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RESUMO

O arroz esta entre os cultivos de maior importancia, tanto no ponto de vista de consumo, quanto de
geracao de renda. O Brasil possui um papel de destaque na produ¢do mundial de arroz, sendo o nono
maior produtor mundial. Dentre as pragas que infestam a cultura de arroz, destaca-se o acaro fitéfago
Schizotetranychus oryzae. Recentemente, este acaro foi observado em lavouras de arroz do RS
causando danos visiveis nas folhas e podendo acarretar danos econémicos. Para que isso nao ocorra,
as plantas precisam criar tolerancia a esse estresse, 0 que esta relacionado com a expressao
coordenada de respostas de defesas apds a infestacao. Este trabalho teve como objetivo identificar
proteinas diferencialmente expressas (PDE’s) em folhas de arroz apds infestagéo do acaro fitéfago S.
oryzae. Plantas de arroz foram crescidas em casas de vegetagdo e infestadas com os &caros. As
amostras foram submetidas a extracdo de proteinas e analisadas através da técnica de MudPIT
(Multidimensional Protein Identification Technology). Foram identificadas 925 PDE’s. Aumentando a
estringéncia, foram selecionadas 109 proteinas com no minimo 10 contagens espectrais. Foi visto que
0 aparato fotossintético € drasticamente afetado pela presenga do &caro, principalmente o fotossistema
Il. Outras proteinas diferencialmente expressas evidenciam que as plantas de arroz alteram diversas
rotas metabodlicas, tentando resistir a infestagdo dos acaros, como resposta a estresse oxidativo,
sintese de &cido jasménico, metabolismo de aminoéacidos, carboidratos e lipidios, modificacdo e
degradacdo proteica e fosfatases, o que leva a modulacdo de varias respostas celulares. O
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na interagdo do 4caro com a planta, através de
técnicas de andlise de expressdo em nivel proteico, pode contribuir para acelerar os processos de
melhoramento da espécie cultivada. Nossos dados revelam varias proteinas promissoras para
inlmeras abordagens biotecnoldgicas que buscam, futuramente, a tolerancia do arroz ao acaro S.

oryzae e também a outros herbivoros.

Palavras-chave: Proteinas, estresse biotico, expressao diferencial, fotossistema |l.



ABSTRACT

Rice is one of the most important crops on both the point of view of consumption, as income
generation. Brazil has a leading role in world production of rice, being the ninth largest
producer world. Among the pests that infest rice culture, highlights the phytophagous mite
Schizotetranychus oryzae. Recently, this mite was observed in the RS rice fields causing
visible damage to the leaves and economic damage. To avoid this, plants need to create
tolerance to stress, which is related to the coordinated expression of defense responses after
infestation. This study aimed to identify differentially expressed proteins (DEP's) in rice leaves
after infestation of phytophagous mite S. oryzae. Rice plants were grown in greenhouses and
infested with mites. Samples were subjected to protein extraction and analyzed by MudPIT
technique (Multidimensional Protein Identification Technology). We identified 925 DEP's.
Increasing the stringency, we identified 109 proteins with at least 10 spectral counts. It was
seen that photosynthetic apparatus is dramatically affected by the mite presence, especially
photosystem Il. Other DEP’s demonstrate that rice plants modify several metabolic pathways,
trying to resist to the mite infestation, including response to oxidative stress, jasmonic acid
synthesis, amino acid, lipid and carbohydrate metabolisms, protein degradation and
modification, and phosphatases, which lead to modulation of various cellular responses.
Understanding the molecular mechanisms involved in the interaction between rice plants and
mite by expression analysis in protein levels can contribute to accelerate the improvement
process of crop species. Our data revealed several promising proteins for numerous
biotechnological approaches that seek the rice tolerance to the mite S. oryzae and also to

other herbivores.

Keywords: Proteins, biotic stress, differential expression, photosystem I1.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das culturas mais importantes, sendo a
principal fonte de carboidratos para a metade da populacdo mundial (DUAN; SUN,
2005). De acordo com a FAO (2013), o arroz pode fornecer 20% da energia e 15% da
proteina diaria necesséaria para um adulto, em uma por¢cdo de 100g. No cenério
mundial, o Brasil € o maior produtor de arroz fora do continente asiatico. Nos estados
do sul do Brasil (RS, SC e PR) esta localizada a principal regido produtora de arroz,
correspondendo a 75% do total de 13,5 milh6es de toneladas produzidos no pais
(EMBRAPA, 2013). O Rio Grande do Sul (RS) é o maior produtor nacional, sendo
responsavel por mais de 65% do arroz colhido no pais. A média do rendimento de
graos de arroz irrigado no estado do RS é de aproximadamente 7,5 t/ha, bem acima
da média brasileira, que € de 4,5 t/ha. Este cenario demonstra claramente o papel de
destaque exercido pelo arroz produzido no RS para a agricultura brasileira
(EMBRAPA, 2013).

A evolucéo positiva da produtividade de arroz no Rio Grande do Sul atribui-se
ao desenvolvimento e recomendacao de novos cultivares, que atendem as exigéncias
de mercado e apresentam alta produtividade, boa qualidade de gréo, estabilidade de
producdo e, principalmente, melhor adaptacdo aos estresses bidticos e abioticos
(EMBRAPA, 2013). Para atender as exigéncias do mercado, o melhoramento
genético enfrenta hoje o desafio de produzir cultivares para sistemas de producéo
sustentaveis e de conservacao dos recursos nhaturais. Para cumprir esta meta, é
necessario o desenvolvimento de culturas adaptadas aos diversos ambientes de

cultivo e qgue minimize sua vulnerabilidade aos principais fatores bioticos.
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Um fator bidtico relevante nas lavouras de arroz no estado do Rio Grande do
Sul é a presenca do acaro fitdfago Schizotetranychus oryzae Rossi de Simons,
verificado em grande nimero populacional nas lavouras de arroz do cultivar IRGA 424
no municipio de Cachoeirinha e Taquari, causando danos visiveis nas folhas (FERLA
et al., 2013). Até o presente momento, ndo é possivel estimar o dano econémico
causado pela infestacdo desse acaro nas lavouras. Porém, j4 se tem conhecimento
que, ao alimentar-se, o acaro introduz o estilete nas células, provocando lesdes,
inibindo o seu crescimento e destruindo suas estruturas fotossintéticas e érgéos de
armazenamento, prejudicando assim a formacdo do grédo (SCHMIDT, 2014). O
metabolismo primario das plantas infestadas é perturbado, alterando especificamente
o0 metabolismo de aminoacidos e carboidratos, bem como o potencial hidrico das suas
células. O transporte de nutrientes também pode ser interrompido para dificultar o
acesso do fitofago (NACHAPPA et al., 2013). Nesse contexto, varios genes tém sua
expressdo modulada, podendo reduzir o efeito do estresse e levando a um
reajustamento celular, o que pode resultar em resisténcia da planta ao estresse
(RAMANJULU; BARTELS, 2002; MAHAJAN; TUTEJA, 2006).

As plantas estdo continuamente expostas ao ataque de patégenos e insetos.
Porém, tendo em vista a inexisténcia de resposta imune mediada por anticorpos, as
plantas desenvolveram, durante o processo de evolugdo, mecanismos diferenciados
de defesa que, quando acionados, traduzem essa percep¢do em uma resposta
adequada e de forma adaptativa (PIETERSE et al., 2005; SHEWRY; LUCAS, 1997;
WIT, 2007). A resisténcia da planta a um determinado patégeno é definida, sob o
aspecto genético funcional, como sendo a capacidade da planta em atrasar ou evitar
a entrada ou a subsequente atividade de um patégeno em seus tecidos (NOJOSA et
al., 2005; ATHAYDE SOBRINHO et al., 2005). Assim, a protedmica € uma ferramenta
importante, pois auxilia na identificagdo de proteinas relacionadas com a defesa em
resposta a estresses bidticos e abidticos em arroz (AGRAWAL et al., 2011; KIM et al.,
2014). Estudos protedmicos tém refinado o conhecimento da interagdo planta-
patdgenoem diversos niveis: molecular, bioquimico e fisiolégico (RAMPITSCH et
al.,2012; VANDERSCHUREN et al.,2013).

As informagbes disponiveis na literatura sobre as mudancgas causadas por
acaros fit6fagos nas plantas hospedeiras sdo escassos e normalmente limitados aos

efeitos visuais da infestacdo, enquanto que as modificagbes moleculares, bioquimicas
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e fisiologicas sédo muitas vezes negligenciadas. Com base nesse cenario, escrevemos
um artigo de revisdo (Anexo 1), publicado no periédico International Journal of
Acarology, onde discutimos os principais danos causados pelo acaro em plantas e

suas estratégias de defesa.

O presente trabalho visa o entendimento dos mecanismos moleculares
envolvidos na interagdo do acaro fitdfago S. oryzae com plantas de arroz,
caracterizando as proteinas diferencialmente expressas (PDE’s) nas folhas de arroz

em decorréncia da infestacao do acaro.

1.1 Problema

Quiais proteinas estdo envolvidas na resposta das plantas de arroz a infestacéo do

acaro fitéfago S. oryzae?

1.2 Hipotese

Plantas de arroz respondem a infestacdo dos acaros modulando a expressao de

diversas proteinas.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo geral

Identificar proteinas envolvidas na resposta de plantas de arroz a infestacdo do

acaro Schizotetranychus oryzae.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Obter plantas de arroz do cultivar IRGA424 infestadas pelo acaro

Schizotetranychus oryzae.
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- Extrair proteina e RNA das folhas de planta de arroz ndo infestadas (controle)
e infestadas pelo acaro.

- Identificar proteinas diferencialmente expressas (PDE’s) através da técnica de

MudPIT e Shotgun Proteomics.

- Correlacionar os niveis de expressdo de RNA e proteina através de PCR em
Tempo Real (RT-qPCR).

- Verificar a capacidade fotossintética das plantas.

1.4 Justificativa

Este trabalho € o primeiro estudo de identificacdo de proteinas de arroz na
interacdo com um A&caro fitéfago. Acaros dessa familia (Tetranychidae) ja foram
relatados em arroz em varias partes do mundo, causando graves danos econdmicos
(KARMAKAR, 2008). E de fundamental importancia compreender esses mecanismos
de interacdo, pois um dos grandes obstaculos para a estabilidade da producéo
nacional de arroz reside na susceptibilidade dos cultivares existentes a estresses

bioticos.

A identificac@o e caracterizacdo das proteinas identificadas e a comprovacéo
do envolvimento delas na interacdo acaro-planta contribuirdo para o esclarecimento
dos mecanismos moleculares, determinando seus padrdes de expressdo em resposta
aos estresses. Assim, a incorporacdo de novas ferramentas de genbémica funcional

pode permitir o desenvolvimento de cultivares com maior produtividade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) esta entre os cereais mais consumidos e cultivados
no mundo, sendo utilizado tanto para consumo humano como para racdo animal
(FAO, 2013). O arroz € uma cultura de destague mundial, sendo cultivada em todos
0s continentes, exceto na Antartida. Assim, posiciona-se entre os cultivos de maior
importancia, tanto no ponto de vista de consumo, quanto de geracdo de renda
(AGRIANUAL, 2008). Nos proximos anos, o setor arrozeiro mundial enfrentard uma
grande demanda, pois se estima que no ano de 2020 a populacdo mundial seja de 8,3
bilhdes de habitantes, dos quais 50% serdo consumidores de arroz. Para atender a
esta demanda, a producdo mundial de arroz deverd aumentar cerca de 70%
(SANINT, 2006).

O Brasil destaca-se na produgcéo mundial como sendo o nono maior produtor e
o principal produtor de arroz fora do continente asiatico (FAO, 2013). Atualmente, o
Rio Grande do Sul é considerado estabilizador da safra nacional, sendo o estado com
maior producdo. Na safra 2012/13, foram cultivados no Rio Grande do Sul 1,0 milh&o
de hectares de arroz irrigado, com producdo aproximada de 8 milhdes de toneladas
(IRGA, 2013), representando mais de 65 % da producéo brasileira (CONAB, 2014).
Nesse cenario, percebe-se claramente o papel de destaque da producéo de arroz no

estado do Rio Grande do Sul, conforme representado na Figura 1.
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Figura 1. Mapa da producédo de arroz no Brasil, safra 2012/13.

