquanto as delecGes
pontuais no gene VSR comprometem significativamente essa capacidade. As construcdes 1-3
apresentaram acumulo viral intermediario e progressivo, indicando que as mutagdes afetam
parcialmente a funcdo do VSR, sem elimina-la de forma completa, ao passo que 0 mutante com
o VSR totalmente removido, o0 AVSR, evidenciou forte redugdo e declinio continuo da carga
viral, confirmando o papel essencial desse gene na manutencdo da infeccdo. As diferencas
observadas reforcam que as altera¢fes no VSR impactam a dinamica de replicacdo viral. Assim,

os dados evidenciam que a integridade funcional do VSR € determinante para 0 sucesso
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replicativo do virus, influenciando diretamente o acimulo dos segmentos RNA1 e RNA2 ao

longo do tempo.

8. DISCUSSAO

Os sintomas como nanismo, amarelecimento e mosqueado apresentados de forma branda
para todas as plantas agroinfiltradas com as construgdes com inser¢do de dele¢fes de codon de
cisteina no supressor viral de silenciamento génico p16 (VSR) podem indicar menor severidade
de sintoma. Entretanto, as combinacOes das construcbes com delecdes inseridas no RNA1L
(Construcdo 1-3 e AVSR) com RNA2-LAV-PDS nao induziram o fenotipo de bleaching tipico
do silenciamento de PDS como observado em trabalhos que utilizaram vetores baseados em
tobravirus para VIGS (Kumagai et al., 1998; Tavares-Esashika et al., 2020), indicando niveis
baixos de silenciamento génico. O desempenho reduzido sugere que, embora as delegdes
atenuem a supressdo do RNAI, elas também comprometem a replicacdo viral, diminuindo a
quantidade de RNAs virais necessarios para a producdo eficiente de siRNAs.

Experimentos envolvendo a delecdo das por¢des N-terminal ou C-terminal da proteina
rica em cisteina (CRPs) de p16 de TRV, demonstraram que a integridade completa do quadro
de leitura aberta (ORF) desse gene € essencial para a atividade supressora do silenciamento
génico (Ghazala et al., 2008).Dessa forma, mesmo que suas proteinas sejam homologas e sem
variagOes conformacionais bruscas, as constru¢des de RNAL (Construgdo 1-3 e AVSR) podem
se encontrar sujeitas a atenuacdo ou a perda da atividade supressora do gene p16 de PepRSV.
Diversos trabalhos demonstraram que modificacBes nas regides C ou N-terminal de um gene
pode comprometer ndo apenas a sua atividade biolégica principal, bem como pode também
comprometer sua replicacdo, ou mesmo induzir sua atenuacdo (Sacher & Ahlquist, 1989;
Ghazala et al., 2008; Cheng et al., 2009; Sherry et al., 2014; Kuo et al., 2022; Gori-Savellini et
al., 2024).

Dessa forma, as delecfes de codons de motifs de cisteina que foram incorporadas ao
genoma de PepRSV, sdo modificagdes agressivas para a conformacdo e funcdo da pl6,
impactando diretamente na sua conformacéo de a-hélice na regido N-terminal. Essas delecdes,
encontradas nas posicdes A42Cys e A47Cys da Construcdo 1 e 3, modificaram a estrutura da
proteina codificada pelo gene p16 a ponto de ndo haver conformacdo de uma das trés a-hélices
conforme predicdo do Alphafold 3 para a Construcdo 1. Assim, pode-se inferir que as delecbes
de motifs de cisteina na regido N-terminal do VSR (A42Cys e A47Cys) se trata de uma mutacao
agressiva para a funcionalidade do p16 como gene supressor de PTGS.
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A andlise comparativa das estruturas preditas para 0 VSR selvagem e suas construgdes
derivadas (Construcdes 1-3) evidencia diferencas relevantes organizacdo conformacional. A
confiabilidade das estruturas foi avaliada com base nas métricas pLDDT, PAE e pTM,
amplamente reconhecidas como indicadores robustos da qualidade estrutural (Jumper et al.,
2021; Abramson et al., 2024).

