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CONSIDERACOES PESSOAIS
2. A GENETICA

Desde que me entendo por gente gostei das ciéncias — todas elas. Interessei-me por
genética em 1992, eu estava entdio na 8 série do primeiro grau no “Colégio Sdo Francisco
Xavier” em Ipatinga. Meu professor de biologia era o Guarani, o qual disse em uma de suas
aulas “a genética € o futuro da ciéncia, € o novo milénio”. Pronto, foi amor a primeira vista.

Decidi-me em prestar ciéncias bioldgicas pois € um curso riquissimo em disciplinas
sobre genética e objetiva principalmente a visdo cientifica. O apoio de meus pais foi chave nesta
decisio.

Iniciei meus estagios em 1997, no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas, no
“Fund?o” (o laboratdrio 14 no fundo, no final do corredor, 14 no fundio). Como diz o De Lucca:
“Grandes mentes passaram por ali” — o Andrés (“Mao Santa”), Edson Kemper, Ivan, Dante.....
Comecei trabalhando com Edson Kemper, mas logo me interessei pela linha de pesquisa
desenvolvida pelo Ivan: genética de virus. ,

Quando comecei a trabalhar com HC-Pro junto ao Ivan, eu nio entendia nada.
Escrevemos o projeto de mestrado, mas eu ndo entendia bem o que eu iria fazer, o que iria
descobrir, o estudo seria relevante?

Em uma das primeiras discussdes que tive com o Ivan era: “N&o seria 6timo se fosse
desenvolvido um sistema de amplificacio de RNAs? Um RCR: Replicase Chain Reaction?”
Essa discussdo n&o tinha muito a ver com meu trabalho, mas eu gostava de ficar divagando.

O tempo me mostrou quio grande foi minha sorte: cai de para-quedas em uma das éreas
atuais mais quentes da biologia molecular: Interferéncia por RNA.

E cientificamente excitante estar no local certo (CBMEG-Unicamp), com as pessoas
certas (Paulo Arruda e Ivan de Godoy Maia) e estudando uma das areas mais intrigantes da
biologia, trata-se de uma singularidade.

No final de meu mestrado o destino me reservou uma grande ironia e surpresa: a via de
Interferéncia por RNA é composta por um sistema de amplificagio de mRNAs, algo que eu
poderia chamar de “RCR”. A ultima ironia, até agora (12hs 43min 18.05.2002) é que ontem,
em fase final de redac@o da tese, vi que saird um artigo no dia 17 de Junho de 2002 (5 dias apds

minha defesa) na EMBOJ que comprova o modelo aqui proposto, de forma independente.
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CONSIDERACOES PESSOAIS
3. O CHEFE

Ao Professor Dr. Ivan de Godoy Maia,

Aprendi muito com vocé. Muitas foram nossas discussdes, conversas e hipéteses. Eu,
sempre teimoso, € vocé (quase) sempre com a razdo. Passamos muito tempo juntos (apesar de
que quase todos eles terem sido no laboratério...), € me recordo de muitas situagdes engragadas.
Vou recordar minha preferida:

Escovando os dentes no banheiro...

Tiago:

- Bicho, que tal aproveitar esses lances do De Lucca com a USP e inserirmos HC-Pro em C.
elegans?

- Pra que?

- Pra ver se ela suprime RNAi em animais.

- Ah é? Como vamos gerar RNAi em C. elegans? De onde vamos tirar um microscopio com
micro-manipulador para injetar o dsRNA em C. elegans? As coisas ndo sdo tdo simples assim
ndo, bicho. O que vocé tava pensando? Dar dsRNA para o C. elegans comer? Ele iria comer e
ficar silenciado!!! Cada uma...

Passadas duas semanas

Ivan:
- Bicho, vocé viu o artigo que saiu na Nature?
- Ndo. Qual?

Timmons L, Fire A.
Specific interference by ingested dsRNA (em C. elegans).
Nature. 1998 Oct 29;395(6705):854.

Se fosse apenas por momentos como esse, ja teria valido a pena. Mas foi muito mais —
aquele almogo em Botucatu, oferecido pela Jaqueline, ummm, nem se fala.....

Mas gostaria que vocé soubesse que sou muito grato a vocé, sua amizade,
companheirismo, compreensao, paciéncia (nem se fala)......vou ficando por aqui:

“Tinha eu muitas coisas que te escrever, mas ndo o quero fazer com tinta e pena.
Espero, porém, ver-te brevemente, e falaremos face a face. Paz seja contigo. Os amigos te
saudam. Sauda os amigos nominalmente.” III Espistola de Jodo, 1:13



CONSIDERACOES PESSOAIS
, 4. PENSATA
E O PTGS UM SISTEMA IMUNE?

O PTGS ¢ capaz de silenciar virus, transposons €, em alguns casos, transgenes. Assim
sendo, ele € atualmente interpretado como um sistema de defesa contra esses RNAs estranhos ao
transcriptoma celular.

Poder-se-ia dizer entdo que ele € um sistema imune, ja que atua contra virus? Essa € uma
discussio acalorada. Nzo por falta de evidéncias, pois o combate a virus é dado como fato. A
questdo chave é: o simples combate a virus poderia dar-lhe o status de Sistema Imune? Plantas
teriam entfo sistema imune?

Devemos entender que as semelhangas entre o sistema imune de mamiferos (itélico) e o

PTGS (sublinhado) s3o consideraveis:

- reconhecimento de antigenos: proteinas; dsRNAs

- capacidade de reconhecimento de grande gama de antigenos: Igs com regibes hiper-varidveis,
siRNAs

- combate a esses antigenos: fagocitose; degradacéo

- especificidade: reconhecimento de epitopos; total complementaridade do siRNA

- existéncia de memoria imune (mesmo que temporaria)
- sinalizag3o para amplificacdo da resposta especifica
- problemas de auto-imunidade: doengas auto-imnunes; CO-supressao

- supressdo da imunidade: HIV; PVY

Baseado nessas evidéncias minha opinido é que o PTGS seja sim, um sistema imune.
Contudo, esta niio é a interpretacdo aceita oficialmente pela ciéncia no momento. Acredito ser
uma questdo de tempo, para que outros dados sejam obtidos e que todo o modelo esteja pronto.

Entdo a comunidade cientifica podera discutir € dar seu parecer sobre o assunto.
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APRESENTACAO DA TESE

Esta tese de mestrado agrupa alguns estudos sobre o Silenciamento Génico Pds-
transcricional (PTGS), sendo composta por 3 capitulos.

O primeiro é uma revisdo bibliografica sobre o PTGS, abrangendo desde estudos
indiretos realizados em meados do século passado até a presente data.

O segundo capitulo corresponde & produgdo e caracterizagio de plantas transgénicas para
a proteina “Helper component proteinase” (HC-Pro), com atividade supressora de PTGS. Seis
versdes diferentes da proteina foram expressas em plantas transgénicas de tabaco e um ensaio
foi realizado visando associar dominios especificos a atividade de supressdo de PTGS.

O terceiro capitulo corresponde a uma prospecgéo realizada no banco de seqii€ncias
gerado pelo projeto EST da cana-de-agticar (Sucest). Esta investigagdo permitiu a identificagdo
de genes relacionados ao PTGS em cana-de-agticar e, pela primeira vez, a analise do perfil de
expressdo génica nesta via. Este capitulo estd apresentado na forma de artigo cientifico (em

inglés) que sera submetido a publicagéo.
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Capitulo 1

Introducio - Revisdo Bibliografica




1.1. As quatro faces do siléncio

Um dos primeiros relatos sobre interacdes entre virus, especificamente entre o virus X da
batata (PVX) e o virus Y da batata (PVY), foi descrito na década de 50 (Ross, 1950). Percebeu-
se uma diferenca na taxa de replicacdo de PVX em Nicotiana tabacum € Solanum tuberosum co-
infectadas com PVY. Parecia haver uma acumulagio maior de PVX nesta situacdo do que em
infeccdes simples.

Muitos outros trabalhos voltados para a dissecacdo deste fenémeno foram realizados nos
anos subseqiientes (Rochow e Ross, 1954; Rochow e Ross, 1955; Rochow et. al, 1955
Garcesorejuela e Pound, 1957). Quarenta anos depois, demonstrou-se por meio de andlises
moleculares que PVY induzia o aumento da replicacdo de PVX (Vance, 1995), mas uma
pergunta ainda permanecia: por que?

Por outro lado, em 1990 um grupo de cientistas liderados por Jorgensen pretendia super-
expressar o gene chalcone synthase, envolvido na produgdo de pigmentos de antocianina em
petinia. A intengdo do grupo era produzir flores com uma cor pirpura mais intensa, mas
observaram, porém, o desenvolvimento de algumas plantas com flores variegadas ou totalmente
brancas (Figura 1). Este fendmeno foi denominado co-supressdo e foi descrito por dois grupos
distintos (CS; van der Krol et. al., 1990; Napoli et. al., 1990).

Dois anos mais tarde, cépias extras do gene al-1, essencial na biosintese de carotendides,
foram introduzidas em Neurospora crassa, na tentativa de produzir coldnias com uma cor
laranja mais intensa. Entretanto, em aproximadamente um ter¢o de seus experimentos, o fungo
tornava-se claro ao invés de laranja profundo, indicando que algo havia suprimido o gene. O
fendmeno observado foi denominado “quelling” (Romano e
Macino, 1992). Em 1998, uma interessante pesquisa demonstrou
que a inoculagdo de moléculas de RNA dupla-fita (dsRNA) em
Caenorhabditis elegans era capaz de silenciar genes de uma
maneira potente e especifica. Foi entdo criado o termo
interferéncia por RNA (RNAi), porém a maneira pela qual este

fendmeno ocorria era um mistério (Fire ef. al., 1998).

Figura 1. Fenétipo associado & co-supressdo. Em destaque, pettinia transgénica com elevado ndmero de copias do
gene chalcone synthase, a ocorréncia de co-supressdo gerou o padrao de cor variegado. (Adaptado de Gura, 2000).
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Durante a década de 90 muitos estudos foram feitos na tentativa de elucidar estes trés
ultimos fenémenos, sendo que a principal ferramenta utilizada foi a obteng?o e caracterizagio de
mutantes.