Fonte: Conab/IBGE

O aumento na producdo e a maior participacdo do arroz gaucho no mercado
internacional ocorrem devido ao desenvolvimento de cultivares melhor adaptadas aos
diversos ambientes (MENEZES et al., 2012). O Rio Grande do Sul é o estado que
melhor desempenha essa func¢do, conforme o Quadro 1, onde é possivel constatar
uma maior produtividade por hectare, atingindo em 2014 a maior média de producéo
ja registrada (7,46 t/ha) (CONAB, 2014).
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AREA (Em mil ha) PRODUTIVIDADE (Em kg/ha) PRODUGAO (Em mil )

REGIAD/UF Safra 12113 | Safra 13/14 |VAR. %] Safra 12113 | Safra 13114 | vAR. % | Safra 1213 | Satra 13114 [vAR. %

(a) (b) (bla) (e) (d) (dic) (e) {f (ffe)

NORTE 291,9 2936 06 3.530 3.490 (1,1) 1.030,2 1.0245  (0,6)
RR 20,0 20,0 - 5.452 5 387 (1.2) 1080 1077 (1.2)
RO 48.0 485 10 2765 2 80 13.1) 132.7 1300 (2,0
AC 132 132 - 1328 1416 6.8 175 187 69
AM 29 29 - 2110 2 037 (3.5) 6.1 59  (3.3)
AP 21 21 - 900 1,062 213 18 23 211
PA 8.6 [ - 2278 2153 (5.5) 167 3 1864  (55)
TO 18,1 1203 10 4750 4767 0.4 565.7 5735 14
NORDESTE 588,2 5700 (3.1) 1271 1.395 98 7473 7955 6.4
MA 4162 3854 (5.0) 1161 1.200 0.8 4857 4745  (4.3)
] 1251 1270 15 726 1.158 58,5 90,8 1471 620
CE 223 223 - 2426 2643 8.9 541 588 B9
RN 1.1 11 - 2520 2 840 12,7 28 31 107
) 0.2 0.2 - 98 750  GB1.3 - 0,2 N

PE 25 25 - 5677 5 680 0.1 14,2 14,2
AL 30 3.0 - 5877 5 A58 (0.,3) 176 17.6

SE 99 99 - 6.500 6.500 - 64,4 B4.4 N
BA 79 86 90 980 1.800 83,7 77 155 1013
CENTRO-OESTE 216,5 2187 1.0 3223 3238 0,5 697,7 7081 1,5
MT 166,3 1696 20 3175 3187 10.,3) 5280 537 1 17
MS 152 155 20 6.200 6.200 - 94,2 961 2.0
GO 35.0 336 (4.0 2157 2230 34 755 748 (0,8
SUDESTE 446 410  (81) 3.106 3190 2,7 138,5 130,68  (5.6)
MG 228 205  (10.1) 1856 2068 57 446 424 (4.9)
ES 1.0 0.7 (30.0) 2700 2713 0.5 2.7 19 (29.8)
RJ 1.4 10 (28.0) 3.100 3515 134 43 35 (18.6)
) 19.4 188  (3.0) 4.480 4415 i1.5) 86,9 B30 (4,5)
SUL 1.249,7 12979 39 7.308 7.368 0,8 9.132.9 95628 4,7
PR 33,0 311 (5.8) 5,201 5 490 38 174 6 1707 (2.2)
sC 150, 1 1501 - 6.828 7.050 33 1.024.9 10582 a2
RS 1.066.6 11167 47 7438 7 463 0.3 7.933 4 83339 50
NORTE/NORDESTE 880,1 B63,6  (1.9) 2.020 2.107 4.3 1.777.5 1.820,0 2.4
CENTRO-SUL 1.510,8 15576 31 6.599 6.678 1,2 9.969,1  10.401,7 4.3
BRASIL 2.390,9 24212 13 4.913 5.048 2,7 |  11.7466  12.221,7 4,0

Quadro 1. Quadro comparativo de area, produtividade e producdo de arroz, nos
estados produtores de arroz no Brasil, conforme levantamento feito pela Conab no
més de dezembro de 2014.

Fonte: Conab.

2.2 Incidéncia de &acaros na cultura de arroz: danos visuais e perdas ha

producao

Os acaros pertencem ao Filo Arachnida (que inclui as aranhas, escorpioes,
pseudo-escorpides e afins), e ao Subfilo Chelicerata. Constituem um grupo de
pequenos invertebrados que podem ser encontrados praticamente em todo o planeta.
O total de espécies conhecidas destes organismos, hoje, € estimado em 50.000
(IBSP, 2013). Como acontece em diversos grupos de organismos, entre 0s acaros
também sdo encontradas diversas formas de vida. Quanto & sua alimentagédo, podem

ser fit6fagos, sapréfagos, copréfagos, necrofagos, parasitos ou predadores (PEROTTI
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et al., 2009). O efeito da alimentagcdo dos fitéfagos sobre as plantas sdo severos em
curto e longo prazo. As estimativas para as perdas potenciais causadas por pragas
nas lavouras estdo em torno de 25% em nivel mundial (OERKE, 2006). Os fité6fagos
causam estresse, inibem o desenvolvimento das plantas, destruindo suas estruturas
fotossintetizantes e 6rgdos de reserva (RAVEN et al. 1996, SCHMIDT, 2014). Logo
apos a infestacdo, o metabolismo primario da planta infestada € perturbado,
especificamente alterando o metabolismo de aminoacidos e carboidratos, bem como
alterando o potencial hidrico das suas células. O transporte de nutrientes pode
também ser interrompido para impedir o acesso do fitéfago, o que nem sempre é
eficaz (NACHAPPA et al. 2013). O que se sabe é que muitos dos predadores
alimentam-se de acaros que danificam as plantas, desempenhando importante funcéo
no equilibrio ecolégico. Por outro lado, varios acaros sdo pragas (causam dano
econdmico), sendo responsaveis por muitos danos as plantas cultivadas em todo o
mundo (IBSP, 2013). Espécies de acaros que parasitam as culturas de arroz,

juntamente com os sintomas visuais associados, estdo resumidos na Figura 2.
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Nas culturas de arroz no Brasil, os acaros fitdfagos das familias Tarsonemidae
e Tetranychidae ja foram relatados. Entre os &caros Tarsonemidae destaca-se o
acaro Steneotarsonemus furcatus (De Leon), encontrado no estado do Mato Grosso
do Sul, provocando manchas nas folhas e problemas na formacdo dos grédos, o que
impede o desenvolvimento das paniculas e resulta em grédos vazios (NAVIA et al.,
2006 ). Em uma plantacdo do gendtipo Primavera, foram observadas reducdes de 30
a 50% no rendimento devido a presenca desse acaro (MORAES; FLECHTMANN,
2008).

Outro acaro da familia Tarsonemidae é a espécie Steneotarsonemus spinki
Smiley, que ndo foi relatada até o0 momento no Brasil, mas que é capaz de provocar
danos econdmicos significativos a cultura de arroz na China e Taiwan desde 1970. Na
década seguinte (anos 80), foi considerada uma praga nas culturas de arroz em toda
a Asia Tropical (KARMAKAR, 2008). Em 1990, S. spinki foi relatado na América
Latina, sendo identificado em algumas culturas de arroz da Republica Dominicana e
Cuba (FERLA et al., 2013), também sendo encontrado nos EUA em 2007 (HUMMEL
et al.,, 2009). Foram relatadas reducbes drasticas na producao (de até 90%). Este
acaro provoca deformidades nas paniculas das plantas infestadas e na superficie do
gréo, adquirindo uma cor marrom ou preta. A superficie interna da bainha da folha e
as cascas dos gréos atacados também se tornam castanhas (CHO et al. 1999).

Da familia Tetranychidae é relatado o acaro Oligonychus oryzae Hirst, que é
considerado uma das principais pragas que infestam plantacdes de arroz na india e
outros paises asiaticos, sendo responsavel por perdas consideraveis e reducdo na
producédo de arroz (RADHAKRISHNAN; RAMARAJU, 2009). Mudas de arroz tornam-
se pélidas e atrofiadas, e as folhas demonstram uma textura fragil (NIAZI; SINGH,
2001). Trés espécies de Tetranychidae séo relatadas no Brasil na cultura do arroz:
Aponychus schultzi (Blanchard), Oligonychus grypus Baker & Pritchard e

Schizotetranychus oryzae Rossi de Simons.

S. oryzae foi descrito em Corrientes (Argentina) e Rio Grande do Sul (Brasil)
(FLECHTMANN, 1985), e também foi relatado nos estados de Sédo Paulo (ROSSETO
et al.,, 1971), Rio de Janeiro e Espirito Santo (BARCELLOS et al. 1979). As plantas
atacadas por S. oryzae apresentam sintomas visuais que se assemelham a

deficiéncia de nitrogénio, com pequenas areas branco-amareladas, que podem ser
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visiveis na face adaxial da folha, semelhantes a infec¢Bes virais. Estas areas
correspondem a pequenas coldnias de acaros, normalmente na face abaxial da folha.
Os acaros estao protegidos pela fina teia que tecem e que, com o passar do tempo,
coalescem, formando listras brancas ao longo das nervuras (BARCELLOS et al.,
1979). Folhas infestadas apresentam areas cloréticas nas superficies abaxial e
adaxial. De acordo com Ferla et al. (2013), S. oryzae € o acaro fitofago mais

representativo na cultura do arroz no Estado do Rio Grande do Sul.

2.3 Alteracdes moleculares e fisiol6gicas causadas por acaros fitéfagos

Poucos estudos tém sido relatados a respeito dos mecanismos de defesa de
plantas de arroz contra artropodes. A maioria dos estudos € realizada em
dicotiledéneas (principalmente tomate - Solanum lycopersicum L.) (BALMER et al.,
2013). As alteragbes moleculares e fisiologicas, bem como os mecanismos de defesa
promovidos pela infestacdo de acaros fit6fagos, sdo mostrados na Figura 3. Esta
figura ndo é baseada na cultura do arroz, mas certamente a maioria dos processos
descritos aqui € semelhante, com base no pressuposto de que as plantas contam com
mecanismos de defesa conservados para se defenderem da infestacdo de pragas
(WU et al., 2014).
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Figura 3- Mudancas fisiologicas e moleculares em plantas infestadas com &caros

fitofagos e estratégias de defesa utilizadas pelas plantas.

Fonte: BUFFON et. al, 2014.
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As respostas das plantas contra os artropodes sao geralmente desencadeadas
por receptores que reconhecem elicitores associados aos herbivoros e conjugados de
acidos graxos-aminoacidos, que sdo os principais componentes da secrecdo oral de
insetos herbivoros (GILARDONI et al., 2010). Estas moléculas sdo essenciais para a
resposta especifica da planta contra o herbivoro (HALITSCHKE et al., 2003). Em
resposta a infestacdo de artropodes, o &cido linoleico € liberado a partir de lipidios de
membrana e, continuadamente, convertido em acido jasmonico, que causa a ativacao
transcricional de genes que levam a um aumento na producdo de compostos
relacionados a defesa (HEIL; BOSTOCK, 2002). Além disso, a infestacdo pode
reduzir os niveis de proteinas solUveis, bem como a concentracdo de acucares, 0 que
resulta em parada no crescimento da planta (PETANOVIC; KIELKIEWICZ, 2010).

Espécies reativas de oxigénio (ERO’s) estdo presentes em todas as células
animais e vegetais. Sado geradas como subproduto de reacdes metabdlicas aerébias
em varias organelas celulares, tais como mitocéndrias, cloroplastos, peroxissomos e
membranas celulares (SCHMITT et al.,, 2014). A produgcdo de ERO’s, que é
aumentada pela infestacdo de acaros, pode afetar a producdo de biomassa vegetal. O
estresse oxidativo também pode afetar a eficacia fotossintética, devido a restricdes
estométicas, assim como danificar a membrana celular, aumentar a taxa de
degradacdo de proteinas e de DNA e, consequentemente, levar a morte da célula.
Algumas proteinas do aparato fotossintético podem ser inativadas pelo estresse
oxidativo, acarretando a dissipacdo de luz sob a forma de calor, comprometendo
assim a producao de energia (SCHMITT et al., 2014). Segundo Fadini et al. (2004), os
acaros fitéfagos danificam as células do mesdfilo foliar e estimulam o fechamento dos
estbmatos, causando uma diminuicdo na taxa fotossintética em plantas altamente

infestadas.

As estratégias de defesa utilizadas pelas plantas contra diferentes artropodes
podem ser quimicas ou fisicas (ZHANG et al., 2013). A primeira defesa quimica € a
sintese de metabolitos téxicos para os herbivoros, e em seguida, as proteinas que,
em longo prazo, criam defesas fisicas, como um aumento na densidade de tricomas
(WORRAL et al.,, 2012). A expressao de lectinas (proteinas anti-insetos produzidas
pelas plantas, capazes de afetar negativamente o crescimento populacional da praga)
€ alterada apos o ataque de herbivoros (MICHIELS et al., 2010). As defesas quimicas

incluem ainda a sintese de metabdlitos secundarios que atenuam a sua



29

digestibilidade para uma ampla gama de potenciais consumidores (STRAUSS;
ZANGERL, 2002). A defesa fisica inclui rigidez dos tecidos e a presenca de ceras,
espinhos e tricomas, que diminuem o acesso dos fitfagos aos tecidos vegetais, além

de interferir na alimentacao (VET, 1999).

As defesas das plantas podem apresentar outras duas classificacoes:
constitutiva, que esta sempre presente, independente se h4 ou ndo invasores; ou
induzida, que ocorre somente depois que a planta foi atacada, sendo especifica para
os fitofagos que estdo infestando a mesma (FADINI et al.,, 2004). Apos ter sido
exposto a um agente indutor, os mecanismos de Resisténcia Sistémica Adquirida
(RSA) e Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) sao ativados, permitindo a ativacéo de
mecanismos de defesa, ndo somente no local da inducdo, mas também em outros
locais (CONRATH et al., 2006). RSA caracteriza-se pela liberacdo de um sinal no
local da infestacdo, o que gera a necrose do tecido e a translocacéo deste sinal para
outras partes da planta, induzindo reacdes de defesa que vao proteger a planta de
agressoes subsequentes. Na RSI, principal linha de defesa contra os acaros fitéfagos,
o indutor ndo causa sintomas como a necrose no local de infestacdo, mas induz a
planta a proteger-se sistemicamente. Podem ser citados como mecanismos de defesa
induzidos, as transformacdes da parede celular, a producdo de fitoalexinas e um
aumento na expresséao de diversos genes (WARD et al., 1991), incluindo aqueles que
codificam proteinas relacionadas com patogénese (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).
As plantas também se defendem através da producdo de toxinas repelentes e anti-
nutricionais, assim como a liberacdo de compostos organicos volateis que atraem
acaros predadores que se alimentam de &caros fitéfagos. E importante lembrar que
estes compostos, além de ajudar a planta, alertam as plantas ao redor, que comecam

a se preparar para uma provavel futura agresséao do herbivoro.

Genes de defesa envolvidos nas vias de sintese de acido jasmonico (AJ), acido
salicilico (AS) e etileno sédo responsaveis pela producdo de proteinas de defesa
(glucanases, quitinases, proteases, polifenol oxidases, inibidores da protease), que
restringem os danos a que a planta estd sujeita. Também séo ativados os genes
envolvidos na detoxificacdo celular, tais como peroxidases, catalases e superéxido
dismutases (GRINBERG et al.,, 2005; NACHAPPA et al. 2013). Através de uma
abordagem metaboldmica e transcriptbmica, Kant et al. (2004) indicaram que um dia

apos a infestacdo de um acaro fitofago em folhas de tomate, as respostas diretas de
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defesa (como a atividade de inibidores de protease e de transcricdo de genes
envolvidos na sintese de AJ, AS e etileno) jA& haviam sido ativadas. Embora o
aumento na expressao de enzimas envolvidas na biossintese de monoterpenos e
diterpenos ja ocorria no primeiro dia, um aumento significativo na emissdo de
terpenoides volateis ocorreu apenas no quarto dia, coincidindo com um aumento na
preferéncia olfativa de acaros predadores (Phytoseiulus persimilis) por plantas
infestadas. Estes dados indicam que plantas de tomate acionam suas defesas
indiretas (producdo de compostos volateis) para complementar a resposta de defesa

direta contra a infestagéo de &caros fit6fagos.