O VSR selvagem apresentou um nucleo central bem definido, com altos valores de
pLDDT e baixa variabilidade no PAE, indicando elevada confiabilidade estrutural, enquanto
regifes terminais mais flexiveis sugerem carater intrinsicamente desordenado, comum em
proteinas envolvidas em interagdes moleculares (Wright & Dyson, 2015). Em contraste, a
Construcdo 1 (AC_N-ter) apresentou baixa confiabilidade global, com perda de organizagéo
estrutural, indicando que a regido N-terminal é essencial para o enovelamento proteico (Dobson,
2003). Por outro lado, a Construgdo 2 (AC_C-ter) manteve o nucleo estrutural preservado,
sugerindo que a regido C-terminal ndo é critica para seu dobramento. Ja a Construcdo 3
(AC_NC ter) apresentou perfil intermediario, com reducdo na confiabilidade e maior
variabilidade estrutural, indicando possivel presenca de mdltiplos estados conformacionais
(Abramson et al., 2024). Em conjunto, os resultados indicam que a integridade estrutural da
VSR depende principalmente da regido N-terminal, enquanto a regido C-terminal parece
desempenhar papéis mais flexiveis, possivelmente associados a dindmica e interacOes
moleculares.

Por fim, pode-se considerar que as predicdes para 0 VSR selvagem e a Construcdo 2
possuem alta confiabilidade, podendo ter seus modelos aceitos. Ja a Construgcdo 3 possui
confiabilidade intermediéria, devendo haver cautela nas interpretac6es de seus dados. Enquanto
isso, a Construcédo 1 possui baixa confiabilidade preditiva, ndo sendo um modelo adequado.

Interessantemente, a construgao de RNA1 com delegao total de p16 (AVSR) também
conseguiu infectar a planta de forma sistémica incompleta quando co-infiltrada com RNA2-
LAV-PDS, embora o grau de infeccdo seja aparentemente brando. Isso implica que outro gene
pode exercer a fungdo de supressor de PTGS de maneira menos eficiente. Alguns virus vegetais,
como o citrus tristeza virus (CTV), ja foram mostrados como possuindo mais de um supressor
de PTGS (Costa et al., 2016). Para os tobravirus, foi demonstrado que a proteina de movimento
(MP) de 29k em TRV apresenta fungédo de co-supressdo (Deng et al., 2013). Assim, 0 PepRSV
pode conter outros supressores de PTGS além de pl16, atuando de forma redundante ou
complementar. Dessa maneira, PepRSV poderia ter sua capacidade de replicacdo comprometida,

ndo produzindo RNAs virais que servisse como molde em quantidade suficiente para o
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reconhecimento por parte do sistema imune da N. benthamiana e logo para a producdo de RNA
interferente de modo balanceado. Isso péde ser observado quando Costa et al. (2013) deletou o
pl6 de TRV e buscou silenciar PDS com dada construcao, resultando no fenotipo andlogo ao
observado em nosso experimento com PepRSV.

Além disso, estudos com cucumovirus (Xu et al., 2013) e nanovirus (Yan et al., 2024),
apontam que os residuos de cisteinas em genes supressores de silenciamento génico sdo
essenciais para a atividade supressora e para funcbes associadas, como localizacdo nuclear,
ligacdo a siRNA, de modo que mutaces pontuais inseridas nesses genes levam a perda de
funcdo ou atenuacdo da mesma. Em estudos com potyvirus, o resultado de uma Unica mutagao
pontual no VSR (substituicdo de uma lisina no dominio N-terminal por uma asparagina),
demonstrou que a mutacdo de um unico aminoacido no gene supressor pode abolir tanto a
atividade de supressdo de RNAI quanto a inducéo de sintomas (Del Toro et al., 2018). Assim,
as dele¢Oes pontuais de cddons de cisteinas no p16 de PepRSV, possiveis zinc-fingers do gene,
podem suprimir sua funcdo bioldgica principal (atividade de supressor de RNAI), fazendo com
gue o RNA interferente da planta possa agir com eficiéncia sobre as diferentes construces de
RNA1/RNA2, seja CAM2/LAV-PDS, bem como outras funcbes bioldgicas que podem
determinar o fenotipo observado de silenciamento parcial do PDS nas plantas de N.
benthamiana.