Em um breve periodo, um nimero consideravel de genes ja havia sido identificado, entre
eles: gde-1, qde-2 e qde-3 (para Quelling defective em N. crassa); sgs-1, sgs-2 € sgs-3 (para
Suppressor of gene silencing em Arabidopsis thaliana); e rde-1, rde-4 (para RNAi defective em
C. elegans; Cogoni e Macino, 1997; Elmayan et. al., 1998; Tabara et. al., 1999; Mourrain et.
al., 2000; Dalmay et. al., 2000; Smardon et. al., 2000).

Quando esses genes foram comparados, observou-se que eles eram funcionalmente
homologos (Tabela 1; Fagard er. al., 2000; Catalanotto ez. al., 2000; Cogoni e Macino, 1999a).
Outro dado muito interessante ¢ que em todos os trés fendmenos, os genes silenciados
apresentavam transcricdo normal, porém seus mRNAs estavam sendo degradados no
citoplasma.

Outras similaridades observadas entre os fendmenos acima descritos: i) so
desencadeados quando o transcriptoma do organismo esta alterado (presenga de transgenes ou
dsRNA); ii) s3o auto-sustentéveis, ou seja, uma vez iniciados eles permanecem por todo periodo
de vida do organismo; ili) apresentam atuacdo sistémica. Tais evidéncias experimentais
indicavam que as trés vias correspondiam a um unico fendémeno: Silenciamento Génico Pos-

Transcricional (PTGS; Ketting e Plasterk, 2000).

Espécie Genes
N. crassa qde-2 gde-1 gde-3
C. elegans rde-1 ego-1 mut -7
A. thaliana ago-1 5gs-2 sde-3
C. reinhadtti - - mut-6
Funcio Inicio da traducdo | Replicase Helicase

Tabela 1. Homologia funcional entre os genes envolvidos com quelling, co-supressdo € RNAi. Na tltima linha, a
funcdo de cada grupo de genes.



Uma das curiosidades do RNAi ¢ que ele se espalha por todo organismo, ndo se
restringindo apenas ao local da inoculagdo (atuacdo sistémica). Da mesma forma, a co-supressao
induzida em um local da planta se espalha por todo organismo. Esses experimentos
demonstraram que, uma vez iniciado o processo, uma sinalizagdo sistémica emerge e avisa a
todo organismo para silenciar o transcrito em questdo. Demonstrou-se a existéncia de moléculas
de RNA de aproximadamente 25 nucleotideos de extensdo (25nt), presentes exclusivamente em
plantas apresentando CS e em Drosophila sob interferéncia de RNA (Figura 2). Estas moléculas
correspondem as versdes senso e antisenso do transgene (Hamilton e Baulcombe, 1999) sendo
posteriormente designadas small interfering RNAs (siRNAs).

Uma das grandes descobertas durante a elucidacdo da via do PTGS refere-se a
identificagiio do papel da RNA polimerase dependente de RNA (replicase) junto as moléculas de
25nt no processo de silenciamento génico. Pesquisadores demonstraram in vitro que a replicase
utiliza os siRNAs antisenso como iniciadores na sintese de um RNA complementar (cRNA) a

partir do RNA mensageiro alvo (Figura 2; Lipardi ez. al., 2001).

-18 Replicase

cRNA Oligo

RNA alvo

Figura 2. Oligonucleotideos de RNA. Esquerda: identificagdo via Northern blot das moléculas de RNA antisenso
de aproximadamente 25 nucleotideos em plantas co-suprimidas para a “Green Fluorescent Protein” (GFP;
Adaptado de Hamilton e Baulcombe, 1999). Direita: sintese de um dsRNA a partir da replicase, siRNA (oligo) e
mRNA.,



Como j4 se sabia nesta época que os dsRNAs eram clivados em siRNAs, pdde-se
explicar a auto-sustentabilidade e o carater catalitico do PTGS, pois siRNAs estavam gerando
dsRNAs que geravam siRNAs.

De posse dos genes identificados e com base em diversas evidéncias experimentais, um
esbogo da via de silenciamento génico pdde ser desenhado (Figura 3): metilagdo e alteragdes da
cromatina do transgene mediadas pelas proteinas MET1 (DNA metiltransferase), DDM1 (Fator
de remodelamento da cromatina) e QDE3 (RecQ DNA Helicase) induzem a produgdo de
transcritos com estrutura de duplex. Esses RNAs aberrantes (abRNA) sdo usados como
substrato por proteinas especificas tais como AGO! (Fator Eucaridtico de Iniciagdo de
Traduciio), SGS2 (RNA polimerase RNA dependente - replicase) SGS3 (fungdo desconhecida)
para gerar dSRNA mais longos. Esses abRNAs podem ser produzidos tambem por transgenes
repetidos invertidos (TRI). Uma RNase III (Dicer) cliva os dsSRNA em duplexes de 21-23 nt
(siRNAs). Dicer ¢ RISC (um complexo com atividade de endoribonuclease) possuem

seqiiéncias conservadas de fungSes desconhecidas denominadas dominios PAZ (Cerutti et. al.,

MET! mmm T.RIL 2000). Uma possivel interacdo entre estes dominios
[Transgene|[Transgene] o . ) .
DDM1 QDE-3 > < permitiria a transferéncia dos siRNAs de Dicer para
{ Transcricio Transcrigaol
abRIA RISC. Esse ultimo processo envolve provavelmente
AGO1 SGS2 Injecio .
SGS3 SDES  Replicsenn Viral uma RNA helicase (SDE3), uma vez que RISC
Transposicdo . . . .
| necessita de um RNA fita-simples para direcionar a
. éN . clivagem do RNA-alvo (Hammond et. a/., 2000). Os
S.
$GS2 siRNAs produzidos tanto por Dicer quanto por RISC
—-—
Dicer A s _4=-___T N L
® > T wwel (Zamore et al., 2000) s3o usados como iniciadores
v por uma replicase (SGS2) para produzir dsRNAs a
Dicer (;ipna) SGS2 .
® iy — partir dos RNAs alvos.
v Figura 3. Via do PTGS. A molécula central do sistema € o
Sdea(?) dsRNA, que pode ter origem em varios mecanismos: replicacdo
RISC @ Dicer viral,‘trans'posic;éo, injegdo, transcritos .abentantes ou transgenes
(oligo) == repetidos invertidos (TRI). Uma vez identificado, o dsRNA ¢
v clivado por Dicer em duplexes de 21-25pb. O oligo antisenso
deste duplex ¢ transferido para RISC (complexo com atividade
RIQSC —_— de endoribonuclease), a qual realiza a clivagem do RNA alvo,
e ™ = gerando mais RNAs de 21-25 nt (conhecidos como small
siRNA;

interfering RNAs; siRNAs). Esses oligos sdo usados por uma

replicase para produzir um dsRNA a partir do RNA alvo, fechando a via. Esta natureza ciclica contribui na auto-
sustentabilidade da via. (mmm: metilagdo do transgene).



1.2. Silenciando virus

Haveria alguma ligagdo entre PTGS e infeccdo viral? Na década de 90, dois grupos
independentes de pesquisa trabalhando com virus vegetais de genoma constituido por uma
molécula de RNA comecaram a obter resultados intrigantes. A imunologia vegetal de entdo
pregava que plantas transgénicas expressando produtos protéicos de origem viral seriam
resistentes a estes microorganismos. Assim, Baulcombe e seu grupo iniciaram a producdo de
plantas transgénicas capazes de super-expressar proteinas do PVX. Obtiveram desta maneira
plantas resistentes ao patégeno, mas ao contrdrio do que se esperava, as plantas que
apresentavam maiores graus de resisténcia eram aquelas nas quais o transgene codificava um
RNA nio-traduzivel (ndo havia presenca de produto protéico viral). Este fendmeno foi entdo
chamado de “Resisténcia a Virus Mediada por RNA (RMVR)” ja que o produto protéico estava
ausente (Figura 4). Baulcombe concluiu que os transgenes estavam (co-)suprimindo os virus e a
si mesmos. John Lindbo e seu grupo obtiveram resultados similares com fobacco etch virus
(TEV). Suspeitava-se que o fendmeno de co-supressdo havia evoluido como um sistema de
protecdo contra ataques virais.

Durante os anos 90, muitos experimentos foram conduzidos na inteng¢do de verificar a
relacdo entre defesa a virus e PTGS. Dentre estes, verificou-se que os virus sao a0 mesmo (empo
iniciadores (capazes de ativar) e alvos do PTGS. Além disso, as moléculas de RNA de 25
nucleotideos observadas em plantas apresentando CS
também eram detectadas em plantas infectadas com PVX.
Havia fortes evidéncias a favor do PTGS como um sistema

de defesa contra virus (Ratcliff et. al., 1997).

Figura 4. Resisténcia a Virus Mediada por RNA. As trés plantas a
esquerda sdo transgénicas para uma versdo nao-traduzivel de um gene
de PVY. As trés plantas a direita sdo nao-transgénicas. Todas foram
inoculadas com PVY, porém as ftransgénicas permanecem
assintomaticas (Adaptado de Waterhouse et. al., 2001).




Em resposta a um sistema de defesa, alguns virus desenvolveram mecanismos de contra-
defesa. As estratégias de contra-defesa virais se baseiam em proteinas supressoras de PTGS.
Entre estas se encontram a proteina HC-Pro de PVY, a proteina 2b do virus do mosaico do
pepino (CMV), a proteina p25 de PVX, a proteina P15 de Peanut clump virus (PCV), a proteina
p19 de Tomato bushy stunt virus (TBSV) e a proteina C2 de Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV; Brigneti et. al., 1998; Voinnet et. al., 2000; Dunoyer et. al., 2002; Qiu et. al., 2002,
van et. al., 2002).

A descoberta destas proteinas fortaleceu a hipétese de que o PTGS tenha surgido
inicialmente como um mecanismo de defesa a virus. Desta maneira, o silenciamento de
transposons ou transgenes deve-se provavelmente ao fato que as plantas os interpretam como
virus.

Comecamos agora a responder a pergunta que se iniciou hd mais de 50 anos: porque a
replicagdo de PVX ¢ elevada em plantas coinfectadas com o PVY?

Apesar de PVX codificar um supressor de PTGS (p25), esse ndo impede a replicagdo
restrita do virus. A proteina HC-Pro codificada por PVY atua suprimindo PTGS de forma
sistémica. Assim sendo, em coinfec¢des PVX/PVY, HC-Pro invalida o silenciamento génico e
PVX apresenta elevadas taxas de replicagdo (Figura 5).