Os compostos produzidos pelas plantas podem alterar o comportamento de
acaros fitéfagos, bem como causar intoxicacdo. Acaros tém a capacidade de se
adaptar a esses compostos, e desta forma, as plantas precisam sintetizar outras
substancias que esses agressores ainda nao estejam adaptados (DERMAUW et al.,
2013). Uma vez atacadas, as plantas tornam-se mais sensiveis por meio de um
processo chamado "priming", que torna a planta mais rapida na resposta a novos
estresses bidticos (HEIL; BOSTOCK, 2002). Efeitos priming podem ser provocados
através de indutores quimicos, como o acido (-aminobutirico (JAKAB et al., 2001).
Este mecanismo ainda ndo € completamente entendido, mas implica a ativacao de
proteinas sinalizadoras, fatores de transcricdo e genes de defesa. Desta forma, o
priming € um mecanismo de tolerdncia em longo prazo desenvolvido pelas plantas.
Porém, estes mecanismos causam um gasto energético, que podem levar a perdas
de produtividade (WORRAL et al., 2012).

2.4 Técnicas de analise de expressao diferencial de proteinas

A protedmica diferencial, que envolve a identificacdo de proteinas mais ou
menos expressas em determinado tecido, tem se destacado como uma ferramenta de
extrema importancia na descoberta de proteinas envolvidas em diversos processos. O
termo protedmica € definido como o conjunto de proteinas produzidas a partir do
material genético disponivel (WILKINS et al., 1995).

A protebmica utliza-se de técnicas de separacdo de proteinas, que

posteriormente séo identificadas por espectrometria de massas. Muitas metodologias
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vém sendo utilizadas para a separagdo de proteinas, porém, as mais citadas séo a
eletroforese em gel bidimensional (2DE, do inglés two-dimensional gel
electrophoresis) (O'FARRELL 1975; BJELLQVIST et al., 1982), que tem seu potencial
analitico reconhecido, pois é capaz de gerar informagbes importantes como
modificacdes pos-traducionais (GORG et al., 2007); e a separag¢do por cromatografia
liquida (LC, do inglés liquid chromatography), desenvolvido em amostras com
misturas proteicas mais complexas (MOTOYAMA; YATES, 2008). A espectrometria
de massas (MS, do inglés mass spectrometry) identifica as proteinas anteriormente
separadas. Para isso existem diversos tipos de ionizadores, analisadores de massas
e fragmentadores de ions, que possibilitam uma andlise mais refinada do proteoma

nessa técnica em comparacao com o gel 2DE (HAN et al., 2008; YATES et al., 2009).

A aplicacdo de técnicas de analise protebmica em grande escala utilizando a
abordagem de separacdo do extrato proteico por cromatografia liquida
multidimensional seguida de espectrometria de massas (Multidimensional Protein
Identification Technology - MudPIT) ja é descrita, porém, a identificacdo de proteinas

de defesa da planta na interacdo acaro-planta é um estudo totalmente inovador.

A protedbmica vem sendo utilizada para identificar a localizacéo de proteinas em
diferentes tecidos (CAPRIOLI et al., 1997; CHAURAND et al., 2004; MAGALHAES et
al., 2008), na andlise de interacdes proteina-proteina (ARENKOV et al., 2000;
JACKMAN et al., 2008), na elucidacdo de processos fisiolégicos (KOLKMAN et al.,
2006; MATHESIUS, 2008) e na caracterizacdo de diferentes regibes celulares
(EUBEL et al. 2008), assim contribuindo no conhecimento da interagéo planta-parasito
(WANG et al., 2005; COUMANS et al. 2009; SHAH et al. 2009; RAMPITSCH et al.
,2012; VANDERSCHUREN et al., 2013).

2.5 MudPIT (Multidimensional Protein Identification Technology) ou Tecnologia
Multidimensional de Identificacdo de Proteinas

A tecnologia multidimensional de identificacdo de proteinas (MudPIT) € o
método escolhido para a andalise de amostras de proteina em que sédo necessarias
técnicas de separacdo mais elaboradas, onde se consegue identificar proteinas com

menor peso molecular, que séo praticamente indetectaveis utilizando a técnica de
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2DE, conseguindo assim uma maior representacdo do proteoma da amostra de
interesse (CHOE et al., 2005).

MudPIT é uma técnica protebmica baseada em cromatografia, onde uma
mistura complexa de peptideos € gerada por clivagem proteolitica e carregada dentro
de uma coluna bifasica (microcapilar), empacotada em sequéncia com uma matriz de
troca catidnica forte (SCX, do inglés strong cation exchange) e outra de fase reversa
(RP, do inglés reverse phase) (BEYS DA SILVA et al., 2014). Depois que a mistura
complexa de peptideos € injetada na coluna bifasica microcapilar, esta é colocada
diretamente em linha com um espectrometro de massas. Os dados gerados por
espectrometria de massas em uma corrida de MudPIT sdo depois analisados para
determinar a diversidade de proteinas da amostra original (BEYS DA SILVA et al.
2014), conforme a Figura 4. A andlise quantitativa pode ser baseada na contagem
espectral (spectral count), onde o numero total de espectros MS/MS é linearmente
correlacionado com a abundancia de proteina ao longo de um alcance dinamico de
duas ordens de magnitude. Além disso, a contagem espectral mostrou que tem maior
reprodutibilidade técnica em comparacdo com outras amostragens estatisticas, como
a cobertura na sequéncia e a contagem de peptideos (LIU et al., 2004; ZHANG et al.,
2006)
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Fluxograma da identificacao das proteinas
aplicando a tecnologia de MudPIT
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Figura 4. Esquema representativo da identificacdo das proteinas aplicando a técnica
de MudPIT.

Primeiro € feita a preparacdo da amostra bioldégica de interesse, extracdo das
proteinas e quantificacdo das proteinas extraidas por BCA. Uma mistura complexa de
peptideos é gerada por clivagem proteolitica com a enzima tripsina. Esses peptideos
sdo bombeados para HPLC (High Performance Liquid Chromatography), apés ligados
via eletropulverizacdo a um espectrémetro de massas. Apds, é feita a verificacdo e
medicdo dos ions fragmentados. Com as sequéncias geradas sdo feitas buscas no
banco de dados (RefSeq) e a identificacdo das proteinas pelo Blast (figura
gentiimente cedida pelo Dr. Walter Orlando Beys da Silva, com algumas
modificagcdes).
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Os trabalhos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Biotecnologia e de
Biologia Molecular do Centro Universitario UNIVATES e no laboratério do Dr. John
Yates Il (The Scripps Research Institute, San Diego, CA, Estados Unidos), nos anos
de 2013/2014.
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UNIVATES, Lajeado — RS.

3.2 Material vegetal

Sementes de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica) da cultivar BR-IRGA424 foram
esterilizadas e germinadas por quatro dias em uma incubadora BOD (28°C) em placas
de petri com papel umedecido com agua destilada. Apds a germinacéo, as plantulas
foram transferidas para um substrato formado por vermiculita:solo, numa mistura 1:3,
sendo mantidas por 14 dias em incubadora e depois transferidas para baldes de
plastico contendo solo e 4gua, em condicdo ambiente de casa de vegetacdo, com
umidade controlada de 70% (Figura 5). Um balde de plastico contendo cinco plantas
de arroz altamente infestadas por S. oryzae foi gentilmente cedido pelo Instituto Rio-
Grandense do Arroz (IRGA, Cachoeirinha do Sul, RS) e foi usado para infestar as
plantas de arroz por aproximacao. Plantas controle (sem infestacdo de S. oryzae)
foram mantidas isoladas para evitar a infestacdo de acaros. O experimento foi
composto por folhas controle (C) e dois niveis de infestacdo de acaros (infestacéo
inicial ou PI: pouco infestadas; e tardia ou MI: muito infestadas). As folhas de plantas
Pl apresentavam dano parcial na folha e presenca de aproximadamente 20 acaros
por folha; as folhas de plantas Ml apresentavam dano total na folha e presenca de
aproximadamente 180 acaros por folha (Figura 6). Nesse trabalho utilizamos somente
as amostras controle e pouco infestadas, porém, as amostras de folhas muito
infestadas foram armazenadas para trabalhos futuros. As folhas foram coletadas e
mantidas em freezer a -80°C até o momento em que foram pulverizadas em nitrogénio

liquido para a extracdo de proteinas e RNA.
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Figura 6. Folhas de arroz coletadas de plantas controle, pouco infestadas e muito
infestadas com o0 acaro Schizotetranychus oryzae. Da esquerda para a direita:

Controle: sem infestacdo do acaro e sem dano na folha. Pouco infestadas: com dano

parcial da folha (infestacdo precoce). Muito infestadas: com dano total da folha

(infestacgéo tardia).
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3.2.1 Extracéo de proteinas

Trés amostras (aproximadamente 250 mg) de folhas controle e pouco
infestadas foram submetidas a extracdo de proteinas utilizando-se o Kit Total Plant
Protein Extraction, Sigma. A concentracdo das proteinas extraidas foi quantificada
pelo método BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL). A deplecdo da proteina Rubisco
foi realizada utilizando o método de (KRISHNAN; NATARAJAN.,2009).

3.2.2 Espectrometria de massas

As proteina foram digeridas com tripsina (Promega, Madison, WI) por 16 horas
a 37 °C, conforme metodologia previamente descrita para MudPIT (BEYS DA SILVA
et al.,, 2014). O procedimento foi realizado no laboratério do Dr. John Yates Il
(Department of Chemical Physiology - The Scripps Research Institute, La Jolla, San
Diego, CA, EUA). Os espectros MS/MS foram analisados utilizando o site

(http://www.integratedproteomics.com/). As proteinas foram identificadas utilizando-se

o banco de dados especifico para arroz da plataforma do NCBI, Reference Sequence
Database (RefSeq).

3.2.3 Andlises de bioinformaética

O software PatternLab foi utilizado para identificar as proteinas
diferencialmente expressas ou exclusivas de uma das condi¢cbes, encontradas nas
amostras controle em comparagdo as amostras pouco infestadas. Comparacdes
pareadas entre as duas condi¢cdes foram realizadas utilizando dados de contagem
espectrais em uma versdo atualizada do PatternLab’s TFold. A anélise dessas
proteinas se baseou nos seguintes parametros: as proteinas que nao foram
detectadas em pelo menos quatro das seis corridas por tratamento ndo foram
consideradas, utilizando o valor de g-value de 0,05 e um F-stringency de 0,01.
Proteinas de baixa abundancia, com baixos p-value e um significativo fold change,

mas baixos valores espectrais foram removidos usando L-stringency de 0.4. Além


http://www.integratedproteomics.com/
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disso, um fold change absoluto maior que dois foi usado para selecionar as proteinas

diferencialmente expressas (PDE’s).

3.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das amostras de folhas de arroz foi extraido com o kit NucleoSpin
Plant RNA (Macherey-Nagel) e armazenado a - 80°C. A sintese da primeira fita de
cDNA foi realizada com o kit SMART PCR cDNA Synthesis, utilizando a enzima
transcriptase reversa M-MLV e 2 ug de RNA.

3.3.1 Desenho dos primers especificos para os genes que codificam as

proteinas de interesse

Foram desenhados primers especificos para os genes que codificam as
proteinas diferencialmente expressas de interesse. A expressao diferencial destes
genes foi confirmada por RT-gPCR (PCR em Tempo Real). Estes primers foram
desenhados para amplificar entre 100 e 150 pares de bases na extremidade 3’ ndo-

traduzida e para que a temperatura de melting (Tm) fosse 60 + 2°C. Tabela 1.

Tabela 1 — Lista de Primers utilizados no RT-qPCR.

Mais expressos ou expressas somente na condigdo controle

Gene Forward primer 5'-3'
Chlorophyll A-B binding protein  GGGACCGTAGCTTAGCAGTG

Photosystem Il reaction center

Reverse primer 3'-5'
TCATCTCGTCGCACTAAACC

brotein ATTCAGACCTCGCAACCAGA TCGGTGTAATGACTCGACAAA
Cyloctiome bo-f complex TTGGTTAGGTATTGGAGCAACA GCACGGTACTTCACGATTGA

Expressas somente na condi¢cdo de infestacéo

Ubiquitin carboxyl-terminal

TACATTCGCTCGCTGACTTG CGACAGGATGTGACCAACAC
hydrolase
Ubiquitin-conjugating enzyme GAGTCGGATGAAAAGGGTGA AAGAAAAGCATGCACGGACT
3-isopropylmalate dehydratase o1 rrGTCCCCTTGGGTAAT GCAAAATCATGTCCACCAAA
large Aconitase
Slutathione S-transferas C- CTTTCACCATCTCTGCCGTA GCACCACTGGGAAGGAATAA

Controle

OsUBQ5 AACCAGCTGAGGCCCAAGA ACGATTGATTTAACCAGTCCATGA
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3.3.2 PCR em Tempo Real (RT-gPCR)

As analises de RT-gPCR foram realizadas no aparelho StepOne da Applied
Biosystems, em placas de 48 pocos. A reagcdo consistiu de uma etapa inicial de
desnaturacao de 5 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C (captacdo dos dados de fluorescéncia).
Apos, foi realizada uma curva de dissociacdo que consiste no aumento gradual da

temperatura (0,3°C por segundo).