Quando o impacto das deleces de codons de cisteinas sdo analisadas por RT-gPCR,
observou-se picos Unicos de temperatura de melting (Tm) para todos os alvos (RNA1 e RNA2
de PepRSV) (Apéndice A). O controle com plantas sadias foi relevante para discriminagéo de
falsos positivos por meio da andlise da curva de dissociacdo, pois apesar de tais amostras
apresentarem valores de Cq dentro da faixa considerada positiva, esses foram muito baixos
quando comparados aos das plantas infectadas com as construgdes de PepRSV ou com o clone
2 (tipo selvagem).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que mutagdes no gene VSR impactam
significativamente a replicacdo viral ao longo da infecgdo, corroborando o papel central dessas
proteinas na interacdo virus—hospedeiro. A analise estatistica por ANOVA revelou diferencas
altamente significativas entre os tratamentos em todos os tempos analisados, indicando que as
alteragdes estruturais no VSR afetam de maneira robusta a dinamica de acimulo viral.

Além disso, a presenga de VSRS estd associada a capacidade dos virus de atingir altos
niveis de replicacdo e causar sintomas severos (Burgyan & Havelda, 2011). A reducé&o dréstica

na carga viral observada no mutante AVSR refor¢a essa fung¢do essencial. Trabalhos prévios

51



demonstram que virus deficientes em VSR apresentam acumulo limitado e frequentemente sdo
incapazes de estabelecer infeccao sistémica, devido a acao eficiente do silenciamento de RNA
(Voinnet, 2026). Esse comportamento € coerente com a tendéncia de declinio observada neste
estudo, sugerindo que, na auséncia do VSR, PepRSV se torna altamente suscetivel a defesa
antiviral da planta. Todavia, ainda que haja a auséncia do VSR no genoma de PepRSV, quando
analisamos a expressdo de silenciamento causado por VIGS, observamos que pode haver um
co-supressor redundante ainda nao descrito para PepRSV, assim como observaram no genoma
de TRV (Deng et al., 2013), pois ainda que néo silenciado o p16, PepRSV conseguiu permanecer
de forma sisteméatica em N. benthamiana, mas o silenciamento de PDS foi comprometido,
corroborando com os resultados de Deng et al. (2013) para TRV. Nesse sentido, sugere-se a
melhor caracterizacdo de MP de PepRSV, a luz do estudo citado que caracterizou MP de TRV
como supressor redundante.

As construcdes 1-3 apresentaram fendtipos intermediarios, indicando comprometimento
parcial da funcdo do VSR. Esse resultado é fortemente suportado por evidéncias na literatura
que demonstram que residuos especificos (incluso cisteinas conservadas) sao criticos para a
atividade supressora (Deng et al., 2015; Yan et al., 2024). Por exemplo, foi demonstrado que
mutacgdes em residuos de cisteina em proteinas VSR comprometem sua capacidade de ligacao a
siRNAs e sua atividade bioldgica, sendo essenciais para a fungdo supressora (Ghazala et al.,
2008; Deng et al., 2015; Yan et al., 2024). De maneira semelhante, alteragfes pontuais em
dominios funcionais de VSRs podem reduzir significativamente sua eficiéncia, afetando tanto a
supressdo do silenciamento quanto a patogenicidade viral (Akinyuwa & Kang, 2024). Além
disso, o fato de as construgdes 1-3 ainda manterem alguma capacidade replicativa sugere que 0s
codons deletados, contribuem para a eficiéncia, mas ndo sdo indispensaveis para a funcdo do
VSR, 0 que pode indicar que o VSR de PepRSV (p16) possui multiplos mecanismos de acao e
frequentemente apresentam redundancia funcional parcial, assim como demonstrado por
Pinczés et al. (2024) em estudos de funcdo complementar entre os genes da CP e VSR de
cucumber mosaic virus, peanut stunt virus e plum pox virus.