Apesar de alguns trabalhos terem sido realizados na tentativa de elucidar o mecanismo
molecular pelo qual HC-Pro realiza esta atividade, a mesma € ainda desconhecida,
permanecendo como uma das grandes questdes sobre silenciamento génico pds-transcricional.

Recentemente foi descrita a primeira proteina vegetal capaz de suprimir PTGS. Este
polipeptideo foi identificado utilizando-se o sistema duplo-hibrido na tentativa de encontrar
proteinas celulares capazes de interagir com HC-Pro. A proteina descrita esta relacionada a
calmodulina, sendo denominada rgs-CaM (regulator of gene silencing-calmodulin-like protein).
Plantas transgénicas super-expressando rgs-CaM ndo apresentam PTGS. Considerando-se que
as calmodulinas normalmente atuam ligando céalcio e ativando assim as proteinas alvo, esta
descoberta aponta uma fung¢io para o calcio na regulacao da atividade de PTGS, possivelmente
durante o desenvolvimento (Anandalakshmi ez. al., 2000).

Adicionalmente descobriu-se que concentragdes ndo téxicas de cadmio inibem PTGS

(Ueki e Citovsky, 2001); ao passo que a inoculag@o de drogas que causam hipometilagdo, tais



como dihydroxypropyladenine e 5-azacytidine, suprimem parcialmente o silenciamento génico
(Kovarik et. al., 2000).

A mais nova descoberta nesta drea relata a primeira proteina supressora de PTGS
conhecida que é codificada por um virus que infecta animais (Drosophila): a proteina B2 de
flock house virus (Hongwei et. al., 2002). Os pesquisadores demonstraram ainda que plantas
transgénicas expressando B2 ndo apresentam co-supressao, comprovando a unificagdo dos
sistermnas através de seus supressores.

Estudos de supressores de PTGS e seus mecanismos de agdo correspondem a uma
estratégia bastante interessante na dissecagdo da via de silenciamento génico em diversos

organismos.

Figura 5. Supressdo de PTGS pela proteina HC-Pro. Todas as plantas estdo infectadas com PVX, porém a planta a
esquerda (transgénica) expressa a proteina HC-Pro, permitindo a acumulacdo do virus e conseqiiente surgimento de
sintomas severos. A planta ao centro ¢ transgénica para outra proteina viral, e a direita € tipo-selvagem. (Adaptado
de Shi et. al., 1997).



1.3. Silenciando elementos transponiveis

Miura e colaboradores (2001) obtiveram um mutante em A. thaliana que apresentava um
quadro geral de auséncia de metilagdo. Tal mutante recebeu o nome de DDMI (Deficient in
DNA Methylation) e apresentava muitas anomalias de desenvolvimento. Experimentos visando
identificar os fatores responsdveis por tais anomalias, conduziram a descoberta de que esse
mutante apresentava elevada freqiiéncia de mobilizagdo de transposons (Figura 6). Essa alta
mobilidade de elementos transponiveis resultava da auséncia de silenciamento génico
transcricional mediado por metilagdo (Miura et. al., 2001). O fato do gene DDM1 fazer parte da
via de PTGS evidenciava uma correlacdo desta via com o silenciamento dos transposons de uma
maneira pos-transcricional (Morel et al., 2000).

Algumas belas descobertas sobre o envolvimento de PTGS no controle da mobilizagdo
de transposons foram feitas em estudos com mutantes. A simples andlise do nimero de copia de
elementos transponiveis (via Southern blot) demonstrou de forma clara e eficaz que o PTGS
tinha participacdo direta na repressdo desses elementos (Tabara er. al., 1999; Ketting et. al.,

1999; Wu-Scharf et. al., 2000).

Figura 6. Esquerda: anomalias no desenvolvimento de plantas de A. thaliana mutadas no gene DDM1. A esquerda
encontram-se trés plantas selvagens e 2 direita trés espécimes com mutacdes no gene DDMI. Direita: mobilizacao
de transposons em mutantes para PTGS. Southern blot mostrando o elevado nimero de copias do elemento
transponivel CAC1 em A. thaliana mutada no gene DDMI (nimeros 1 a 12) versus plantas selvagens (13 a 17;
Adaptado de Miura et. al., 2001).

Adicionalmente demonstrou-se que linhagens mutantes de C. elegans incapazes de co-
suprimir transposons eram também incapazes de realizar silenciamento génico pos-

transcricional, evidenciando assim a ligagdo de ambos os fendémenos. (Ketting e Plasterk; 2000).



Provavelmente o PTGS regula a mobilizagdo de (retro)transposons tendo como alvo dsRNAs
formados durante o perfodo de transposigao.

A existéncia de PTGS em vertebrados era uma questdo em aberto até o dltimo milénio.
Acreditava-se que estes animais tinham desenvolvido estratégias de combate a virus mais
sofisticadas que as observadas no PTGS, tais como defesa celular e humoral. Um sistema
baseado em protefnas (anticorpos) e células parece ser bem mais eficiente que um sistema
baseado em moléculas de RNA.

Por outro lado, considerando as diversas posi¢des filogenéticas dos individuos que
apresentam PTGS (fungos, plantas, protozodrios, nematSides e insetos) parecia certo que a
distribui¢do do mesmo na biosfera fosse extensa, alcangando até mesmo os vertebrados.

Alguns estudos comegaram entdo a consolidar tal hipétese. Genes foram silenciados
através de RNAi em embrides de Mus musculus (camundongo), Danio rerio (zebrafish) e
Xenopus laevis. O desencadeamento de RNAI nestas espécies sugere que elas provavelmente
apresentem os genes envolvidos na manutengao deste processo.

A existéncia deste sistema em Homo sapiens foi demonstrada num estudo recente (Figura
7). onde células humanas em cultura foram transfectadas com duplexes de RNA de 21 pares de
base (Elbashir, 2001). Estes duplexes foram capazes de promover o silenciamento génico sem a
ativaciio da protefna kinase PKR (que, ao detectar dsSRNAs extensos, apreende a tradugdo celular
levando 2 morte) presente em mamiferos, representando uma vantagem em estudos usando este

modelo.

A B

Figura 7. Silenciamento da proteina p53 em células MCF-7 (uma linhagem de céncer de mama humano).
Imunoflorescéneia usando amticorpos contra p33 (verde) e actina como controle (vermelho). A: células ndo
silencidas: B: células silenciadas. (Adaptado de Brummelkamp et. al., 2002).



O PTGS, interpretado atualmente como sistema de defesa a virus, passou a ser utilizado
recentemente como ferramenta de biologia molecular em trés grandes areas: genética reversa,
gendémica funcional € terapia génica.

A genética reversa visa gerar mutantes, observar o fendtipo e associé-lo ao gene cuja
funcdo foi perdida. Em estudos de genética do desenvolvimento, a técnica de RNAi oferece
fortes vantagens sobre técnicas de “knock-out” por ser mais rapida e barata além de poder ser
aplicada seletivamente em diferentes estagios do desenvolvimento. Quando o gene ¢ eliminado
por “knock-out” o embrido geralmente morre antes que algo possa ser inferido sobre a fungdo
do mesmo. Caso o embrifio sobreviva, anormalidades introduzidas no inicio do desenvolvimento
podem mascarar fungdes secundérias sutis do gene em estdgios posteriores. Alem dos
problemas basicos como o tempo e custo para produgio de “knock-outs”.

Moléculas de RNA antisenso também tém sido utilizadas para silenciar genes, porém o
tempo exigido para constru¢do de organismos expressando o antisenso torna o procedimento
nao-pratico.

De uma forma mais ampla, a genética reversa pode ser usada em escala gendmica
(gendmica funcional) através de procedimentos simples e baratos como RNAi. Uma vez que os
genomas de C. elegans e Drosophila (entre outros) ja foram desvendados, a descoberta da
funcdo de seus genes empregando-se silenciamento génico tem gerado um grande nimero de
dados. Essa anélise gendmica seria impraticavel se fosse baseada em uma plataforma de “knock-
outs”.

Do ponto de vista médico (terapias), o RNAI apresenta interessantes aplicagdes préticas
como silenciamento de genes enddgenos renegados ou ainda de genes essenciais de parasitas,
limitando assim sua infec¢o. Experimentos objetivando silenciar genes de Drosophila
envolvidos no ciclo celular (cyclin E e myc) estdo sendo realizados com o intuito de obter novos
conhecimentos na biologia do cancer.

De 1998 até entdo, aproximadamente 500 artigos cientificos envolvendo RNAI, quelling,
co-supressdo ou PTGS foram publicados. Contudo apenas uma pequena parte deles objetiva
pesquisa bésica (compreensio da via de PTGS), sendo a grande maioria voltada para estudos de

natureza pratica, utilizando RNAi em genética reversa.

11



O PTGS atua no citoplasma apds a transcrigdo, porém existem varios outros sistemas de
controle da express3o génica descritos. Um segundo sistema bastante conhecido atua no nicleo,
mais precisamente na regulacdo da transcri¢do, sendo assim chamado Silenciamento Génico
Transcricional (TGS, Transcriptional Gene Silencing). Ele basicamente controla a expressdo
génica através da metilagdo das seqiiéncias promotoras ou codificantes (Vaucheret e Fagard;
2001).

Um terceiro controle, também pds-transcricional, atua reconhecendo RINAs mensageiros
que apresentam um STOP cédon prematuro. Este sistema é conhecido como Decaimento
Mediado por RNA sem-sentido NMD; Nonsense-Mediated RNA Decay), que atua degradando
estas moléculas de mRNA, cujos produtos podem ser toxicos para a célula (Gonzalez et. al.,
2001). Esse sistema realiza um patrulhamento a procura dessas moléculas que uma vez
identificadas, sdo degradadas. Porém, diferentemente do PTGS, apenas a molécula identificada
¢ destruida, e ndo todas as similares a ela de uma forma sistémica.