As reagcOes de RT-gPCR foram realizadas em um volume final de 20 pL,
constituido por 10 yL do cDNA das amostras diluidas 100 vezes, 4,25 uL de agua
Milli-Q, 2 uL de Tampao PCR 10X, 1,2 uL de MgCl250mM, 0,1 uL de dNTP’s 10mM,
0,4 uL dos pares de primers 10uM, 2,0 yL de SYBR Green (1:10.000) e 0,05 yL de
Platinum Taqg DNA Polymerase (5 U/uL, Invitrogen).

Os niveis de expressao dos genes de interesse foram avaliados em relagédo ao
gene controle Ubiquitina 5 (OsUBQ5 ) (JAIN et al. 2006). Para tanto, a expressao
génica relativa foi calculada e avaliada de acordo com o método 22CT (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008) modificado, que leva em conta as
eficiéncias de amplificacdo de cada par de primers (Expressdo Relativa cene TesTE /
GENE conTROLE = (effPCR GC)Ct € / (effPCR GT)® €T). Cada amostra foi avaliada em

quatro repeticdes técnicas e trés repeticdes bioldgicas.

3.4 Parametros fotossintéticos

Para a verificacdo da capacidade fotossintética das plantas foi utilizado um
fluorimetro portatil (OS30p, Optisciences, UK) (STRASSER et al. 2000, 2004;
TSIMILLI et al., 2008). Foram analisadas 10 folhas (22 ou 32 abaixo da folha bandeira)
de cada condicdo (controle e pouco infestadas). Regibes centrais da folha foram

mantidas por 20 minutos no escuro (envoltas em papel aluminio) e depois receberam
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um pulso de luz de 3,000 pmol fétons m= s1. Foram analisados 16 parametros do JIP

test.

3.5 Andlise estatistica

As médias foram comparadas atraves do Teste t de Student, utilizando-se dois
niveis de significancia (p<0,05 e 0,01). Nas analises estatisticas foi empregado o
software SPSS versado 21.0 (SPSS Inc., USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram analisadas proteinas expressas em folhas de plantas
de arroz controle (sem infestacdo) e pouco infestadas (com infestacdo precoce do
acaro S. oryzae, com dano parcial na folha e aproximadamente 20 acaros por folha),
procurando identificar proteinas com possibilidade de participagdo no processo de

defesa da planta.

4.1 ldentificacdo das proteinas diferencialmente expressas
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Foram identificadas 2.466 proteinas na condicdo de infestagcdo e 1.593 na
condicdo controle. A maioria destas proteinas estavam presentes em ambas as
condicdes (1.574 proteinas, que corresponde a 63,83%) destas 32 foram mais
expressas na condi¢cdo controle e nenhuma mais expressa na condi¢cao de infestagcao
Das proteinas exclusivas, 19 foram expressas somente na condi¢cdo controle e 872

expressas somente na condicéo de infestacéao.

I Control leaves: 1,593
[ ] Early-infested leaves: 2,446

Schizotetranychus oryzae-rice

interaction
Identified proteins 1.593 2,446
Exclusive proteins 19 872
Proteins identified in both leaves 1,574

Differentially expressed proteins - 5
(up-regulated)

Figura 7 - Diagrama de Venn mostrando a disperséo de proteinas identificadas entre
as condic¢des Controle e Pouco Infestada, utilizando 0,001 de probabilidade.
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Aumentando a estringéncia dessas analises, foram selecionadas somente as

proteinas com 10 ou mais contagens espectrais. Desta maneira, os resultados

tornam-se ainda mais significativos. Com a selecdo das proteinas com 10 ou mais

contagens espectrais foram relacionadas 109 proteinas, das quais 37 encontram-se

mais expressas nas folhas controle e 72 mais expressas nas folhas infestadas

(Tabela 2).

Tabela 2. Lista das proteinas diferencialmente expressas identificadas em folhas de

arroz nas condicGes controle e infestada pelo acaro Schizotetranychus oryzae. As

proteinas em negrito foram confirmadas em RT-qPCR.

DOWN-REGULATED PROTEINS IN EARLY INFESTED RICE LEAVES

Spec
counts
Functional Control/
categories Description Locus E-value Infested Fold Change
Oxygen evolving enhancer protein 3
domain LOC_0s07g36080 7.e-152 795/42 18.93
Chlorophyll A-B binding LOC_0s04g38410 4.e-180 428/34 12.59
Chlorophyll A-B binding LOC_0s11g13890 0 502/42 11.95
Chlorophyll A-B binding LOC_0s07g37550 0 557/48 11.6
Chlorophyll A-B binding LOC_0s06g21590 9.e-180 259/23 11.26
Ribulose bisphosphate carboxylase
large LOC_0s10g21268 8.e-137 6018/549 10.96
Chlorophyll A-B binding LOC_0s09g17740 0 703/68 10.34
Cytochrome b6-f complex iron-sulfur LOC_0s07g37030 2.e-166 443/45 9.84
Photosynthesis  Chlorophyll A-B binding LOC_0s01g41710 0 551/57 9.67
Chlorophyll A-B binding LOC_0s01g52240 0 351/39 9.00
Ribulose bisphosphate carboxylase
large LOC_0s01g58020 4.e-104 1560/176 8.86
Chlorophyll A-B binding LOC_0s07g38960 0 257/34 7.56
Ribulose bisphosphate carboxylase
large LOC_0s10g21268 2.e-125 4332/573 7.56
Plastocyanin, chloroplast precursor LOC_0s06g01210 2.e-107 1038/140 7.41
Chlorophyll A-B binding LOC_0s08g33820 0 192/33 5.82
Photosystem Il reaction center
protein LOC_0s08g15296 3.e-50 37 -
Cytochrome b6-f complex subunit
4 LOC_0s10g21326 8.e-95 29 -
Lactate/malate dehydrogenase LOC_0s01g61380 0 96/12 7.54
Lactate/malate dehydrogenase LOC_0s03g56280 0 533/71 7.51
Carbohydrate Glycosyl hydrolases family 17 LOC_0Os01g71820 0 58/9 6.44
metabolism and
energy Glycosyl hydrolases family 17 LOC_0s01g71830 0 44/4 6.44
production \1p ¢\ nthase gamma chain LOC_0s07g32880 0 537/96 5.59
NAD dependent
epimerase/dehydratase LOC_0s05g01970 0 106/23 4.61
ATP synthase epsilon chain LOC_0s01g58000 2,e-94 173/42 4.12
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Glycosyl hydrolases family 17 LOC_0Os01g71860 0 10 -
Starch synthase LOC_0s06g04200 0 19 -
Thioredoxin LOC_0s12g08730 l.e-124 214/23 9.3
Oxidative stress- . . .
related Copper/zinc superoxide dismutase LOC_0s03g22810 7.e-105 58/8 7.25
2-Cys peroxiredoxin BAS1,
chloroplast LOC_0s04g33970 2.e-52 135/23 5.87
LTPL113 - Protease inhibitor/seed
Protease storage/LTP LOC_0s02g44320 4.e-86 289/19 15.21
inhibitors LTPL122 - Protease inhibitor/seed
storage/LTP LOC_0s04g46830 7.e-91 141/11 12.82
Lipid
metabolismo Enoyl-acyl-carrier-protein reductase LOC_0s08g23810 0 65/17 3.8
Actin LOC_0s12g44350 0 94/8 11.75
Cupin LOC_0s08g35760 7.e-152 318/53 6.00
Others DEAD-box ATP-dependent RNA
helicase LOC_0Os06g48750 0 123/38 4.4
Ubiquitin LOC_0s05g38310 2.e-57 24 -
Unknown Expressed protein LOC_0s05g48630 2.e-97 289/17 17.00
Obs: - = exclusive of control condition.
UP-REGULATED PROTEINS IN EARLY INFESTED RICE LEAVES
Spec
counts
Functional Control/
categories Description Locus E-value Infested Fold Change
Aspartyl aminopeptidase LOC_0s12g13390 0 19 -
OsPOP12 - Putative Prolyl LOC_0s06g11180 0 18 -
Oligopeptidase
Puromycin-sensitive LOC_0s08g30810 0 16 i
aminopeptidase
Zinc_peptidase LOC_0s02g46520 0 15 °
Protein Ubiquitin carboxyl-terminal -
modification/ h d?olase y LOC_0s01g08200 0 14
degradation A)sl artic proteinase oryzain-1 -
partic p y LOC_0s05g49200 0 13
precursor
Peptidase, M24 LOC_0s05g28280 0 12 °
Ubiquitin-conjugating enzyme LOC_0s09g12570 1.e-109 12 -
Proteasome/cyclosome repeat -
containing LOC_0s04g51910 0 10
3-|sopropy[malate dehydratase LOC_0s02g03260 0 15 -
large Aconitase -
Aminotransferase, classes | and Il LOC_0s01g08270 0 14 -
Cystelne dgsulfurase 1, LOC_0s09g16910 0 13 -
mitochondrial
Amino acid D-aminoacylases LOC_0s05g08930 0 13 )
metabolism . . _
Peptidyl-prolyl isomerase LOC_0Os08g41390 0 11
Argininosuccinate lyase LOC_0s03g19280 0 10 -
Aspartate aminotransferase LOC_0s09g28050 0 10 -
Amine oxidase, flavin-containing LOC_0s03g08570 0 10
UDP-glucose 6-dehydrogenase LOC_0s03g55070 0 12 -
UDP-glucose 6-dehydrogenase LOC_0s12g25690 0 12 -
Carbohydrate R
metabolism and oo uble starch synthase 3, LOC_0s04g53310 0 1
. chloroplast
energy production ) R
Beta-galactosidase LOC_0s01g72340 0 10
Citrate synthase, LOC_0s02g13840 0 10 :
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epimerase/dehydratase LOC_0s05¢32140 0 10
Sucrase-related LOC_0s02g49320 0 10
Acyl-coenzyme A oxidase 1.2,
peroxisomal LOC_0s06g01390 0 14
2-oxo0 acid dehydrogenases LOC 0s12008170 0 13
acyltransferase — 9
Lipid metabolism 3-ketqacyI-CoA thiolase, LOC_0s10g31950 0 1
peroxisomal —
3,4-dihydroxy-2-butanone kinase LOC_0s03g51000 0 11
phosphatidylinositol-specific LOC 0s09036520 0 1
phospholipase — 9
Oxidoreductase, aldo/keto LOC 0s07004990 0 21
reductase - 9
Glutathione S-transferase, C- LOC_0s08g43680 0 18
Oxidative stress  terminal -
related Leucoanthocyanidin reductase LOC_0s04g53810 0 17
Glutathione S-transferase LOC_0s109g38780 2.e-168 11
Tyrosyl-tRNA synthetase LOC_0s019g31610 0 20
Trargls';? éldon- Methionyl-tRNA synthetase LOC_0Os06g31210 0 18
Cysteinyl-tRNA synthetase LOC_0s099g38420 0 10
Mitochondrial import receptor LOC 0s01069250 2 6151 12
subunit - 9 '
Transport related  |mportin subunit beta LOC_0s129g38110 0 10
Cysteine-rich repeat secretory LOC_0s05g02200 0 10
Lipoxygenase 2.1, chloroplast LOC Os12037260 0 39
precursor - 9
Jasmonic acid .
synthesis Lipoxygenase LOC_0s129g37350 0 14
COP9 signalosome complex
subunit 5b LOC_0s04g56070 0 11
Ser/Thr protein phosphatase LOC_0s01g49690 0 11
Phosphatase
Ser/Thr protein phosphatase LOC_0s02g57450 0 10
General metabolic Aldehyde dehydrogenase LOC_0s02g07760 1.e-130 14
processes Aldehyde dehydrogenase LOC_0s01g40860 0 11
Cyclophilin LOC_0s09g39780 l.e-131 13
Stress-response  \yp domain, G-beta repeat domain LOC Os06019660 0 10
containing - 9
5-formyltetrahydrofolate cyclo-
Metabolism purine ligase LOC_0s07939070 0 12
and pirimydin Adenylosuccinate synthetase,
chloroplast LOC_0s03g49220 0 11
RNA related- TUDOR protein with multiple SNc
Stress domains LOC_0s02g32350 0 19
Detoxification Metallo-beta-lactamase LOC_0Os01g47690 0 15
Hormone . .
signaling Gibberellin receptor GID1L2 LOC_0s07g06830 0 15
Hormone-related Nitrilase LOC_0s029g42330 0 14
Chitin- related Pro-resilin LOC_0s06912580 0 12
Nitrogen gene .
metabolismo Nifu LOC_0s05g06330 0 12
Calcium-signaling Peflin LOC_0s11g04480 0 10
Signal .
transduction Ras-related protein LOC_0Os069g35814 4.e-159 10
Carboxyvinyl-carboxyphosphonate LOC Os12008760 0 15
phosphorylmutase - 9
Transposon protein, putative, _
Others CACTA LOC_0Os11g06570 1.e-103 14
Haloacid dehalogenase-like LOC_0s10g32730 0 13

hydrolase



Villin
O-methyltransferase

Lissencephaly type-1-like homology
motif

HEAT
MA3 domain-containing protein
PDI

DnaK

CGMC_MAPKCMGC_2_ERK.12 -
CGMC includes

LOC_0s03g24220
LOC_0s08g06100
LOC_0s03g14980
LOC_0s07g38760
LOC_0s08g02690
LOC_0s03g29190
LOC_0s02g48110
LOC_0s06g06090

O O O o o o o o

12
11
11
11
11
11
10
10
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Unknown

expressed protein
expressed protein

expressed protein

LOC_0s03g58372
LOC_0s01g70400
LOC_0s11g21990

5.e-08
9.e-126

15
12
11

As proteinas foram agrupadas arbitrariamente em categorias funcionais,
conforme sua possivel funcdo molecular. As proteinas mais expressas ou expressas
somente na condicdo controle enquadraram-se nas seguintes categorias:
fotossintese, metabolismo de carboidratos e producdo de energia, estresse oxidativo,

inibidores de proteases e metabolismo de lipidios.