Esses resultados tém implicacbes diretas para estratégias de protecdo cruzada
(premunizacdo). As construcles atenuadas de PepRSV capazes de estabelecer infeccdo sem
causar danos severos sao ideais para induzir resisténcia contra isolados mais virulentos. Nesse
contexto, construgdes de 1-3 apresentam caracteristicas compativeis com agentes
premunizantes, uma vez que mantém replicacéo suficiente para colonizagdo do hospedeiro, mas

com viruléncia reduzida. Por outro lado, o mutante AVSR, devido a sua baixa capacidade
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replicativa, provavelmente ndo seria eficaz nessa aplicagdo, pois ndo sustentaria uma infeccéo
protetiva duradoura. Entretanto, neste estudo ndo realizamos o teste de desafio com isolado forte
selvagem do PepRSV. A avaliacdo da utilidade dos mutantes de RNA1 sera feita futuramente
por meio desse teste.

As folhas infiltradas com 0 RNA2 do clone 4 (mutante) apresentaram lesdes necréticas
locais aos 5 dpi, caracterizadas por manchas irregulares de coloracdo cinza (ou marrom), bem
delimitadas em relacdo ao tecido saudavel. Esse padrdo € tipico da inducdo de morte celular
localizada, associada a resposta hipersensivel (HR), um dos principais mecanismos de
imunidade inata em plantas. A resposta do tipo HR € desencadeada pelo reconhecimento
especifico de componentes virais por proteinas de resisténcia, levando a morte celular
programada no sitio de infecgéo e restringindo a multiplicacdo e o movimento do virus (Jones
& Dangl, 2006; Coll; Epple & Dangl, 2011). Em plantas de N. benthamiana, tais lesdes sao
comumente observadas poucos dias ap0ds a agroinfiltracdo, sendo amplamente utilizadas como
indicador de interacdo incompativel entre hospedeiro e patdégeno. Todavia, tal resposta foi
reduzida de forma acentuada quando se compara as plantas agroinfiltradas com CAM2/Agl
clone 4 com Construcdol-3/Agl clone 4 ou AVSR /Agl clone 4 (RNA1/RNA2). Outro sintoma
evidenciado no presente estudo, se trata de um quadro mais severo, com necrose foliar extensa
acompanhada de murcha, visivel pelo enrugamento da lamina foliar, perda de turgidez e colapso
estrutural do tecido. Esse tipo de sintoma sugere uma progressdo da infeccdo ou uma
intensificacdo da resposta de defesa, resultando em niveis mais amplos de morte celular. Durante
esse processo, a ativacdo de vias de sinalizacdo mediadas por espécies reativas de oxigénio
(ROS), acumulo de &cido salicilico e expressao de genes de defesa contribui para a amplificacéo
da resposta, podendo culminar em necrose localizada ou sistémica (Dodds & Rathjen, 2010;
Pallas & Garcia, 2011).
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9. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que o supressor de silenciamento génico pl6
(VSR) de pepper ringspot virus € um determinante critico da eficiéncia replicativa viral e que
residuos especificos de cisteinas desempenham papel fundamental na modulacdo de sua
atividade supressora.

A remocao total do VSR (AVSR) compromete severamente a infec¢do compromete
severamente a infeccdo de PepRSV, enquanto delecGes pontuais (construcao de 1-3) resultaram
em fenotipos intermediarios, evidenciando a importancia estrutural e funcional dessas regides
para a interacdo virus—hospedeiro.