Um quarto sistema é chamado Mutagdo pontual induzida por repeticao (RIP, Repeat-
Induced Point Mutation). Em Neurospora, esse mecanismo “varre” todo o genoma a procura de
seqiiéncias duplicadas, seguida pela extensiva introdugdo de mutagGes em tais seqiiéncias. Ao
contrario de PTGS, RIP € irreversivel. Seqiiéncias repetidas em tandem do rDNA s3o poupadas,
ao passo que seqiiéncias do 5S RNA e tRNA estdo abaixo do limiar de detecgdo de RIP. Uma
possivel fungio para RIP seria a identificagio e inativagdo de transposons que foram duplicados
pelo menos uma vez (Selker, 1990; 1997).

Além desses, um novo sistema foi descoberto no fim de 2001, sendo denominado
Silenciamento meidtico por DNA ndo pareado (MSUD, Meiotic Silencing by Unpaired DNA).
Basicamente ele atua silenciando genes ndo pareados durante a meiose em N. crassa, numa
tentativa de controlar transposons ou transgenes (Shiu et. al., 2001).

Ha varios outros sistemas de controle, tais como os traducionais e pos-traducionais,

mostrando a necessidade de atuagio de tais sistemas nos mais variados niveis dentro da celula.
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Em 2000 identificou-se em Drosophila o gene Dicer (fatiador) o qual realiza a fungio de
clivar o dsRNA em duplexes de 21-25 pares de base (pb) na via de PTGS (como descrito na
Figura 3).

Demonstrou-se porém que Dicer realiza uma segunda funcdo em C. elegans. Neste
organismo existem dois genes que controlam o desenvolvimento, chamados de let-7 ¢ lin-4.
Esses genes produzem pequenos transcritos precursores chamados de pre-small temporal RNAs
(pre-stRNAs) em forma de hairpin, que sdo posteriormente clivados por Dicer em duplexes de
21-25 pb (small temporal RNAs; stRNAs; Figura 8). Estas moléculas sdo separados e o oligo
antisenso hibridiza-se a0 mRNA-alvo impedindo a tradugdo (controle pos-transcricional).

Em 2001, trés trabalhos paralelos demonstraram a existéncia de aproximadamente 100
genes codificando RNAs que, semelhantemente a let-7 e [in-4, apresentam estruturas
secundarias em forma de hairpin. Esses transcritos foram chamados de microRNAs (miRNAs),
e sua fungdo predita € atuar no controle pds-transcricional (Lau et. al., 2001; Lagos-Quintana er.
al., 2001; Lee e Ambros, 2001). Demonstrou-se também a participagdo Dicer no processamento
de alguns desses genes.

Um outro trabalho recente evidenciou que 3 genes necessarios para a NMD (smg-2, smg-
5 e smg-6) em C. elegans também sdo necessarios para RNAi (Domeier et. al., 2000).

Em conjunto tais estudos demonstram que as varias vias de silenciamento estdo

interconectadas e que parecem ser mais amplas do que o imaginado inicialmente.
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stRNA Sde3(?) clivado em stRNA, que hibridiza-se a0 mRNA alvo e impede o
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1.4. Um futuro nada silencioso

A possibilidade de o PTGS gerar efeitos indesejaveis na terapia génica (e.g. co-supressio;
Bestor, 2000) constitui um motivo para melhor compreendermos este mecanismo e gerar formas
eficientes de evitad-lo. Além da utilizacio de RNAI em gendmica funcional e genética reversa, o PTGS
¢ também um fendmeno muito interessante para agricultura por ser um mecanismo natural de defesa a
ataques virais, além de possivelmente estar envolvido na fisiologia celular € em processos de
desenvolvimento vegetal (Kasschau e Carrington, 1998) que torna indispensavel seu conhecimento
pleno.

O avango da gendmica ird gerar uma miriade de dados, os quais poderdo ser analisados de uma
maneira rapida e pratica através de RNAi (Fraser, 2000). A utilizagdo de RNAI no tratamento de
doengas genéticas também tem sido uma promessa. Entramos agora em uma nova fase, em que

muitos ouvirdo a “repercussio do siléncio”; com certeza, um Prémio Nobel.

1.5. Resumo

O PTGS ¢ hoje interpretado como um sistema de patrulhamento dos transcriptomas de um
organismo. A identificacdio de dsRNAs € um indicio de alguma anormalidade na célula (presenga de
virus, transgenes ou mobiliza¢do de transposons) e os mesmos devem ser silenciados.

Esse mecanismo de controle da expressdo génica tem sido usado como ferramenta de genética

reversa, gendmica funcional, havendo um futuro promissor para terapias.
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Capitulo 2

Estudo da atividade de supressdo da proteina HC-Pro em plantas transgénicas de tabaco
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RESUMO

O silenciamento génico pds-transcricional (PTGS) é um mecanismo de defesa contra virus que
atua degradando RNAs relacionados a tais patdgenos, € em alguns casos, de transgenes. Por outro
lado, a proteina viral HC-Pro possui atividade de supressio de PTGS (PTGS-S), além de uma
atividade de ligagdo a RNA.

Neste trabalho foram produzidas plantas transgénicas de tabaco expressando a proteina HC-Pro
do virus Y da batata (PVY), sendo estas defectivas em PTGS. Tais plantas apresentam inumeras
aplica¢des incluindo o uso como biorreatores e a amplificagdo in vivo de determinados virus.

Paralelamente foi conduzido um segundo estudo empregando plantas transgénicas visando
avaliar o envolvimento de dominios e motivos especificos da proteina HC-Pro na atividade de
supressdo de PTGS. Resultados sugerem que o aminoécido tirosina (Y), localizado junto ao motivo
conservado YPCSC, envolvido diretamente com a atividade de ligagdo a RNA da proteina, também
estd implicado na atividade de supress@o de PTGS. Evidencia-se assim que ambas fungdes estdo
interligadas.

ABSTRACT

Pos-transcriptional gene silencing (PTGS) is a viral defense mechanism, acting by degrading
RNAs related to such pathogens, and in some instances, transgenes. On the other hand, viral protein
HC-Pro presents PTGS suppression (PTGS-S) activity, besides an RNA binding nature.

In this present work, tobacco transgenic plants were constructed, expressing HC-Pro protein of
potato virus Y (PVY), thus being PTGS-defectives. These plants present many applications, including
their use as biorreactores and in vivo viral amplification.

Another parallel study using transgenic plants was conducted to evaluate the involvement of
certain HC-Pro domains and motifs in PTGS suppression activity. Results suggest that aminoacid
tirosine (Y), located within conserved motif YPCSC, directly involved with RNA binding activity, is
also implicated in PTGS suppression activity. Evidences indicate both functions are connected.
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1. INTRODUCAO

A engenharia genética possibilitou a produ¢do de plantas transgénicas expressando
polipeptideos antes nio presentes em seu proteoma (i.e. hormdnios humanos, anticorpos e proteinas
virais) ou super-expressando aqueles de natureza endégena (i.e. enzimas de vias de biosintese de
compostos como agucar e vitamina A) promovendo assim um enorme avango biotecnolégico. Porém a
eventual ativacdo do mecanismo de co-supressdo faz com que o fenétipo observado seja o oposto ao
desejado: baixos ou nenhum nivel de acumulagdo da proteina heteréloga (van der Krol er. al., 1990).
Esse processo endogeno ainda mal compreendido tem ameagado a engenharia genética assim como a
terapia génica (Bestor, 2000).

A disponibilidade de proteinas supressoras, dentre elas a proteina HC-Pro (Helper component-
proteinase) codificada pelos potyvirus, constitui uma importante ferramenta para evitar ou sobrepujar
os efeitos indesejaveis advindos do PTGS. Estudos visando compreender o mecanismo de agéo de tais
proteinas sd3o portanto essenciais.

A familia Potyviridae é formada por virus vegetais com genoma constituido por uma unica
molécula de RNA fita simples de polaridade positiva de aproximadamente 10 kb. Ela representa cerca
de 36% dos virus de planta atualmente descritos (Riechmann et. al, 1992), causando perdas
significativas em uma grande variedade de culturas.

A espécie-tipo desta familia é o virus Y da batata (PVY), o qual causa varios sintomas tais
como: mosaico, encrespamento e necrose foliar. Ele é um virus ndo envelopado, apresentando um
capsideo constituido por um s6 tipo de proteina. Sua replicagdo ocorre no citoplasma por intermédio
de uma replicase de origem viral, havendo conseqiientemente apenas intermedianios de RNA em seu
ciclo.

O PVY codifica em seu genoma uma poliproteina que autoprocessada gera 9 subprodutos.
Dentre eles est4 a proteina “fator assistente de transmissZo” ou HC-Pro (Figura 1). Ela € uma proteina
multifuncional (Maia et. al., 1996a) envolvida em diferentes etapas do ciclo de vida dos potyvirus tais
como movimento intercelular, processamento da poliproteina, transmissao planta a planta mediada por
afideos, ligac@o inespecifica a RNA (RNAb; Maia et. al., 1996b) e supressdo de PTGS (PTGS-S). A
proteina usada neste estudo (Numero de acesso no genbank U33454 - codificada por PVY) ¢
composta de 456 aminoacidos (1368 pb) e que por ser derivada de uma poliproteina, ndo apresenta
naturalmente o cédon de iniciagdo AUG. A regido central foi identificada como portadora da atividade

de PTGS-S (Shi et. al., 1997; Kasschau et. al., 1997; Luet. al., 2001).
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HC-Pro

Transmissdo por afideo Proteinase
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Figura 1. Representagdo esquemdtica da proteina HC-Pro e seus dominios funcionais. A por¢ao
central pode ser ainda subdividida em dois dominios de ligagdo a RNA distintos. Em detalhe o
dominio B, no qual ha dois padrdes (RNP-1, RNP-2 e os aminodcidos que os constituem) diretamente
envolvidos 2 atividade de ligagio a RNA. NH,: por¢do amino-terminal; COOH: porgdo carboxi-
terminal.

Apesar de alguns trabalhos terem sido realizados na tentativa de elucidar o mecanismo
molecular pelo qual HC-Pro realiza PTGS-S (Llave et. al., 2000; Mallory et. al., 2001), o mesmo €
ainda desconhecido, permanecendo como uma das grandes questdes sobre silenciamento génico pos-
transcricional.