As proteinas expressas somente nas folhas infestadas compreendem as
seguintes categorias: modificacdo e degradacdo de proteinas, metabolismo de
aminoacidos, metabolismo de carboidratos e producdo de energia, metabolismo de
lipidios, estresse oxidativo, traducdo, transporte, sintese de acido jasmonico,
fosfatases, processos metabdlicos gerais, resposta a estresse, metabolismo de purina
e pirimidina, RNA relacionado a estresse, detoxificacdo, sinalizacdo de horménios,

metabolismo de nitrogénio, sinalizacdo de célcio e transducao de sinal.

4.2 Confirmacédo dos padrdes de expressédo encontrados no MudPIT utilizando
RT-qPCR

As proteinas em negrito da Tabela 2 foram correlacionadas em nivel de RNA
por RT-gPCR. As proteinas correlacionadas por RT-gPCR foram selecionadas
conforme busca feita em referencial tedrico. Chlorophyll A-B binding protein,
Photosystem 1l reaction center protein e Cytochrome b6-f complex subunit foram

selecionadas por estarem envolvidas com o processo fotossintético, grupo funcional
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mais afetado pela infestacdo dos &caros. Outro grupo selecionado foi o relacionado a
processos de ubiquitinacdo (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase e Ubiquitin-
conjugating enzyme). As proteinas 3-isopropylmalate dehydratase large Aconitase e
Glutathione S-transferase C-terminal foram selecionadas por estarem envolvidas com

estresse oxidativo, que é ocasionado por diversos estresses abibticos e bioticos

Para validar os resultados encontrados no MudPIT e correlacionar a expresséo
das proteinas envolvidas na resposta ao acaro, foram projetados primers especificos

para os genes selecionados.

Os sete genes testados foram correlacionados por RT-gPCR, conforme
mostrado na Figura 8. Destes, trés foram mais expressos na condi¢cdo controle e
qguatro mais expressos na condicdo de infestacdo, correlacionando em nivel de RNA

os resultados encontrados no MudPIT (em nivel de proteina).

(a) Chlorophyll A-B binding protein (b) Photosystem Il reaction center protein (c) Cytochrome b6-f complex subunit 4
140 * 14 * 10 *
s s §s
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> > >
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o © 22
g 2 2]
0 0+ 0+
Control El Control El Control El
(d) Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (e) Ubiquitin-conjugating enzyme (f) 3-isopropylmalate dehydratase large aconitase
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(g) Glutathione-S-transferase
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Figura 8 — Correlacdo dos niveis de expresséo encontrados no MudPIT por RT-qPCR.
Os valores representam a média de trés amostras + erro padrédo. *p< 0,05 e **p< 0,01.
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4.3 Alteracfes no sistema fotossintético

Quando as plantas sdo expostas a condigbes estressantes, realizam uma
transicdo metabdlica, saindo de uma condi¢cdo de crescimento e reproducao para uma
condicdo defensiva. Durante esta mudanca metabdlica, ocorre a modulacdo na
expressdo de diversas proteinas, incluindo algumas envolvidas com o aparato
fotossintético (BILGIN et al., 2010)

A categoria funcional mais diferencialmente representada foi a da fotossintese,
com um total de 17 proteinas mais expressas na condi¢cdo controle. A proteina
Oxygen evolving enhancer protein 3 domain, seguida da Chlorophyll A-B binding
foram as mais diferencialmente expressas (em torno de 19 e 12 vezes menos
expressas nas folhas infestadas, respectivamente). Com esses resultados, percebe-
se claramente que a maquinaria fotossintética da planta é prejudicada apds a
infestacdo do &caro, diminuindo a expresséo de proteinas relacionadas com essa via

e provavelmente afetando a capacidade da planta de obter energia via fotossintese.

A medicdo de clorofila com fluorescéncia € um método ndao-invasivo,
amplamente utilizado para monitoramento de diferentes espécies de plantas
(PERCIVAL et al.,, 2003). Neste estudo, os parametros fotossintéticos foram
analisados para verificar a ocorréncia de estresse causado pelo &caro e confirmar se
as proteinas fotossintéticas encontradas no MudPIT realmente tém sua funcédo
alterada. Entre os parametros usados estdo o0 Plass que revela o indice de
desempenho fotossintético, Plass mede os fétons absorvidos pela antena FSIl. Os
outros 2 parametros estdo relacionados com a fluorescéncia que sdao N e Sm que
medem numero de rea¢des redox até que a intensidade maxima de fluorescéncia seja
alcancada e o numero de elétrons transportados, os trés parametros alterados estédo

relacionados ao fotossistema Il.

No nosso trabalho, também verificamos uma diminuicdo destes parametros

com a interacgdo arroz-acaro, conforme Figura 9.
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Figura 9— Parametros fotossintéticos (Sm, Piass € N) analisados nas folhas controle e
infestadas pelo acaro Schizotetranychus oryzae.

PIABS € um dos parametros fotossintéticos mais abrangentes, pois considera
todos os principais processos fotoquimicos (SIMIC et al.,, 2014). Em estudos
anteriores, Plass foi utilizado para estimar a vitalidade da planta em resposta a
diferentes estresses ambientais (STRASSERS et al., 2000). A diminuigao de Plass em
resposta a salinidade foi principalmente devido a uma diminuicdo da eficiéncia
fotoquimica e no transporte de elétrons (BACARIN et al.,, 2011). O indice de
desempenho fotossintético também é relatado como um 6timo indicador de estresse
hidrico, conforme estudos feitos com plantas de trigo os valores de Plass foram
reduzidos devido a desidratacao (ZIVCAK et al., 2008). Estudo feito por Jafarinia et al.
(2012) mostrou que Plabs e N foram alterados em plantas de canola por diferentes
concentracbes de NaCl, com o aumento das quantidades de sal ocorre uma

significativa diminuicdo dos valores desses dois parametros.

Outros estudos também verificaram que alguns paréametros fotossintéticos
foram alterados por diferentes estresses, como no morango com a presenca em altas
quantidades dos gases como NO, CO e SOz (MUNEER et al., 2014), em algas por
estresse salino (DEMETRIOU et al., 2007) e em feijdo (Vigna radiata) por deficiéncia
mineral (MUNEER et al., 2012, 2013). Acredita-se que pode haver uma transferéncia
menor de elétrons e um menor investimento em energia na maguinaria bioquimica
dessas plantas quando submetidas a esses estresses, pois elas ndo conseguem
explorar de forma eficiente a energia devido a presenca do estresse oxidativo
(MUNEER et al., 2014). A quantidade de estudos analisando os parametros
fotossintéticos a diversos estresses é extensa, porém, relatos da identificacdo de
proteinas envolvidas e que tém sua expressao alterada por esses estresses ainda sao

€SCassos.
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Com base em nossos resultados, sugerimos que o fotossistema Il é afetado em
resposta a infestacdo de S. oryzae, sendo provavelmente o primeiro e principal alvo
de estresse bidtico no aparato fotossintético das plantas de arroz. Estes dados séo
reforcados pela identificacdo de mudancas nos niveis de expressdo de proteinas e
dos parametros fotossintéticos do fotossistema Il. Assim, os dados encontrados nesse
estudo sdo muito significativos, pois mostram pela primeira vez que o sistema

fotossintético Il € alterado por estresse bidtico.

4.4 Estresse oxidativo e sintese de acido jasménico

A rapida producao de ROS (do inglés reactive oxygen species) é muito citada
em plantas como uma resposta ao estresse biotico (MORAN; THOMPSON, 2001;
APEL; HIRT, 2004). Em niveis fisiologicamente baixos, a funcdo das ROS é de
mensageiros na sinalizacdo intracelular, enquanto o excesso de ROS induz a
modificacdo oxidativa de macromoléculas, inibicdo do funcionamento de proteinas e
promocdo de morte celular. Um aumento na quantidade de substancias oxidantes
induzidas por estresses ambientais pode ser altamente téxico (KELLY; GIBBS, 1973;
CIRCU; AW, 2010). Uma das consequéncias da atividade de ROS é o dano oxidativo
na integridade da membrana, devido a processos de peroxidacao lipidica, podendo
resultar na geracdo de compostos altamente citotéxicos (GATEHOUSE, 2002). Para
manter a homeostase em condicdes de estresse, as plantas precisam fortalecer os
mecanismos de resisténcia, tais como de defesa celular. Assim, as plantas reagem
produzindo enzimas detoxificantes para manter os niveis de ROS em tecidos
infectados com patégenos (SHARMA et al., 2012).

Neste estudo foram identificadas diversas enzimas antioxidantes com
expressdo diferencial. As proteinas Oxidoreductase, aldo/keto reductase e a
Glutathione S-transferase foram expressas somente nas folhas infestadas. Os genes
gue codificam essas proteinas também apresentaram maiores expressées em nivel
de RNA, conforme visto na Figura 8. Esses resultados sustentam a hipotese de que o
estresse oxidativo € induzido apés o inicio da infestacao dos acaros. As Glutationa S-

transferases (GSTs) sdo enzimas que desempenham um papel fundamental na
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detoxificagdo celular de compostos xenobioticos e de ROS, sendo uma proteina muito
citada em estresses abibticos, mostrando que sua expressao é alterada por inUmeros
estresses. GSTs ja foram citadas como diferencialmente reguladas por varios
estresses abioticos, incluindo seca (BIANCHI et al., 2002), uso de herbicidas
(EDWARDS; DIXON, 2005), dano mecanico nas folhas (VOLLENWEIDER et
al.,2000), baixas temperaturas (ANDERSON; DAVIS, 2004), baixo teor de oxigénio
nos tecidos (MOONS, 2003), altos niveis de peroxido de hidrogénio (LEVINE et al.,
1994), luz UV (LOYALL et al., 2000), deficiéncia de fosfato ( EZAKI et al., 1995),
excesso de metais (EZAKI et al., 2004) e estresse salino (ROXAS et al., 2007; JHA et
al., 2011).

A partir de um estudo recente, verificou-se que as GSTs estavam envolvidas
na regulacdo do alongamento celular e floragdo em resposta a luz (CHEN et al.,
2007). A superexpressao de genes GST em arroz melhora sua tolerancia a baixa
temperatura (TOSHIKAZU et al., 2002) e em plantas de tabaco aumentaram a
resisténcia ao estresse oxidativo (YU et al., 2003). De acordo com Sharma et al.
(2014) o aumento na expressao do gene GSTU4 de arroz em plantas de Arabidopsis
resultou em sensibilidade reduzida aos hormonios vegetais auxina e acido abscisico.
Entretanto, as plantas transgénicas revelaram maior tolerancia quando expostas a
estresse salino e estresse oxidativo, o que pode ser atribuido a menor acumulacdo de
ROS e maior atividade de GST. Alguns estudos tém demonstrado que a expressao de
GSTs é ativada também por estresse bibtico, tais como ataques de patdégenos e
elicitores fungicos (EDWARDS et al., 2000). Assim podemos verificar que a atividade
de GST em plantas protegem as células de diversos tipos de estresses abidtico e

biético enfatizando a importancia da proteina verificada no nosso estudo.

Quando a planta é infestada por herbivoros, multiplas vias de sinalizacdo séo
ativadas, incluindo as do acido jasmonico (AJ), acido salicilico (AS) e etileno (ET).
Estas vias elicitam as respostas de defesa e resisténcia da planta aos herbivoros
(BOSTOCK 2005; HOWE; JANDER, 2008). O AJ é um hormdnio fundamental para o
desenvolvimento de respostas das plantas também aos estresses abidticos
(WASTERNACK; HAUSE, 2013). Este horm6nio desempenha um papel fundamental
na biossintese de metabdlitos secundarios (DE GEYTER et al., 2012). Esta envolvido
na resposta ao estresse oxidativo, uma vez que ativa o ciclo ascorbato-glutationa para
a reducéo de ROS (SASAKI-SEKIMOTOS et al., 2005).
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Proteinas relacionadas a via de sintese do acido jasménico foram verificadas
com elevada expressdo, como Lipoxygenase (LOX) e COP9 signalosome complex
subunit 5b, foram expressas somente nas folhas infestadas. Em um estudo recente
realizado por Tianpei et al. (2015), o gene LghIT2 de Leiurus quinquestriatus
hebraeus, que codifica uma toxina de escorpido anti-insetos, foi introduzido em arroz
para melhorar a sua resisténcia contra lagartas. A expressdao de LOX foi
significativamente aumentada em plantas transgénicas que continham o gene LghlT2,
em comparacdo com o tipo selvagem. Isto sugere que LghlT2 regulou a expresséo de
LOX, embora seja desconhecido esse funcionamento. LOX é um marcador da
sinalizacdo de AJ, e a inducdo de LOX deve ter induzido a biossintese de AJ, o que é
crucial para a regulacdo das defesas da planta contra herbivoros. LOX desempenha
um papel importante na biossintese de AJ e também esta envolvido na resposta de
defesa da planta a fatores ambientais. Dessa forma, a regulacdo das lipoxigenases

encontradas pode ser importante para a defesa da planta contra o acaro.

4.5 Alteragc6es no metabolismo de aminoacidos e carboidratos

Quando a planta sofre um estresse, as alteracdes metabdlicas ocorridas nao
estdo limitadas a producdo de ROS, mas se estendem a todo o metabolismo primario
da planta. O estresse oxidativo induz e provoca alteracdes dinamicas no metabolismo
de carboidratos e aminoacidos (LEHMAN et al., 2009). Nesse estudo encontramos
varias proteinas relacionadas aos metabolismos de carboidratos e aminoéacidos. A
proteina 3-isopropylmalate dehydratase large, aconitase que foi expressa somente
nas folhas infestadas (Tabela 2), e seu aumento de expresséao foi confirmado também
em nivel de RNA por RT-gPCR (Figura 8). Nado encontramos estudos que abordam
essa proteina relacionada a estresses, porém, essa proteina apresenta um dominio

aconitase, normalmente relacionado a ROS.