As construcdes com delecbes de cisteinas de PepRSV (construcdo de 1-3) exibiram
niveis baixos de replicacdo viral, sugerindo comprometimento da funcdo do VSR mais que
esperado, demonstrando que residuos de cisteina séo criticos para a estabilidade estrutural e para
a atividade funcional de proteinas virais, incluindo VSRs. O fato de essas constru¢es manterem
capacidade de replicacdo, ainda que bem reduzida, sugere que tais residuos contribuem para a
eficiéncia do VSR, mas ndo sdo absolutamente essenciais para sua funcdo. Essa observacao é
consistente com o modelo de modularidade funcional dos VSRs, nos quais maltiplos dominios
podem atuar de maneira parcialmente redundante na supressao do silenciamento de RNA.

Esses fenotipos intermediarios das construcdes 1, 2 e 3 equilibram a replicacdo viral e
resposta antiviral do hospedeiro. Esse equilibrio é fundamental ndo apenas para a compreensao
da biologia da infeccdo viral, mas também para o desenvolvimento racional de aplicacbes
biotecnoldgicas, incluindo atenuados de PepRSV para protecdo cruzada, vetores de expressao
heter6loga baseados em tobravirus e sistemas eficientes de VIGS utilizando a combinagéo de
RNAL/RNA2 com as construgOes derivadas de CAM2 para RNAL e para o clone 2 (Agl) para
0 RNAZ2, tanto para protecdo cruzada, quanto para vetores de expressdo. Por fim, sdo necessario
maiores estudos em nivel de silenciamento génico para uso da combinagdo Construgcdes 1-3 (ou
AVSR)/RNA2-LAV-PDS, bem como estudos de interagdo planta-virus sobre o clone 4 de
PepRSV, sobretudo acerca da imunidade das plantas, para caracterizagdo dos mecanismos
causadores de sintomas de lesdo necrdtica, como a causada pelo clone 4, associado com
determinacdo da carga viral em ensaios de RT-gPCR para compreensdo de sua biologia de

replicacéo e interacdo com o hospedeiro.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, especialmente no que se refere a
atenuacdo dos clones infecciosos do RNAL de pepper ringspot virus, torna-se essencial a
realizacdo de ensaios bioldgicos complementares para validacdo das Construcfes 1-3. Nesse
contexto, destaca-se como etapa fundamental futura a condugdo de testes de desafio entre o
isolado selvagem (Wst) e os clones infecciosos atenuados (Construcdo 1-3), a fim de avaliar a
eficiéncia desses ultimos em induzir protecdo cruzada (premunizacdo) em hospedeiros
suscetiveis.

A premunizagdo é uma estratégia amplamente utilizada em virologia vegetal, baseada na
inoculacdo prévia de isolados atenuados para conferir resisténcia contra variantes mais
virulentas do mesmo virus. Diversos estudos demonstram que essa abordagem pode ser eficaz
na reducdo da severidade de sintomas e na limitacdo da replicacdo viral. No entanto, a eficacia
da protecdo cruzada depende de fatores como estabilidade genética do clone atenuado,
capacidade replicativa e manutengdo de determinantes antigénicos relevantes.

Dessa forma, a realizacdo de ensaios de desafio permitira verificar se os clones do RNA1
de PepRSV desenvolvidos neste trabalho sdo capazes de estabelecer uma infecgéo inicial estavel
e, subsequentemente, proteger a planta contra a infeccdo pelo isolado selvagem. Além disso,
esses experimentos possibilitardo avaliar parametros como acumulo viral, severidade de
sintomas e competitividade entre variantes virais, aspectos essenciais para validar o potencial

uso desses clones como ferramentas biotecnoldgicas no manejo de viroses.
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Figura 1. Curvas de dissociacdo (melting curve) com Tm especifica para amplicons de RNAL1 e RNA2
das diferentes construces de RNA1 co-infiltradas com RNA2 do clone 2 de PepRSV.
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