Para compreender a maneira pela qual HC-Pro realiza esta atividade, torna-se necessdria a
identiticacdo dos dominios e motivos especificos envolvidos. A possivel associagdo destes dominios a

outras funcdes ja descritas para HC-Pro pode auxiliar a elucidar o mecanismo de PTGS-S.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste projeto sdo:

1) produzir de plantas de tabaco com supressdo de PTGS, expressando a proteina HC-Pro de PVY
a) - confirmar a supressdo de PTGS in vivo
b) - analisar possiveis alteragdes no desenvolvimento das plantas geradas
2) produzir de plantas de tabaco expressando, individualmente, cinco versdes mutadas da proteina

HC-Pro
3) relacionar tais mutac¢des a atividade de supresszo de PTGS pela HC-Pro
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PLANTAS E VIRUS
A espécie de planta utilizada para expressar HC-Pro foi Nicotiana tabacum, linhagem SR1. Os
virus utilizados nos experimentos de supressio (PVX e PVY) foram gentilmente cedidos pelo Dr. José

Alberto Caram de Souza Dias (Centro de Fitossanidade, Instituto Agronémico de Campinas).

3.2. CONSTRUCAO DO CASSETE DE EXPRESSAO E CLONAGEM

Foram escolhidas seis versdes de HC-Pro para produgfo de plantas transgénicas: uma tipo-
selvagem, duas versdes truncadas e trés versdes com mutagdes pontuais (Figura 2).

A versdo tipo-selvagem, foi escolhida para ser usada como controle positivo. As versdes
truncadas apresentam dele¢bes de dominios centrais (A ou B; Figura 1), associados a RNAb e PTGS-
S. As versdes com mutag¢des pontuais apresentam substituicdes de aminoécidos em motivos altamente
conservados e previamente associados a RNAD ou intensificagdo de replicagéo (Figura 1, Maia e
Bernardi, 1996b; Kasschau et. al., 1997).

O clone de cDNA da proteina HC-Pro assim como as versdes contendo delegdes em sua regido
central foram previamente construidas e encontravam-se clonados no plasmideo pDMC200 (Figura
3). Para a expressdo em plantas, os respectivos cDNAs foram subclonados no plasmideo pBI2x35S
(digerido Ncol/SstI) para fusdo dos mesmos com o promotor 35S duplicado (2x35S) do virus do
mosaico da couve-flor (CaMV; Figura 3). Logo em seguida, apos digestdo com HindIlI (parcial)/Sstl,
os cassetes foram inseridos em pBI121 para posterior transformacdo. Esse plasmideo possui um
marcador (gene nptll) que confere resisténcia a kanamicina. Os plasmideos contendo as diferentes
versdes da proteina HC-Pro foram entdo introduzidos em Agrobacterium tumefasciens (LBA 4404)
para posterior transformagéo dos discos foliares de tabaco.

Os mutantes pontuais da proteina HC-Pro, inicialmente clonados em pUC19, foram
subclonados em pT7 digerido com as enzimas EcoRV/.Xbal (Figura 4). Apds digestdo com Ncol/Xbal e
purificagdo em gel, os insertos foram entdo transferidos para pDMC200. Em seguida foram
subclonados em pBI2x35S (digerido Ncol/Sstl) para fusio dos mesmos ao promotor 2x35S, e
posteriormente inseridos em pBI121 (digestdo Hindlll/SstI). Os plasmideos resultantes foram

inseridos em A. tumefasciens para posterior transformagéo dos discos foliares de tabaco.
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HC-Pro | 2x35S HC-Pro | ~Nos |
HCaA | 2x35s | [ Nos |
HCAB | 2x358 | | w~os |
YI-D
HC-1B | 2x358 | | wNos |
IG-IRP
HC-2B | 2x35S | | Nos |
CSiRP
HC-3B | 2x358 | | Nos |

Figura 2. Representacdo esquematica (fora de escala) das versdes da proteina HC-Pro usadas na
transformac?o de tabaco. A construgdo basica € constituida por um duplo promotor 35S do virus do
mosaico da couve-flor (2x35S de CaMV); um “enhancer” de tradugfo advindo do virus do mosaico da
alfafa (AMV); regido codante da proteina HC-Pro (ou mutantes) com cédon de iniciag@o inserido € o
terminador de Nopalina sintetase (NOS). HC-Pro) HC-Pro tipo-selvagem; HCAA) Versdo com
delegdo no dominio A (aa 81-233) ; HCAB) Versio com dele¢ido no dominio B (aa 233-367); HC-1B)
Versdo com mutagdo pontual em Y288 para D; HC-2B) Versdo com mutagdes pontuais em J Eai(C aid

para RP e HC-3B) Versao com mutac¢des pontuais em C**s*! para RP.
:\’C()I\ HC-Pro v Ssil 1\"60155"1
pDMC200
Hindilll
I'e v Sstt

2x 358

NOS

Y nptll

HC-Pro

HindIlIl —»

2x 358 NOS

nptll

Figura 3. Estratégia para construgdo do cassete de expressio de HC-Pro (HC-Pro tipo-selvagem,
HCAA e HCAB) em plantas. Duas clonagens foram realizadas, até a obten¢do da construgdo final. As
setas lineares indicam os sitios das endonucleases envolvidas nas clonagens. NOS: terminador da
nopalina sintetase; nptIl: gene que gera resisténcia a kanamicina.
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Figura 4. Estratégia geral para constru¢do dos trés cassetes de expressio de HC-Pro contendo
mutag¢des pontuais (HCp — correspondente a HC-1B, HC-2B ¢ HC-3B) em plantas. Quatro clonagens
foram realizadas, até a obtencdo da constru¢io final. As setas lineares indicam os sitios das

endonucleases envolvidas nas clonagens. NOS: terminador da nopalina sintetase; nptll: gene que gera
resisténcia a kanamicina.
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3.3. TRANSFORMACAO DE DISCOS FOLIARES E REGENERACAO

Todo o processo de transformacido de discos foliares de tabaco, rotina em nosso laboratério, foi
realizado em camara de fluxo laminar.

Discos foliares foram cortados de folhas jovens de tabaco (Nicotiana tabacum, linhagem SR1,
germinadas e crescidas in vitro) e depositados em placas de Petri estéreis contendo 20 ml de meio
MS* (Murashige and Skoog Salt Misture — Gibco BRL). Os discos foram entdo transferidos para
placas contendo agrobactéria em suspens@o no meio MS onde foram deixados por 1 minuto.

Em seguida, os discos foram repassados para placas contendo papel filtro estéril para absorver
o excesso de solugdo com agrobactéria e transferidos para placas definitivas contendo 20 ml de meio
MS adicionado de 6-Benzil-Aminopurina (BAP; 1,0 mg/l) e Acido Indolacético (IAA; 0,1 mg/l), onde
permaneceram incubados no escuro durante 2 dias a 25°C.

Apos esse periodo, os discos foram transferidos para tubos Falcon™ de 50 ml contendo meio
MS adicionado de Cefotaxima (500 pg/ml) e Kanamicina (50 pg/ml). Eles permaneceram sob leve
agitacdo por 5 minutos para deixar o material livre de agrobactérias. Em seguida foram transferidos
para placas de Petri com papel filtro estéril para eliminar o excesso de meio.

Os discos foram entdo repassados para placas contendo meio MS soélido adicionado de BAP
(Img/1), IAA (0,1 mg/1), Kanamicina (50 mg/l) e Cefotaxima (500 mg/l) e incubados por 1 semana no
escuro.

Em seguida eles foram transferidos para placas de Petri contendo o meio acima descrito €
expostos a luz, onde permaneceram até obtencdo de calos. Plantulas originadas dos calos foram
transferidas para meio de enraizamento MS (sem a presenca de reguladores de crescimento).

* Meio MS: Sais MS (4,3g/L); Sacarose (30g/L); vitaminas MS (1000X) e agar (8g/L). pH ajustado
para 5,7 com KOH. '

3.4. SELECAO DE PLANTAS TRANSGENICAS

Plantulas (Rg) foram regeneradas a partir de discos foliares. Foram obtidas plantulas R; e R; a
partir de sementes submetidas a ciclos de sele¢do em kanamicina, seguidos de confirmagio da
insercdo do transgene por PCR (Polimerase Chain Reaction).

As sementes foram esterelizadas e plaqueadas em meio MS com kanamicina (100 mg/L). A
esterilizacdo foi feita em cAmara de fluxo laminar, onde as sementes ficaram imersas em etanol 70%

por 1 minuto, lavadas duas vezes com &4gua deionizada autoclavada e imersas por 2 vezes em
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hipoclorito de sédio 1% durante 20 minutos. Em seguida foram lavadas 5 vezes em 4gua deionizada
autoclavada e plaqueadas em meio MS [4,3 g/L de sais MS (GibcoBRL); 1 ml de Murashige and
Skoog Modified Vitamin Powder (1000X; Sigma); 20g de sacarose; 3g de agente gelificante
(Phytagel; Sigma); pH 5,8]. As plantas resistentes foram transportadas apds 4 semanas para uma
estufa.

3.5. ANALISES MOLECULARES DAS PLANTAS TRANSGENICAS

Para verificar a integragdo do transgenes no genoma vegetal, DNA gendmico das plantas
regeneradas foi extraido de acordo com protocolo descrito por Konieczny e Ausubel (1993) e
posteriormente submetido a PCR.

A presen¢a do transgene nas plantas transformadas com a versdo selvagem da HC-Pro bem
como com as versdes contendo as respectivas muta¢des pontuais foi analisada empregando-se os
oligonucleotideos 358 (5’-ACAATCCCACTATCCTTCG-3’) e P3 (5°-
GCTCTAGATTAGTTCTTTGCATCC-3"). O oligonucleotideo P3 é complementar aos nucleotideos
1071- 1094 do clone de cDNA da HC-Pro ao passo que o oligonucleotideo 35S corresponde a regido
3’ terminal do promotor 35S de CaMV (Figura 5). Neste caso, um fragmento de aproximadamente
1100 pb deve ser amplificado. Os oligonucleotideos 35S e P3 também foram empregados na analise
das plantas transformadas com a versdao HCAA resultando num produto de amplificagdo de 630 pb. As
plantas contendo a versdo HCAB foram analisadas empregando-se os oligonucleotideos 35S e P2 (5°-
GCTCTAGATTATCCCTTTGATGG-3’; complementar aos nucleotideos 679-691 do clone de cDNA
da proteina HC-Pro), gerando um fragmento de aproximadamente 690 pb. O programa de PCR
incluiu um ciclo de desnaturagio a 95°C por 5 min e 35 ciclos de amplificagdo (95°C por 30 s, 54°C
por 30 s, 72°C por 90 s) seguido de um ciclo final a 72°C por 5 min.