A proteina mais abundante na categorial funcional metabolismo de carboidratos
foi a UDP-glucose 6 desidrogenase. Karkonen et al. (2005) mostrou que a proteina
UDP-glucose 6 desidrogenase desempenha um papel importante na biossintese das

pentoses da parede celular durante o crescimento pds-germinativo de plantas de
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milho. A atividade enzimética da UDP-glucose 6 desidrogenase é dependente de
fosforilacdo, sendo desligada quando defosforilada. No estudo feito por Yin et al.
(2014) a UDP-glicose-6-desidrogenase foi fosforilada em resposta ao estresse de
inundacao, indicando que ela estava ativa em condicbes de estresse e que pode
desempenhar um papel importante na protecao e preservacao da parede celular em

plantas de soja.

4.6 Proteinas envolvidas com modificacdo e degradacéo proteica

No presente estudo também foram encontradas nove proteinas relacionadas a
degradacdo e modificacdo de proteinas como sendo mais expressas nas folhas
infestadas pelo acaro, sendo assim a categoria funcional mais representativa das
proteinas mais expressas em condi¢cbes de infestacdo. As proteinas Ubiquitin
carboxyl-terminal hydrolase e Ubiquitin-conjugating enzyme foram também
confirmadas em nivel de RNA por RT-gPCR (Figura 8). Os mecanismos de
ubiquitinacdo estdo normalmente envolvidos em todos os processos celulares, sendo
responsaveis pela remocdo de peptideos defeituosos e por agir como regulador.
Sendo assim, possibilita que as células respondam rapidamente aos sinais
intracelulares através de modificacdes em reguladores-chave. Acredita-se que a
ubiquitinacdo permite que as plantas respondam rapidamente as mudancas
ambientais (YATES; SADANANDOM, 2013).

Liu et al., (2012) verificaram, atravées de andlise protedmica, que Vvarias
proteinas relacionadas a ubiquitinacdo foram mais expressas em plantas de arroz na
presenca de quantidades elevadas de sal, porém, nenhuma dessas proteinas foram
encontradas no nosso estudo. Outro estudo realizado por Patel et al. (2014), mostrou
gue o aumento na expresséo do gene LpHUBI1 relacionado a ubiquitinagcdo melhora a
tolerancia a seca e o crescimento de Lolium perenne, pastagem tipica da Europa.
Andlises adicionais revelaram que as plantas transgénicas de L. perenne geralmente
exibiam maior teor relativo de 4gua na folha, maior teor de clorofila e aumento da taxa

fotossintética quando submetidas ao estresse hidrico. Estes resultados sugerem que
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LpHUB1 pode desempenhar um papel importante na tolerancia de L. perenne a

estresses abidticos.

4.7 Metabolismo de lipidios

O metabolismo lipidico é uma das maiores redes de sinalizagdo
desencadeadas em plantas como uma resposta adaptativa apds exposicdo a varios
estresses. Nesse trabalho foram encontradas varias proteinas diferencialmente
expressas que estdo relacionadas ao metabolismo de lipidios. Entre elas Acyl-
coenzyme A oxidase peroxisomal, 2-oxo acid dehydrogenases acyltransferase, 3-
ketoacyl-CoA thiolase peroxisomal, 3,4-dihydroxy-2-butanone kinase,
phosphatidylinositol-specific phospholipase, (Tabela 2). O maior impacto inicial de um
estresse acontece normalmente na membrana celular e conduz a hidrélise de lipidios
de membrana. Este processo € mediado por fosfolipases, que catalisam o passo
inicial de quebra dos fosfolipidos e a geracdo de multiplos lipidios que sédo derivados
de mensageiros secundarios (BARGMANN, MUNNIK, 2006; TUTEJAT, SOPORY,
2008).

No nosso trabalho encontramos a proteina phosphatidylinositol-specific
phospholipase expressa somente nas folhas infestadas pelo 4caro. Um estudo feito
por Nokhrina et al. (2014) mostrou que o aumento na expressdo do gene BnPLC2 a
espécie Brassica napus, conhecida popularmente como canola, a demonstrar maior
tolerancia a seca, modulando varios genes envolvidos em diferentes processos levou
e influenciando os niveis hormonais em diferentes tecidos. O estudo também
examinou, em nivel metabdlico, seus efeitos sobre fatores abidtico (baixa
temperatura) e bidtico (doengca da podriddo branca), dois tipos de estresse
encontrados em canola. Foi demonstrado que o aumento na expressdao do gene
BnPLC2 parece ter desencadeado a sintese de diferentes padrées de metabdlitos, de
acordo com o estresse abidtico ou biético, fazendo com que a planta desenvolvesse
fendtipos de tolerancia e resisténcia a esses dois estresses, respectivamente. Assim,

0 aumento na expressdo da proteina phosphatidylinositol-specific phospholipase
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encontrada no nosso estudo pode ser uma promissora ferramenta para processos

biotecnolégicos que aumentem a resisténcia da cultivar IRGA 424.

4.8 Proteinas fosfatases modulando varias respostas celulares

Proteinas fosfatases sdo os principais componentes de uma série de vias de
sinalizacdo que modulam varias respostas celulares. Fosfatases, juntamente com
proteinas quinases, regulam a fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas, e
desempenham papéis importantes nas respostas aos estresses bidticos (SINGH et
al., 2010; HE et al., 2012). Essas proteinas sdo importantes na transducao de sinal,
que regulam muitos processos bioldgicos, incluindo crescimento e divisdo celular,
resposta a hormonios e a estimulos ambientais e controle metabdlico (LUAN, 2000).
Durante a fosforilacdo, uma proteina quinase adiciona um grupo fosfato a um
substrato. Proteinas fosfatases invertem este processo removendo o grupo fosfato.
Em muitos casos, a adicdo ou a remoc¢ao de um grupo fosfato ativa ou desativa uma
enzima. Deste modo, proteinas quinases e fosfatases desempenham um papel
fundamental no controle da atividade de uma enzima e regulam o0 processo

bioquimico pelo qual a enzima € responsavel.

Encontramos neste trabalho duas proteinas fosfatases do tipo Ser/Thr protein
phosphatase. Estas foram expressas somente nas folhas infestadas pelos acaros,
podendo ser proteinas importantes nos processos de ativagdo ou desativacdo de
outras enzimas. Encontramos inumeros trabalhos que relacionam proteinas
fosfatases com varios estresses, entre eles o estudo de Singh et al. (2010) onde
foram identificados varios genes que codificam proteinas fosfatases. A expressao e a
caracterizacdo desses genes sugerem o envolvimento deles em um grande namero
de vias de sinalizacdo desencadeada por estresse abiotico (salinidade, frio e seca) e
seu possivel papel no desenvolvimento da planta. Estudo feito por He et al. (2012)
mostrou que a superexpressdo do gene OsPFA-DSP2 que codifica a proteina
tyrosine phosphatases em arroz, aumentou a sensibilidade da planta a Magnaporthe
grisea, inibindo o acumulo de peroxido de hidrogénio (H202) e suprimindo a expressao

de genes PR relacionados a patogénese apoés a infeccao fangica.
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4.9 Outras proteinas diferencialmente expressas

Outros grupos funcionais tiveram um menor nimero de proteinas relacionadas,
porém, isso ndo exclui a possibilidade desses grupos serem importantes no processo
de resisténcia a infestacdo dos acaros. Entre esses grupos funcionais estdo os
aldeidos, que sao intermediarios em varias rotas metabdlicas fundamentais, incluindo
a sintese de carboidratos, vitaminas, esteroides, lipidos e aminoacidos (YOSHIDA et
al., 1998; VASILIOU et al.,1999). Eles também s&o produzidos em resposta a
estresses ambientais, incluindo salinidade, seca, frio e calor. Moléculas de aldeido
sdo quimicamente reativas em altas concentracdes, podendo ser toxicas e impactar
negativamente o crescimento da célula, o rendimento de sementes e a sobrevivéncia
(KOTCHONI et al., 2006; SHIN et al., 2009). Aldeido desidrogenases sdo um grupo
evolutivamente conservado de enzimas que catalisam a oxidagdo de uma vasta gama
de moléculas de aldeido reativo enddégenas nos seus acidos carboxilicos
correspondentes (KOTCHONI et al., 2006). Encontramos em nosso trabalho duas
proteinas Aldehyde dehydrogenase, que foram expressas somente nas folhas
infestadas. Estudos ja relataram que a perda de funcdo de ALDH7 no endosperma de
arroz leva ao escurecimento da semente durante a dessecagdo e 0 armazenamento,
sugerindo que OsALDH7 é fundamental para a maturacdo da semente (SHIN, 2009).
O aumento na expressao dos genes ALDH3I1 e ALDH7B4 em Arabidopsis thaliana foi
suficiente para aumentar a tolerAncia a seca, salinidade e estresse oxidativo
(SUNKAR et al., 2003; KOTCHONI et al., 2006).

Encontramos no nosso estudo também a proteina Nitrilase, expressa somente
nas folhas infestadas. Nitrilase € uma enzima envolvida na biossintese de auxina.
Estudo feito por Xu et al. (1998) mostrou que uma proteina nitrilase-like interage com
proteinas de ligacdo ao DNA envolvidas nas rotas do etileno e em respostas de

defesa.

Outra proteina citada em plantas é a Tudor-SN (TSN). Esta proteina foi
caracterizada bioquimicamente como tendo uma atividade de ligagdo a RNA,
associada ao citoesqueleto (FREY et al. 2010). Em um estudo de Frey et al. (2010),
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foi investigado o papel fisiolégico da TSN isolando mutacBes nulas para dois genes
homologos em Arabidopsis thaliana. O estudo mostrou que TSN é importante para a
estabilidade do RNA e para a tolerancia a alta salinidade. Assim, TSN deve atuar nos
MRNAS gque entram na via secretora. No nosso estudo, encontramos TUDOR protein
with multiple SNc domains 19 vezes mais expressa nas folhas infestadas pelos

acaros.

Proteinas do tipo Ciclofilinas estdo presentes em todos os compartimentos
celulares. Estdo envolvidas em uma ampla variedade de processos, incluindo
transporte e maturacdo de proteinas, apoptose, sinalizacdo a partir de receptores,
processamento de RNA, resposta imune, montagem de proteinas, atividade de
mMiRNA e montagem do complexo de silenciamento RISC (KUMARI et al., 2014).
Encontramos a proteina Cyclophilin expressa somente nas folhas infestadas pelos
acaros, sugerindo que esta proteina deve participar da resposta a infesta¢do. Estudo
feito por Kumari et al. (2014) sugere que o gene OsCyp2-P é regulado por diferentes
condicdes de estresse. O aumento na expressao de OsCyp2-P resultou em mdultiplas
tolerancias a estresses abioticos em plantas de tabaco transgénicas, evidenciado pelo
maior comprimento das raizes e maior teor de clorofila. Plantas transgénicas também
mostraram reduzido teor de peroxidacao lipidica, vazamento de eletrdlitos e contetdo
de superéxido, sugerindo melhor homeostase de ions nas plantas. Estudos de
localizacdo confirmaram que OsCyp2-P estd localizada no citosol e no nucleo,
indicando sua possivel interacdo com outras proteinas. OsCyp2-P opera na via de
eliminacdo de ROS e na homeostase ibnica e, portanto, € um promissor gene
candidato para melhorar a resisténcia a infestacdo de herbivoros em plantas

cultivadas.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho tem uma importancia regional, pois o estudo partiu da presenca
do &caro Schizotetranychus oryzae em lavouras de arroz das cidades de Taquari e
Cachoeirinha. Entretanto, tem um impacto mundial, pois é o primeiro estudo

protedmico da interacao arroz-acaro fitdfago.

Observamos nesse estudo que proteinas participantes do fotossistema I
tiveram sua expressao reduzida na presenca do acaro. Outras proteinas mostraram
maior expressdo apoés infestacdo dos 4&caros, evidenciando a busca pela
sobrevivéncia da planta. Entre elas, proteinas relacionadas com estresse oxidativo e
sintese de acido jasmdnico, metabolismo de aminoacidos e carboidratos, modificacéo

e degradacao proteica, metabolismo de lipidios e fosfatases.

Nossos dados revelaram varias proteinas que poderiam ser utilizadas em
futuras abordagens biotecnolégicas que buscam a resisténcia do arroz ao acaro

Schizotetranychus oryzae (Tabela 3).
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Tabela 3 -Novas proteinas com potencial biotecnolégico de resisténcia a estresses biéticos e suas estratégias.