A presenga dos transcritos correspondentes aos diferentes transgenes foi evidenciada via RT-
PCR. A extra¢do de RNA total foi realizada utilizando-se o reagente TRIzol® (GibcoBRL) conforme
protocolo do fabricante.

A reacdo de transcri¢do reversa (RT) foi conduzida empregando-se o kit “SuperScript™II
RNase H™ Reverse Transcriptase” (Gibco) segundo as instrugdes do fornecedor. O oligonucleotideo
utilizado nesta reag@o foi 0 WT-R (5’- CTAGATTAACCAACTC-3"), o qual é complementar a regido
3’ terminal do transcrito da HC-Pro (1361-1368nt; Figura 5). Na reagcdo de PCR subseqiiente foi
utilizado o oligonucleotideo WT-R em combinagdo com os oligonucleotideos: Del-5 (5'-

CCATCGATATGGTAACGTTAGAG-3’; complementar aos nucleotideos 290-303 do clone de
c¢DNA da HC-Pro) para todas as versdes exceto HCAA. Os produtos gerados foram de 1100pb para as
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versdes HC-1B, HC2-B, HC-3B e 680pb para versao HCAB. Para a construgio HCAA foi usado o
oligo HC-Clal (5’-CCATCGATATGTCGAATGCAGAC-3’; complementar aos nucleotideos 1-12)
junto ao oligo WT-R gerando um fragmento de aproximadamente 910pb. O programa de PCR incluiu
um ciclo de desnaturacdo a 95°C por 5 min seguido de 35 ciclos de amplificagido (95°C por 30 s, 42°C

por 30 s, 72°C por 90 s) e um ciclo final a 72°C por 5 min.

35S HC Del-3

—_ - —»

2x3358 HC-Pro NOS

-« -« -«
P2 P3 WI-R

Figura 5. Posi¢ado relativa dos oligos utilizados para andlises de PCR e RT-PCR. Acima da
construcdo basica de HC-Pro se encontram os oligos senso; abaixo, os oligos antisenso. Em vermelho
aqueles usados para PCR, em azul os utilizados na RT-PCR. HC: HC-Clal

A identifica¢do das plantas transgé€nicas com maiores niveis de expressio para cada versdo de
HC-Pro foi feita através de Northern blot. A extracdo de RNA total de plantas transformadas foi
realizada utilizando-se o reagente TRIzol® (Gibco) conforme protocolo do fabricante.

Para realizagiio do Northern, foram carregados aproximadamente 5ug de RNA total em gel de
agarose 1%, tampao MOPS denaturante (5% formaldeido). A transferéncia do RNA do gel para
membrana de Nylon (HybondTM—N+ Amersham Pharmacia Biotech) foi realizada por 8 horas, de
acordo com Maniatis, utilizando SSC 10X (salt sodium citrate) como tampdo de transferéncia. Todos
0s outros experimentos (western, andlises morfo-fisiologicas e ensaios de supressio foram feitos com
as plantas com os maiores niveis de expressio).

A sonda empregada neste experimento foi gerada realizando-se a digestao do clone de cDNA
da HC-Pro (originalmente clonado em pMal) com as enzimas de restricio Sall e EcoRl, liberando
assim um fragmento de 300 pb. Apds purificagdo em gel, o fragmento foi marcado radioativamente
utilizando-se o kit de marcacio “Megaprime™ DNA labelling systems” (Amersham). A sonda
marcada foi entdo purificada em coluna contendo Sephadex G-50 e sua atividade especifica
determinada. A seguir realizou-se os procedimentos de pré-hibridizacdo e hibridiza¢do conforme
descrito .

A presenca da proteina HC-Pro foi observada em experimentos de Western blot de acordo com
Sambrook et al. (1989). Resumidamente, o extrato total de proteina € fracionado em eletroforese,

transferido para um suporte sélido (membrana de nitrocelulose) e hibridizado com anticorpos
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primarios. A hibridiza¢io com um segundo anticorpo conjugado a uma enzima, contra os anticorpos
primérios, permite a identificagdo da proteina alvo.

Foi utilizada uma solugdo de anticorpos policlonais (diluigdo 1/500) gentilmente cedidos por
Thomas Pirone (Department of Plant Pathology, University of Kentucky, USA). Estes anticorpos
foram produzidos em coelho e dirigidos contra HC-Pro. Extratos protéicos provenientes de plantas
infectadas com PVY foram usados como controle positivo e extratos de plantas de tabaco ndo

infectadas como controle negativo.

3.6. ANALISES MORFO-FISIOLOGICAS

Estudos detectaram a formag3o de tumores (por razdes ndo claras) na regido de transigdo
caule-raiz em plantas de tabaco expressando HC-Pro de tobacco etch virus (TEV) ou super-
expressando a proteina enddgena rgs-CaM (também supressora de PTGS; Anandalakshmi er al.,
2000). Visando uma analise comparativa, avaliamos segunda geracéo das plantas transgénicas quanto

a altera¢Bes morfoldgicas e de desenvolvimento.

3.7. ENSAIOS DE SUPRESSAO USANDO PVX COMO REPORTER

O ensaio de supressdo foi baseado nos experimentos de Vance et. al. (1995) inoculando-se
mecanicamente (usando carburundum) PVX na 2* folha inferior de plantas transgénicas de tabaco com
aproximadamente 6 semanas de idade. Todas as plantas se apresentavam na mesma fase de
desenvolvimento. Para avaliar a acumulagdo de PVX, um Northern blot foi realizado utilizando 5ug
de RNA total extraido da 22 folha acima da folha inoculada 10 dias pds-inoculagio (dpi). Como sonda
foi usado um fragmento de 563 pb obtido através da digestdo com Xhol/Stul da porgdo 3’ do genoma

de PVX (clonado no plasmideo pP2C2S; Chapman et. al., 1992) e uniformemente marcado com 2p.

3.8. ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

As seqiiéncias protéicas de HC-Pro de TEV (Numero de acesso NP-062908), PVY (Numero
de acesso no genbank AAC54827) e rgs-CaM (Numero de acesso no genbank AAK11255) foram
alinhadas no programa “Clustal X”. A tabela de similaridade e identidade entre as mesmas foi

realizada no programa “Boxshade”.
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4. RESULTADOS

4.1. SELECAO DE PLANTAS TRANSGENICAS

Plantulas R, apresentaram segregacdo média de 3:1 (transgénicas : ndo transgénicas). As
plantas resistentes foram auto-fecundadas gerando a Ry, cuja selecdo em kanamicina apresentou na

maioria dos casos quase 100% de plantulas resistentes (Figura 6).

Figura 6. Selegdo de plantulas R, em meio MS contendo kanamicina: praticamente todas as plantas
sdo resistentes ao antibiético. A) Plantulas transformadas com a versio HC-Pro tipo-selvagem. B)
Controle negativo (i.e. plantulas ndo transformadas).
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4.2. ANALISES MOLECULARES

O ensaio de PCR empregando DNA gendmico extraido das plantas da segunda geragdo (R2)
confirmou a presenca dos transgenes correspondentes (Figura 7). Os fragmentos amplificados

apresentam o tamanho esperado (HCAA, 630 pb; HCAB, 690 pb e aproximadamente 1100 pb as

outras versoes).

L HCAA HCAB HC-1B HC-2B HC-3B HC-Pro C+ C-

2.0Kkb ~_
1,6 kb —
10kb —

Figura 7. Confirmag@o da presenca do transgene em plantas de segunda geracdo via PCR. L: marcador
de peso molecular Kb (Gibco BRL); C+: Controle positivo (i.e. cDNA da proteina HC-Pro tipo-
selvagem clonado em plasmideo); C-: Controle negativo (planta nao transformada).

A fim de constatar a presenga do transcrito correspondente aos diferentes transgenes, um
experimento de RT-PCR foi realizado empregando-se RNA total extraido das plantas transgénicas em
estudo e oligonucleotideos especificos. A maioria das plantas analisadas apresentou atividade
transcricional sendo observado um produto de amplificacdo com tamanho esperado (HCAA, 910pb;

HCAB, 680pb e aproximadamente 1100 pb as outras versoes; Figura 8).

L HCAA HCAB HC-1B HC-2B HC-3B HC-Pro C+ C-

Figura 8. Andlise por RT-PCR das plantas transgénicas de HC-Pro positivas em PCR. Todos os
produtos de amplificacio observados tem tamanho esperado. L: marcador de peso molecular de 1 Kb
(Gibco BRL); C+: controle positivo (i.e. cDNA da proteina HC-Pro tipo-selvagem clonada em
plasmideo). C-: planta ndo transformada.
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A realizagdo de Northern blots (Figura 9) permitiu a identificacdo das linhagens de maiores
niveis de expressdo. Testamos de trés a sete linhagens por versdo de HC-Pro, escolhendo aquelas de

maior expressio para continuar os procedimentos.

C- HCABHC-1B HC-1B HC-1B HC-1B HC-1B HC-1B HC-1B HC-3B HC-3B HC-3B

Figura 9. Northern blot das plantas PCR positivas empregando-se sonda especifica contra HC-Pro.
Aqui mostrado apenas Northern de algumas das plantas transformadas para HCAB, HC-1B ¢ HC-3B.
Controle negativo (C-): planta de tabaco nédo transformada.

A presenga da proteina HC-Pro e das demais versdes em estudo foi investigada em um
experimento de Western blot utilizando anticorpos policlonais dirigidos contra a proteina HC-Pro
purificada de plantas infectadas. A imunodetec¢do da proteina HC-Pro (tipo-selvagem) e demais
versdes em extratos protéicos das diferentes plantas transgénicas estd representada na Figura 10.

Apenas as versdes truncadas (HCAA e HCAB) ndo foram identificadas.