Estratégia

Proteina

Locus

Aumentando a taxa fotossintética e
melhorando a sintese de carboidratos

Chlorophyll A-B binding

LOC_0s09g17740

Photosystem Il reaction center protein

LOC_0s08915296

Cytochrome b6-f complex subunit 4

LOC_0s10g21326

Detoxificando a célula

Glutathione S-transferase, C-terminal

LOC_0s08g43680

Ativando a sintese de AJ e respostas
de defesa

Lipoxygenase 2.1, chloroplast precursor

LOC_0s12g37260

Lipoxygenase

LOC_0s12g37350

Protegendo e preservando a parede
celular

UDP-glucose 6-dehydrogenase

LOC_0s03g55070

UDP-glucose 6-dehydrogenase

LOC_0s12925690

Modificando e degradando proteinas
mal formadas

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

LOC_0s01g08200

Ubiquitin-conjugating enzyme

LOC_0s09g12570

Modulando varios genes envolvidos
em diferentes processos e
influenciando os niveis hormonais em
diferentes tecidos

Phosphatidylinositol-specific phospholipase

LOC_0s09g36520

Modulando vérias respostas celulares

Ser/Thr protein phosphatase
Ser/Thr protein phosphatase

LOC_0s01g49690
LOC_0s02g57450

Auxiliando nos processos metabdlicos

Aldehyde dehydrogenase

LOC_0s02g07760

Aldehyde dehydrogenase

LOC_0s01940860

Interagindo com proteinas de ligagéo
ao DNA envolvidas em rotas do etileno
e em respostas de defesa

Nitrilase

LOC_0s02942330

Atuando nos mRNAs que entram na
via secretora

TUDOR protein with multiple SNc domains

LOC_0s02932350

Operando na via de eliminacao de
ROS e na homeostase idnica

Cyclophilin

LOC_0s09g39780
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6 CONTINUIDADE DO TRABALHO

Este trabalho é pioneiro na identificacdo de proteinas de arroz diferencialmente
expressas durante a interacdo arroz-acaro. As proteinas identificadas neste trabalho
permitem a obtencdo de informagbes muito importantes sobre o0s processos de
interacdo acaro-planta e seus processos de defesa. Entre as inlmeras perspectivas

de continuidade deste trabalho, podemos citar:

v' Ensaios enzimaticos para confirmar a expressao das proteinas encontradas;

v Categorizacdo funcional das proteinas encontradas através do Gene Ontology;

v' Compreender funcdes e utilidades do sistema biol6gico dessas proteinas

através do programa Kegg;

v Identificar e caracterizar as proteinas das folhas muito infestadas pelo acaro

Schizotetranychus oryzae;

v Verificar o nivel de expressao de outros genes importantes através de RT-
gPCR,;

v" Aumentar ou diminuir a expressao dos genes encontrados, buscando a

resisténcia ao acaro;



v’ Caracterizacdo das proteinas néo citadas nessa discusséo e desconhecidas

até o momento.
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Flivicphagous mees (Acari) are agriculsaral pests that cuuse prodochivity and aconoenie basses. Mite infestatian is stressfol
for plants, hindermg the development #od harmeng photosynthetic structures and slorage organs. In onder % combat such
darmage, plants utilize modecular and physiologicsl modificanons, as well as the producticn of mite-inhinilocy Sommpowexds.
1n this review, we focas on the main phytophagous mites that infest the most commercially important cerealss — nce (Orza
cativa L), oom (Zea mays L.) and wheat (Thisican gestive L.) - summarisng the resporses of the plants — physiological

and molecular alterstions — o mile miEstng,

Kevwords: maize; physiologeal modifications, plans damage; rice; wheat

1. Introduction

Phytophagous mites are capable of causing damage to
plants, inhibitng their growth and destroying their photo-
synthetic structures and storage organs (Schmide 2014),
The primary metsholism of nfested plants is disturbed,
specifically changing the metabolism of amino cids and
carbohydrates, as well as changing the hydne potental of
their cells. Nutrient ransportation can atso be mtermupted
1 hinder feeding, but this is not always  effective
(Nachappa et al. 2013).

Rice, com and wheat are the most consumed cereals
worldwide. In harvested toas. more com 18 grown than any
other cereal worldwide, followed by nice and whest When
referring to planted area (hectares), wheat plsces fisst,
foliowed by com and nee (FAO 2012), Rice is the main
source of carbohydrates foe balf of the warld population
(Duan and Sun 2005). It 5 cultivated in approximasely
150 million hectares, and it annual yield is close to
610 million wons (bitp:/beta.imi.ong/). The estunstes for
the potential losses caused by animal pests =re around

25% worldwide (Oerke 2006). According ta FAO.

(2013}, moe may provade 20% of the daily eoergy and
15% of the dwily protein necessary for an adult with a
100 2 portion. Most comn i< cultivated m the USA, and the
predicted worldwide production for the next year is
1000 million tons (FAO 2013} The potential lasses due
to animal pests are about 16% (Oerke 2006). Com seeds
are important for animal feeding, for which they amount (o
70% of nutrient sources. In human nudrition, the grain is a
crucinl item in the dict of the population of several coun-
nes. Wheat 15 extremely important for human nutabon. It

is consumed in processed foods and, when ils quality &
not satisfactory, may also be used to feed anunals.
According 1o FAC (2013), global wheat praduction 15
abaut 700 maltion tops and s estimated that approximasely
9% can be potentially lost 10 animal pests (Oerke 2006),

There is a growing interest in the development of
plants that efficicatly resist phytophagous mite infestation.
However, the information available about changes cavsed
by phytophagous mites in their host plants s moamally
limited o the visusl effects of the infestation.
Meanwhile, 2 comprehersive view of the molecular and
physiological plant modifications s mssing Therefore,
the zim of this work is an integrative and more ie-depth
understanding of the plant mobecular and physiological
mechanisns induced by phytophagous mite infestation,
Hese, we focus on phytophagous mites that feed an moe
{Oryza sativa 1..), com (Zea mayps L) and wheat {Triricum
aezthum L) and the consequences of infestation regarding
molecular and visual modifications.

2. Incidence of mites in rice, corn and wheat cultures:
visnal damage and production losses

Mitz species which parssitize rice, com and wheot
cultures, along with associsled visual symptoms, are
summarized in Figure 1. Phytophagous mites of the
Tarsonemidac and Teiranychidac families are observed
for nee culture i Brazil. Among the tarsonemids, we
highlight the Stemsotarsonemus furcams Do Leon
(Acan: Tarsonemidse) mite found in Mato Grosso do
Sul state, which causes stans o leaves and forming

Edina A R. Blusi and Giseli Buffon contabaiad equally to this waork.
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Figure 2. Molecular and physiological changes and defence mechanisms induced by phytophagous mite infestation in plants. JA:

jasmonic acid; SA: salicylic acid.

and of peroxidase increase in proportion to TSSM popula-
tion and lipid peroxidation levels in soybean leaves. Also,
the levels of resistance in soybean genotypes were
strongly correlated with cumulative lipid peroxidation of
the tissues and loss of carotenoids and chlorophyll.
Bronner et al. (1991) also showed that the total peroxidase
activity increases in resistant Solanum dulcamara leaves
following infestation by gall mite Aceria cladophthirus
Nalepa (Acari: Eriophyoidea).

Plants have two classical defence strategies, chemical
and physical, against herbivore arthropods (Zhang et al.
2013). Their first chemical defence is to synthesize toxic
metabolites followed by proteins that will, in the long
term, create physical defences, such as an increase in the
density of trichomes (Worral et al. 2012). The production
of toxic metabolites that can reduce plant digestibility is a
common chemical defence described for a wide range of
potential consumers (Strauss and Zangerl 2002). Examples
include cyanogenic glycosides, glucosinolates, alkaloids
and terpenoids; others are macromolecules and include
latex or proteinase inhibitors (Mithofer and Boland
2012). Among the proteins expressed as part of the plant
defences, we highlight lectins. These molecules are
described as anti-insect proteins which negatively affect
development or population growth. The expression of
these proteins is commonly induced upon herbivore attack
(Michiels et al. 2010). Vandenborre et al. (2009) showed
that the induction of the Nicotiana tabacum agglutinin (a
lectin) expression depends on the feeding style. For
instance, chewing caterpillars and cell-content-feeding spi-
der mites (such as TSSM) induce lectin expression, while
infestation with phloem-feeding herbivores, such as aphids
and whiteflies, does not. Although chemical defences are
recognized as crucial to the plant defence against

herbivores like insects and phytophagous mites, their phy-
sical defence also plays an important role in preventing
pest attack. Physical defence comprises structures or bar-
riers that make it difficult for herbivores to access or
process foliage (Moles et al. 2013). Carmona et al.
(2011) reported no general association between the con-
centrations of secondary metabolites and herbivore sus-
ceptibility in a meta-analysis. Surprisingly, they were
able to correlate physical resistance traits with variation
in herbivore susceptibility. Physical defence also includes
tissue rigidity, spines, hairs, latex, hardness of the leaf and
the presence of waxes, thorns and trichomes, reducing the
access of the phytophagous to vegetal tissues and interfer-
ing with their feeding (Vet 1999; Carmona et al. 2011;
Moles et al. 2013).

Plant defences present yet another two classifications:
constitutive, which is continuously present, or induced,
which only occurs after the plant has been attacked, target-
ing a specific phytophage that is infesting it (Fadini et al.
2004). After being exposed to an inducing agent, the
induced systemic resistance mechanism is activated, trig-
gering the defence mechanisms of the plant systemically,
and not only at the site of induction (Conrath et al. 2006).
Cell wall modifications, the production of phytoalexins
and, simultaneously, an increase in the expression of sev-
eral pathogenesis-related genes (Ward et al. 1991; Van
Loon and Van Strien 1999) can be cited as induced
defence mechanisms.

Plant defences may also occur through the production
of repelling and anti-nutritional toxins, as well as the
release of volatile organic compounds (VOCs) that attract
predators of the phytophagous pest, such as the mites
described in Section 2. It is important to stress that these
VOCs, released by plants attacked by herbivores, are
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visual symptoms that resemble nitrogen deficiency.
Accordingly, leaves may present small yellowish white
elongated areas visible on the upper side of the leaf. This
visual damage corresponds to small mite colonies in dif-
ferent stages of development, usually on the lower surface
of the leaves. Infested leaves also exhibit chlorotic areas at
both abaxial and adaxial surfaces (Ferla et al. 2013).
Oligonychus oryzae Hirst, another tetranychid mite, is
considered one of the main pests that infest rice planta-
tions in India and other Asian countries and is responsible
for considerable losses and 25% reductions in rice yield
(Niazi and Singh 2001; Radhakrishnan and Ramaraju
2009). Rice seedlings become pale and stunted, and leaves
acquire a brittle texture after mite infestation (Niazi and
Singh 2001).

In Mexico and the USA, there are records of mites as
pests in corn and wheat plantations. One such example is
Oligonychus pratensis Banks (Acari: Tetranychidae),
which primarily attacks corn and, when that plant is under-
going senescence, migrates to wheat and other adjacent
plants (Fadini et al. 2012). Heavy populations of O. pra-
tensis can kill small plants and reduce kernel size in larger
plants (Peairs 2005). Another important pest is Aceria
tosichella Keifer (Acari: Eriophyidae), which can cause
direct yield losses in corn and wheat. Probably, the main
damage caused by this mite extends from its ability to
transmit and spread multiple damaging viruses to the corn
and wheat plants, including HPV (high plains virus) and
WSMV (wheat streak mosaic virus), which cause chlorosis
and necrosis on the leaves, and may result in total loss of
the crop (Navia et al. 2013). Generalized chlorosis is
common in wheat, while outbreaks of yellow and red
stripes is the main occurrence in corn (Skare et al. 2006).
Aceria tosichella infestations also cause dwarfism in
plants, as leaf development is severely impaired. This
organism is considered the main mite infesting wheat,
being responsible for most of the losses in wheat farming
in Australia, North America, Northern Africa, Europe and
Asia (Miller et al. 2012), and it has also been found in
Argentina and Brazil (Pereira et al. 2009). It is important
to highlight another very common mite species,
Tetranychus urticae Koch (two-spotted spider mite or
TSSM — Tetranychidae), which infests corn farms around
the world. This mite promotes similar visual damages to
the ones described above, such as chlorosis, and yellow or
white discoloration of leaves. Obviously, it causes impor-
tant losses mainly related to a reduction in productivity
and decreased grain quality (Cullen and Schramm 2009;
Van Leeuwen et al. 2010).

3. Molecular and physiological changes caused by
phytophagous mites

Given that mite infestation on the three most commercially
important grains — rice, corn and wheat — causes obvious
visual effects, it is logical to expect a great impact on the
physiology and metabolism of the plants. Defence
mechanisms against mites have been extensively studied

International Journal of Acarology 3

in the Dicotyledoneae, but responses in monocotyledonous
plants, including most crop plants like wheat, maize and
rice, are less well known (Balmer et al. 2013). For this
reason, the following section is not restricted to the afore-
mentioned plant species, but certainly most of the pro-
cesses described here are similar in monocotyledonous
plants, based on the assumption that plants rely on con-
served defence mechanisms to defend themselves against
phytophagous mite infestation (Wu et al. 2014). One could
say that we should dedicate a part of the review to the
analysis performed on rice, corn and wheat interaction
with arthropod herbivore other than phytophagous mites,
as these organisms would interact with the same core
molecular defence elements. However, it is already
known that host plant modifications induced by different
arthropod herbivore taxa are not similar. According to
Kessler and Baldwin (2002), the plant’s wound response
is frequently altered by insect-specific elicitors, giving
plants the potential to optimize their defences. Also,
Tong et al. (2012) indicated that jasmonic acid (JA)
plays positive roles in rice resistance to the chewing her-
bivore striped stem borer (Chilo suppressalis), but a nega-
tive tole in resistance to the phloem feeder brown
planthopper (Nilaparvata lugens), while green leaf vola-
tiles positively mediates resistance to both herbivores in
rice. Molecular and physiological changes and defence
mechanisms promoted by phytophagous mite infestation
are summarized in Figure 2.

Plant responses against arthropods are generally trig-
gered by receptor complexes that recognize herbivore-
associated elicitors and fatty amino acid conjugates,
which are the major components in the oral secretion of
feeding insects (Gilardoni et al. 2010). These molecules
are necessary for the triggering of herbivore-specific plant
response (Halitschke et al. 2003). In response to arthropod
feeding, linolenic acid is released from membrane lipids
and then converted enzymatically into JA, which causes
the transcriptional activation of genes, resulting in
increased production of defence-related compounds (Heil
and Bostock 2002). Also, according to Petanovi¢ and
Kielkiewicz (2010), mite infestation can reduce soluble
protein levels as well as the concentration of sugars,
which result in cellular dysfunction and impairment in
plant growth.