C- = C+ HC-1B HC-2B HC-3B HC-Pro

HC-Pro.—

Figura 10. Imunodetec¢do da proteina HC-Pro das plantas transgénicas de tabaco. C-: Controle
negativo (i.e. planta ndo transformada e ndio infectadas); C+:controle positivo (Z.e. planta ndo
transformada infectada com PVY). O controle negativo apresenta uma banda inespecifica que esta
presente em todas as plantas. H4 uma segunda banda inespecifica presente apenas nas plantas
transgénicas. A posi¢do da proteina HC-Pro esta indicada.
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4.3. ANALISES MORFOLOGICAS E DE DESENVOLVIMENTO

Nenhuma alteracdo morfolégica clara foi observada nas plantas transgénicas, e seu tempo de
desenvolvimento foi semelhante a de plantas ndo transformadas. Ndo foram detectados tumores na
regido de transicdo raiz-caule (Figura 11), normalmente identificados em plantas expressando a
proteina HC-Pro de fobacco etch virus (TEV) ou super-expressando a proteina endégena rgs-CaM
(também supressora de PTGS; Anandalakshmi et al., 2000).

Figura 11. Presenca de tumores em plantas expressando supressores de PTGS. NT: N. benthamiana
ndo transformada (sem tumor); rgs-CaM: N. benthamiana super-expressando rgs-CaM (tumor
indicado pela seta); HC-Pro: N. tabacum expressando HC-Pro (sem tumor; seta indica o local onde
deveria haver o tumor) (A foto das plantas NT ¢ rgs-CaM foram adaptadas de Anandalakshmi et. al.,
2000).
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4.4. ENSAIO DE SUPRESSAO EMPREGANDO PVX COMO REPORTER

O ensaio de supressdo usando PVX como reporter demonstrou .que as versdes de HC-Pro
contendo mutagio pontual no aminoacido (aa) tirosina (Y) do padrio YPCSC (HC-1B), mutag@o
pontual nos aa IG do motivo IGN (HC-2B) ou delegéo total do dominio B (HCAB; Figura 12), tem a
sua capacidade de supressdo de PTGS debilitada (resultando em baixa acumulagdo de PVX). Ja as
versdes contendo delecdo no dominio A ou mutacio nos aa CS do padrio YPCSC apresentam
atividade de supressio semelhante aquela observada em plantas co-infectadas com PVX e PVY (C+)
ou expressando a versdo tipo-selvagem da proteina HC-Pro (na Figura 12 comparar HC-Pro com

HCAA e HC-3B).

€+ HCAA HCAB HC-1B HC-2B HC-38B HC-Pro

Figura 12. Ensaio de supressdo empregando-se PVX como repérter. A acumulagdo de RNA viral nas
plantas transgénicas foi verificada por Northern blot usando sonda especifica. C+ : Planta co-
infectada PVX-PVY. Controle Negativo de supressdo de PTGS: planta HC-2B, que conhecidamente
ndo suprime PTGS (Kasschau et. al., 1997)



As plantas transgénicas inoculadas com PVX apresentaram, em alguns casos, sintomas de
mosaico intenso cerca de 10 dpi semelhantes aqueles encontrados nas plantas co-infectadas com PVY
(Figura 13).

Figura 13. Sintomas causados por PVX. A: mosaico intenso em tabaco nao transformado co-
infectado por PVX/PVY (21 dpi); B: mosaico intenso em tabaco expressando a proteina HC-Pro tipo-
selvagem (10 dpi); C: mosaico suave em tabaco ndo transformado (21 dpi) e D: mosaico de nivel
intermedidrio, observado nas plantas de tabaco transformadas com as versdes de HC-Pro contendo
mutacdes pontuais. Nas plantas transformadas com as demais versoes estudadas, os sintomas foram
similares ao observado em D.
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5. DISCUSSAO

5.1. PRODUCAO DE PLANTAS DE TABACO EXPRESSANDO A PROTEINA HC-PRO DE PVY

Os ensaios demonstraram a atividade de supressio de HC-Pro in vivo. Plantas expressando
esta proteina apresentaram acumulagdo de PVX em niveis similares aqueles observados durante co-
infeccbes PVX/PVY (Figura 12; comparar HC-Pro ¢ C+). Dois ensaios adicionais foram feitos,
analisando porém apenas o surgimento de sintomas, os quais ocorreram com maior intensidade apenas
em plantas transgénicas.

E interessante notar que as plantas transgénicas par HC-Pro (tipo-selvagem) apresentaram
sintomas de mosaico similares aqueles observados em plantas co-infectadas, porém em um tempo
muito menor (Figura 13; 10dpi em plantas transgénicas HC-Pro versus 21dpi em plantas co-
infectadas). Tal fato deve-se provavelmente a ja existéncia de um “pool” de HC-Pro nas plantas
durante a inoculagdo de PVX.

Todas as outras versdes de HC-Pro apresentaram um mosaico de nivel intermediario (Figura
13, D). Os sintomas estdo diretamente relacionados com a acumulagdo do virus, porém nfo unica e
exclusivamente. Assim, vemos que apesar de apresentar baixas acumulagdes de PVX (Figura 12), as
plantas expressando as versdes HCAB, HC-1B e HC-2B apresentaram sintomas relativamente mais
fortes se comparados com os observados em plantas nio transformadas e infectadas com PVX apenas.
Esse fato pode ser devido & uma atividade residual de supressio exercida por padrdes ainda nio
definidos em HC-Pro ou dominios relacionados a patogenicidade.

Esses experimentos demonstram claramente a atividade supressora de HC-Pro nestas plantas,
tornando possivel a realizagdo de varias propostas interessantes. O interesse direto desta linhagem é a
sua utilizagdo como biorreatora. A expressio de proteinas heterélogas em plantas é de grande
interesse devido ao baixo custo de produgao, ao fato de ser um eucarioto e de proceder processamento
pos-traducional semelhante ao sistema animal. Porém em determinadas situagbes ocorre baixa
acumulagio do polipeptideo em questdo. Isto se deve, em alguns casos, ao fendmeno de co-supressio
e a expressdo de proteinas sem a indesejavel ocorréncia deste processo é de grande interesse.
Laboratérios como o nosso, por exemplo, que trabalham com produgdo de horménios, anticorpos,
peptideos antimicrobianos e fArmacos em plantas, véem essa linhagem como altamente promissora. A
susceptibilidade da mesma a virus pode entretanto ser um inconveniente.

Uma vez que PTGS e quelling sio fenémenos relacionados, fungos expressando HC-Pro
seriam de grande interesse para produgdo de proteinas heterdlogas (agindo como linhagens

biorreatoras). Apesar de sua atividade ter sido demonstrada apenas em plantas, € possivel HC-Pro seja
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capaz de atuas em fungos, baseando-se numa recente descoberta (Hongwei et. al., 2002). Neste estudo
os pesquisadores demonstraram que a proteina B2, supressora em sistemas animais, mantém sua
atividade em sistemas vegetais.

O desenvolvimento de estratégias de combate a virus vegetais economicamente importantes
exige que os mesmos sejam bem estudados e caracterizados. Porém a obten¢do de grandes
quantidades de massa viral é um obstaculo para estes estudos. Uma das razdes para essa dificuldade é
a acdo do PTGS, que impede a acumulagdo do patégeno. E provavel que a auséncia do sistema de
defesa anti-viral nas plantas aqui desenvolvidas permita elevada replicagdo e acumulag@o destes
patégenos (Savenkov e Valkonen, 2001). Essa amplificacdo in vivo representa uma maneira simples,
barata e rapida de obtengdo de grandes quantidades de massa viral para pesquisas. Neste caso, seria
possivel a amplifica¢do in vivo de 228 de espécies virais (Tabela 1) em N. tabacum, dentre as quais
muitas correspondem a espécies de importancia econdmica. Este numero € superestimado uma vez

que alguns destes virus ja codificam supressores de PTGS (como o PVY).
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Tabela 1. Virus que infectam N. tabacum. (Informacdes obtidas no site; _http://image.fs.uidaho.edu/vide/famlyl24 htm#Nicotiana

tabacum)

Abutilon mosaic bigeminivirus

Alfalfa mosaic alfamovirus
Alstroemeria (?) ilarvirus

Alstroemeria mosaic potyvirus
Amaranthus leaf mottle potyvirus
Arabis mosaic nepovirus

Arracacha A nepovirus

Arracacha B (?) nepovirus

Arracacha Y potyvirus

Artichoke Italian latent nepovirus
Artichoke yellow ringspot nepovirus
Asparagus 2 ilarvirus

Asparagus 3 potexvirus

Asystasia gangetica mottle (?) potyvirus
Barley stripe mosaic hordeivirus

Bean distortion dwarf (?) bigeminivirus
Bean yellow mosaic potyvirus

Beet curly top hybrigeminivirus

Beet pseudo-yellows (?) closterovirus
Belladonna mottle tymovirus

Bidens mosaic potyvirus

Blueberry leaf mottle nepovirus
Blueberry necrotic shock ilarvirus
Bramble yellow mosaic (?) potyvirus
Broad bean wilt fabavirus

Burdock yellow mosaic (?) potexvirus
Cacao necrosis nepovirus

Cacao yellow mosaic tymovirus
Carnation ringspot dianthovirus
Cassava African mosaic bigeminivirus
Cassava green mottle nepovirus
Cassava Indian mosaic bigeminivirus
Cassava Ivorian bacilliform ourmiavirus
Cassia mild mosaic (?) carlavirus
Cassia severe mosaic (?) closterovirus
Celery latent (?) potyvirus

Cherry leaf roll nepovirus

Chickpea chlorotic dwarf (?) monogeminivirus
Chicory yellow mottle nepovirus

Chilli veinal mottle (?) potyvirus

Chino del tomat, bigeminivirus

Citrus ringspot virus

Clover wound tumor phytoreovirus
Clover yellow vein potyvirus
Commelina X potexvirus

Cowpea chlorotic mottle bromovirus
Cowpea mosaic comovirus

Cowpea mottle (?) carmovirus

Cowpea severe mosaic comovirus
Croton yellow vein mosaic bigeminivirus
Cucumber green mottle mosaic tobamovirus
Cucumber necrosis tombusvirus
Cymbidium ringspot tombusvirus
Datura Colombian potyvirus

Datura distortion mosaic potyvirus
Datura innoxia Hungarian mosaic (?) potyvirus
Datura mosaic (?) potyvirus