The production of reactive oxygen species is increased
by mite infestation and affects plant biomass production.
Oxidative stress may also affect photosynthetic efficiency
due to stomatic restrictions. It can also harm the cell
membrane, raise degradation rates of protein and DNA
and, consequently, lead to cell death. Some proteins of
the photosynthetic apparatus can be inactivated due to
oxidative stress and cause a dissipation of light in the
form of heat, compromising energy production (Schmitt
et al. 2014). According to Fadini et al. (2004), TSSM
harms the leaf mesophyll and stimulates stomata closing,
causing a reduction in the photosynthetic ratio of highly
infested plants. According to Hildebrand et al. (1986), the
activity of the pro-oxidant enzyme lipoxygenase (LOX)

82



Dgereboacied by (17711 34.200] 3 1435 98 Deopriber 2014

‘o

EAR Blonstol

j2) Mtxdalested o plr)

mOo-

Figone |, Mapdt phrtaghagess mis quchen wich Jefict 7oc 13) asd Tans sad whaal (b) pleehi. aveg svh -Mwmhz
Rk rdecuin SeweavIsacens Srnons poiaes were obtared Gee Nasi ot al GOOC) (wity kiad pestiuaas droe Take
Frown) Shewronrsoncans spaall (siavs wem avained droes Mueel oo dl. (2007 (v lond porersate Fies Ebcvi wod Cw w il
119931 (widh kiad pereiudon frem Korese Sockay of Appdied Exterebigyl (Mporais orgse painens wemw sdained e Wikipada
wd Yo ampriioch b ac ity pa]_scbeaes_siceshasiudidy ol Yl Tesaapchos wricer predare wan oblead Soee Bgusesdeali
PR e be0 ] 1) 2k geonse dral SAjpnckar peaioury piereo wore obtess) o bepc e ipacrinazos ang b
dctwd chr eppaamet 0] 145 doorie Arvohcly preases weve (hind Soen bey Ve ek s b, e wwe cleraice ool
W Com e peagasadnes o vasd o ape o anwr-edocse-so-coarviedo paga apoda 1L brpooonende wel odn W
S wnd hepc i www ok o b imber phe_otroh e el prodectne-rasol e e -J1 nrae g,

amyaoe prares wore desnd T persoesd collecrion of du sctwec

prales, Nigdes the developonore of artacked ponices ard e warface of ke priie soquiess & beown or black coloar
reaits n ompty graes (Nova a2l 2006} In 3 phadeticn The mkesal sasfece of the baaf shaal and hie tees of
o thy Prunyweny gerocype, sadecties of 300 & S0% in fe anxked greies a%s men bavsn (o @ 3l 1999}
vl woor obwerved (Moessex aed Flochizuan 2006 The Accondirg % Lakshmi & al (2%€), the popalesca of
Sresrscorzaconas guakl Soeley ez, abo 9 Mesonsad, ks ©0 the Hexh has 3 regatnee comelation with ke
Bax camed wgrificart darege 1o niee culiess le Ching waigh of the grons and i adddion, udcsslity is the
ad Tawaz srce $e 19705 In the Dlkwing deoods. 1 spiubs of infessed plaste teswad Dravtc sodsetioes ix
was coasadered aee of e (0] inpootuR pess for moo peodection (sp S 90%) horve been repomiad (Huoneod
ubisezs docugheut Tropical Asia (Kanmedor 20605} In <t al 2000)

dr: 1950s, (his pasesite 0as a%0 fend [ Cabon aad Schovaronpohar ansar Rosé de Simads, o spider
Doudaiomn Repobic plmtysoas (Fecl of ol 2013), azd #c (Acet Toreepdndas) peimnarily feond i Asgentios,
A% in the USA in 2007 (Hurame! et al. 2000). Thes mic Bas s boot soported in nce planisions (0 Branl aod
corses Gefomelties (e dhw pansches of ndariad plarts, azd cther Stk Anseroon counmies Tnfosted places proeet

83



Downloaded by [177.11.34.200] at 14:36 08 December 2014

recognized by the surrounding plants to alert them of the
herbivore proximity/attack. This volatile signalling in
plant-plant interactions triggers the first defence mechan-
isms of the surrounding plants, even before they are
attacked. Analysis of global gene expressions and signal-
ling cascades of VOC-exposed plants suggests that plants
“eavesdrop” on VOCs to prime direct and indirect
defences and to hone competitive abilities (Baldwin et al.
2006). Thus, the accumulation of these compounds may
reduce the ratio of mite oviposition on the plant or on a
specific group of plants (Muroi et al. 2011). Ozawa et al.
(2000) showed that Lotus japonicus infested with herbi-
vorous mites (such as TSSM) emits volatile compounds
(six-carbon (Z)-3-hexenyl acetate, terpenoids (E)-4.8-
dimethyl-1,3,7-nonatriene and germacrene D, along with
1-octen-3-ol and methyl salicylate) that attract predatory
mites (Phytoseiulus persimilis). These compounds are con-
sidered TSSM-induced plant volatile compounds (Ozawa
et al. 2000).

Chemical compounds produced by plants may also
change the behaviour of phytophagous mites, as well as
intoxicate them. Mites such as TSSM have the ability to
develop resistance to those compounds; therefore, the
plants need to synthesize other substances to which these
aggressors are not yet adapted (Dermauw et al. 2013).
Once attacked, the plants become more sensitive through
a process called “priming,” “conditioning” or “sensitiza-
tion,” which helps them to promptly respond to new biotic
stresses (Heil and Bostock 2002). Priming effects can be
elicited by chemical inducers, such as p-aminobutyric acid
(Jakab et al. 2001). This mechanism is yet to be explained,
but it implicates the activation of signalling proteins, tran-
scription factors and defence genes. Therefore, priming is
a long-term resistance mechanism developed by plants.
These defence mechanisms, however, cause an energetic
expenditure that may lead to productivity losses (Worral
et al. 2012).

Gaseous phytohormones such as ethylene and a series
of terpenes, as well as JA and salicylic acid (SA) (Zhang
et al. 2009), are released by plants and act on several
defence signalling mechanisms (Muroi et al. 2011).
Ethylene is produced in response to injuries or infection
by pathogens, by exposure to elicitors of defence mechan-
isms and through various metabolic processes (Grosskopf
et al. 1991). JA and its by-products are distributed in
several plant tissues, participating in several anatomic—
physiological processes, such as root growth, the opening
of stomata and senescence (Koda 1992). Delaney et al.
(1994) have demonstrated that an accumulation of SA is
essential for the expression of resistance mechanisms.
Through the analysis of an isogenic tomato mutant line
(defenseless-1 [def-1]) deficient in the biosynthesis of JA,
Li et al. (2002) showed that TSSM feeding and fecundity
on def-1 plants was significantly greater than on wild-type
plants. Decreased resistance of def-] plants was correlated
with reduced JA accumulation and expression of defensive
proteinase inhibitor genes, which were induced in mite-
damaged wild-type leaves. The treatment of def-1 plants
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with methyl-JA restored resistance to TSSM feeding and
reduced the fecundity of female mites. Using the same
tomato mutant, Ament et al. (2004) showed that the hatch-
ing rate of eggs on def-1 was significantly higher, suggest-
ing that JA-dependent direct defences enhanced egg
mortality or increased the time needed for embryonic
development. Also, def-I had lower levels of JA-related
transcripts but higher levels of SA-related transcripts after
one day of TSSM infestation. Furthermore, the indirect
defence response was absent in def-/, since the typical
TSSM-induced tomato volatiles (including MeSA) were
not induced. Similarly, the expression of the MeSA bio-
synthesis gene SAMT (salicylic acid methyltransferase)
was induced by TSSM in wild-type plants but not in
def-1. Exogenous application of JA to def-] induced the
accumulation of SAMT transcripts and restored the emis-
sion of MeSA on herbivores, suggesting that JA is,
therefore, necessary to induce the enzymatic conversion
of SA into MeSA. It also suggests that JA is essential
for establishing the TSSM-induced indirect defence
response. Recently, Miyazaki et al. (2014) showed that
high expression levels of JA-related genes (LOX, AOS
and OPR) were observed in mite-infested diploid cotton
(Gossypium arboreum) plants, suggesting that JA is asso-
ciated with resistance to TSSM. It is important to note that
intraspecific variation within a single herbivore species can
lead to resistance or susceptibility to JA-dependent
defences of a host plant, as previously shown by Kant
et al. (2008). These authors characterized three distinct
lines of TSSM that differentially induce JA-related
defence genes and metabolites while feeding on tomato
plants. Similar results were observed by Ozawa et al.
(2011), who described two strains of mites which were
able to induce different blends of volatiles in lima bean
plants infested by either strain.

Defence genes involved in the pathways of JA, SA and
ethylene are responsible for the production of defence
proteins (glucanases, chitinases, proteases, polyphenol
oxidases, protease inhibitors) that limit the damage to the
attacked plant. Genes involved in cellular detoxification
are also up-regulated, signalling for the production of
antioxidant enzymes such as peroxidases, catalase and
superoxide dismutase (Grinberg et al. 2005; Nachappa
et al. 2013). Through a combined metabolomics and tran-
scriptomics approach, Kant (2004) showed that one day
after infestation by TSSM on tomato leaves, direct defence
responses (such as proteinase inhibitor activity and tran-
scription of genes involved in JA-, SA-, and ethylene-
regulated defences) had already been activated. Although
transcriptional up-regulation of enzymes involved in the
biosynthesis of monoterpenes and diterpenes already
occurred on day one, a significant increase in the emission
of volatile terpenoids was delayed until day four, which
coincided with the increased olfactory preference of
predatory mites (Phytoseiulus persimilis) for infested
plants. These data indicate that the plant activates its
indirect defences (volatile production) to complement the
direct defence response against TSSM. Interestingly, the
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invasive mite Tetranychus evansi Baker and Pritchard
suppresses the induction of the JA- and SA-signalling
pathways involved in induced plant defences. This was
demonstrated by the lower levels of inducible defence
compounds, such as proteinase inhibitors in mite-infested
plants when compared to non-infested ones. Consequently,
in this case, mites perform much better on previously
attacked plants than on non-attacked plants (Sarmento
et al. 2011; Navajas et al. 2013). Yet, Zhurov et al.
(2014) used a microarray analysis to assess gene expres-
sion changes in Arabidopsis thaliana leaves in response to
a TSSM attack, showing that mites induce conserved
defence pathways against many different biotic stressors.
Some of the induced programs are effective against
TSSM, including JA-regulated accumulation of secondary
indole glucosinolate (IG) metabolites that affect the ability
of spider mites to infect Arabidopsis. The analysis of
spider mite responses indicate that IGs are perceived by
the spider mite, but changes in the expression of genes
implicated in the detoxification of xenobiotics are insuffi-
cient to fully detoxify IGs.

Proteolytic digestion in phytophagous mite species is
based mostly on cysteine peptidase activities (Carrillo
et al. 2011). This is consistent with the proliferation of
cysteine peptidase gene family, mainly of C1A papain and
C13 legumain classes, found in the 7. urticae genome in
comparison to other sequenced arthropod species (Grbi¢
et al. 2011). Another defence strategy used by plants to
impair many physiological activities of mites, such as their
nutrition, reproduction and development, is related to the
peptidase activity inhibition modulated by specific inhibi-
tors. Two of the most abundant plant protease inhibitors
are the cystatins (family 125) which inhibit cysteine pepti-
dases C1A and C13 and cereal trypsin/a-amylase inhibi-
tors (family 16). Such inhibition of the proteolysis content
of vegetal cells and tissues decreases mite access to essen-
tial amino acids and causes higher mite mortality
(Santamaria et al. 2012). Some of these plant inhibitors
transgenically expressed in plants have conferred resis-
tance against several arthropods, including 7. urticae in
maize (Carrillo et al. 2011), the lepidopteran Sitotroga
cerealella in wheat (Altpeter et al. 1999) and the coleop-
teran Sitophilus oryzae in rice (Alfonso-Rubi et al. 2003).

4. Concluding remarks and future perspectives

Cereal crops are of great importance to worldwide nutri-
tion, and alternatives should be sought for controlling
damages caused by phytophagous mite infestations. This
review article is meant to contribute to the knowledge on
phytophagous mite species commonly found infesting
rice, corn and wheat cultures and their potential influence
in plant physiology, biochemistry and development. It is
noticeable that specific studies about molecular and phy-
siological plant responses and changes promoted by mites
are still not completely understood. This scenario is even
worse in monocotyledoneous species and, although the
great economic impact on the production of the cereals

presented in this article is caused by these widespread
pests, it seems that this specific research topic has been
neglected.

Host plants probably present a great variability in their
gene pools as found for abiotic stress tolerance, allowing
the identification of cultivars resistant to phytophagous
mite infestation. Applying conventional breeding and
selection techniques, cultivars with elevated resistance
level may be bred into high-producing lines. The identifi-
cation of molecular markers associated with resistance
would be helpful in such breeding programs (Miedaner
and Korzun 2012), and, as more information on the mole-
cular and physiological plant modifications induced by
mite infestation becomes available, more resistance-related
genes can be used for plant genetic manipulation.
However, the genetic diversity available within existing
germplasm collections sets the limit to the extent of mite
infestation improvement that can be achieved through
breeding. Therefore, transgenic approaches are possibly
necessary to enable effective and significant phytophagous
mite infestation resistance. This approach may have a
long-lasting effect on pest population, does not directly
affect their natural enemies and exempts the farmer from
any previous knowledge of the pest in order to control it.
Using genetic engineering, Bleeker et al. (2012)
showed that the addition of two enzymes of the
terpenoid-biosynthetic pathway from a wild relative alter
insect-choice behaviour and improve herbivore resistance
in cultivated tomato.

The demand for alternative mite control methods has
risen over the past years, since the use of chemical defen-
sives for controlling pests in agriculture represents risks to
the environment and human health. A promising alterna-
tive to chemical defences is the biological control of
phytophagous mites, a sustainable technique that does
not pollute the environment or cause ecological imbal-
ances. It could be a green alternative to combat harmful
species and to reduce losses caused by mite infestation.
Among the organisms used in mite biocontrol, arthropod
pathogenic fungi are probably the most promising.
Regarding these fungi, some works suggest that the effects
in non-host organisms are minimal, making them a safe
alternative in integrated pest control programs (Goettel and
Hajek 2000; Pell et al. 2001). It is already known that
different crops can influence the control efficacy of fungi
on phytophagous mites, as shown for Beauveria bassiana
infecting Tetranychus urticae (Gatarayiha et al. 2010).
However, the molecular and physiological mechanisms
which control such associated activities against the phyto-
phagous mite are not well understood.

One important gap in the understanding of plant
responses to phytophagous mite infestation is the knowl-
edge about the relative contribution of each type of
defence response. The identification and characterization
of new genes, proteins, metabolites and other molecules,
as well as their involvement in mite—plant interactions may
contribute to reveal the molecular and physiological
mechanisms that determine the success or failure of the
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interaction. Biotechnologically, these research approaches
may also aid the development of new strategies towards
raising plant resistance to phytophagous mite infestation.
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