Datura necrosis potyvirus

Datura shoestring potyvirus

Datura yellow vein nucleorhabdovirus
Dioscorea latent (?) potexvirus
Dogwood mosaic (?) nepovirus
Eggplant green mosaic potyvirus
Eggplant mild mottle (?) carlavirus
Eggplant mottled crinkle tombusvirus
Eggplant mottled dwarf nucleorhabdovirus
Eggplant severe mottle (?) potyvirus
Elderberry latent (?) carmovirus

Elm mottle 1larvirus

Epirus cherry ourmiavirus

Grapevine chrome mosaic nepovirus

Grapevine fanleaf nepovirus

Guar top necrosis virus

Henbane mosaic potyvirus

Hibiscus latent ringspot nepovirus

Hippeastrum mosaic potyvirus

Hop American latent carlavirus

Humulus japonicus ilarvirus

Ivy vein clearing (?) cytorhabdovirus

Kalanchoe isometric virus

Kyuri green mottle mosaic tobamovirus

Lamium mild mottle fabavirus

Lilac chlorotic leafspot capillovirus

Lilac ring mottle ilarvirus

Lisianthus necrosis (?) necrovirus

Lucerne Australian latent nepovirus

Lucemne Australian symptomless (?) nepovirus

Lucerne transient streak sobemovirus

Lychnis ringspot hordeivirus

Maclura mosaic macluravirus

Maracuja mosaic (?) tobamovirus

Marigold mottle potyvirus

Melandrium yellow fleck bromovirus

Melilotus mosaic (?) potyvirus

Melon Ourmia ourmiavirus

Milk vetch dwarf nanavirus

Myrobalan latent ringspot nepovirus

Narcissus latent macluravirus

Neckar River tombusvirus

Nerine potyvirus

Nicotiana velutina mosaic (?) furovirus

Odontoglossum ringspot tobamovirus

Okra leaf-curl bigeminivirus

Olive latent 1 (?) sobemovirus

Olive latent 2 (?) ourmiavirus

Orchid fleck (?) rhabdovirus

Paprika mild mottle tobamovirus

Parietaria mottle ilarvirus

Parsnip yellow fleck sequivirus

Passionfruit woodiness potyvirus

Patchouli mosaic potyvirus

Pea early browning tobravirus

Pea mosaic potyvirus

Pea streak carlavirus

Peach enation (?) nepovirus

Peach rosette mosaic nepovirus

Peanut chlorotic streak caulimovirus

Peanut clump furovirus

Peanut stunt cucumovirus

Pelargonium line pattern (?) carmovirus

Pelargonium vein clearing (?) cytorhabdovirus

Pelargonium zonate spot ourmiavirus

Pepino mosaic potexvirus

Pepper Indian mottle potyvirus

Pepper mild mosaic (?) potyvirus
Pepper mild mottle tobamovirus

Pepper Moroccan tombusvirus

Pepper mottle potyvirus

Pepper ringspot tobravirus

Pepper severe mosaic potyvirus

Pepper Texas bigeminivirus

Pepper veinal mottle potyvirus

Physalis mosaic tymovirus

Pittosporum vein yellowing nucleorhabdovirus

Plantain X potexvirus

Plum American line pattern ilarvirus

Plum pox potyvirus

Poinsettia mosaic (?) tymovirus

Poplar mosaic carlavirus

Potato 14R (?) tobamovirus

Potato T trichovirus

Potato U nepovirus

Potato V potyvirus

Potato yellow dwarf nucleorhabdovirus
Primula mosaic potyvirus

Primula mottle (?) potyvirus

Prune dwarf ilarvirus

Radish mosaic comovirus

Raspberry ringspot nepovirus

Red clover necrotic mosaic dianthovirus
Red clover vein mosaic carlavirus
Rhynchosia mosaic bigeminivirus
Ribgrass mosaic tobamovirus

Rose (?) tobamovirus

Rubus Chinese seed-borne (?) nepovirus
Silene X (?) potexvirus

Solanum nodiflorum mottie sobemovirus
Sonchus cytorhabdovirus

Sowbane mosaic sobemovirus

Soybean crinkle leaf (?) bigeminivirus
Soybean mild mosaic virus

Soybean mosaic potyvirus

Spinach latent ilarvirus

Strawberry latent ringspot (?) nepovirus
Sunn-hemp mosaic tobamovirus

Sweet clover necrotic mosaic dianthovirus
Sweet potato latent (?) potyvirus

Sweet potato mild mottle ipomovirus
Sweet potato ringspot (?) nepovirus
Tamarillo mosaic potyvirus

Telfairia mosaic potyvirus

Tobacco etch potyvirus

Tobacco leaf curl bigeminivirus
Tobacco mild green mosaic tobamovirus
Tobacco mosaic satellivirus

Tobacco mosaic tobamovirus

Tobacco mottle umbravirus

Tobacco necrosis necrovirus

Tobacco necrosis satellivirus

Tobacco necrotic dwarf luteovirus
Tobacco rattle tobravirus

Tobacco ringspot nepovirus

Tobacco streak ilarvirus

Tobacco stunt varicosavirus

Tobacco vein-distorting (?) luteovirus
Tobacco vein mottling potyvirus
Tobacco wilt potyvirus

Tobacco yellow dwarf monogeminivirus
Tobacco yellow net (?) luteovirus
Tobacco yellow vein assistor (?) luteovirus
Tobacco yellow vein (?) umbravirus
Tomato aspermy cucumovirus

Tomato Australian leafcurl bigeminivirus
Tomato black ring nepovirus

Tomato bushy stunt tombusvirus
Tomato golden mosaic bigeminivirus
Tomato mild mottle (?) potyvirus
Tomato mosaic tobamovirus

Tomato mottle bigeminivirus

Tomato Peru potyvirus

Tomato ringspot nepovirus

Tomato spotted wilt tospovirus

Tomato top necrosis (?) nepovirus
Tomato yellow leaf curl bigeminivirus
Tomato yellow mosaic bigeminivirus
Tulare apple mosaic ilarvirus

Tulip chlorotic blotch potyvirus

Tulip halo necrosis (?) virus

Turnip mosaic potyvirus

Turnip rosette sobemovirus
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Eucharis mottle (?) nepovirus Potato A potyvirus Ullucus mild mottle tobamovirus

Foxtail mosaic potexvirus Potato Andean mottle comovirus Ullucus mosaic potyvirus
Frangipani mosaic tobamovirus Potato aucuba mosaic potexvirus Watermelon mosaic 2 potyvirus
Galinsoga mosaic carmovirus Potato black ringspot nepovirus Wild potato mosaic potyvirus
Grapevine Bulgarian latent nepovirus Potato mop-top furovirus Wisteria vein mosaic potyvirus

Esta rapida amplificacdo de virus in vivo pode ser ainda utilizada em sistemas de quarentena.
Extratos de plantas sobre observagio seriam inoculadas em plantas suprimidas. Os eventuais virus
seriam amplificados nestas plantas num periodo de tempo bem menor e promovendo, em alguns
casos, o surgimento de sintomas que facilitariam a sua detecgzo.

Uma vez que ja ha plantas transgénicas expressando HC-Pro de TEV, estudos comparativos
entre as respectivas proteinas de PVY e TEV podem também ser conduzidos, tais como capacidades
de supressio de PTGS e transmissdo mediada por afideos. Caso se determine comparativamente, por
exemplo, que HC-Pro de PVY apresenta maior capacidade de PTGS-S que a respectiva proteina de
TEV, seu uso seria preferencial para producio de linhagens biorreatoras.

Algumas pesquisas propdem que o PTGS esteja envolvido no desenvolvimento. Estudos em C.
elegans mostraram que individuos nulos para replicase ou Dicer apresentaram defeitos no
desenvolvimento da linhagem germinativa; a esterilidade foi também observada em individuos Dicer”
(Smardon et. al., 2000; Knight e Bass, 2001). Uma vez que Dicer estd envolvida na produgdo de
stRNAs, mutantes para esse gene apresentam varias outras alteragdes no desenvolvimento. Contudo, a
analise das plantas aqui geradas mostra nfio haver letalidade, esterilidade ou defeitos de
desenvolvimento no estado de supressdo de PTGS. Isso demonstra uma clara diferenca entre
individuos defectivos em PTGS, isto €, com sistema imune inoperante; e suprimidos em PTGS, com
sistema imune operante porém invalidado.

As plantas com supressdo de PTGS poderdo ser utilizadas em estudos mais especificos da
relacio PTGS e desenvolvimento vegetal, uma vez que ha hipdteses que o silenciamento génico
promova a regulagio de genes durante o desenvolvimento (Kasschau e Carrington, 1998). Plantas
defectivas em PTGS se apresentam como otimos modelos para estes estudos.

Com relacdio a auséncia do tumor nas plantas de tabaco expressando a proteina HC-Pro de
PVY obtidas neste estudo, esta caracteristica pode estar associada a dois fatores: 1) a espécie de planta
transformada, em nosso caso N. tabacum, (versus N. benthamiana); ou 11) a versdo da proteina
utilizada, em nosso caso, de PVY (versus HC-Pro de TEV).

As proteinas HC-Pro de TEV e PVY possuem 45,4% de identidade € 56,8% de similaridade
(Tabela 2 e Figura 14). Esta diferenca porém n#&o deve ser a responséavel por este fato uma vez que

plantas capazes de expressar a proteina rgs-CaM também apresentam o tumor € que tal proteina ndo
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tem similaridade significativa com outras proteinas HC-Pro. Desta forma, a provével causa da

auséncia do tumor é o “background” genético da espécie usada na transformacao.

Tabela 2. Identidades (sombreadas) e similaridades entre proteinas HC-Pro de TEV ¢ PVY e rgs-CaM

TEV PVY rgs-CaM

TEV --- 568 11.3
B =3y i
rgs-CaM ["58 #5098 -
TEY: | EEtseseemss—o——emess HECTRGVSVERCGEVAAILTQALS PCGKITCKRCMVETPRDIVEGESGESVTNQGK
PVY SNADNFWKGLDGNWARMRYPSDHTCVAGLPVEDCGRIAALMTHSILPCYKITCPTCAQQYRNLPASDLFKLLHKHRE
e L e e e e e s e e i S
consensus PR o meml o atintin.
TEV -LLAMLKEQYPDFPMAEKLLTRFLQQKSLUNTNLTACVSVKQLIGDRKQAPFTHVLA?SEILFKGNKLTGADLEERS
PVY DGLSRLGSDKDRFIHVNKFLUTLEHLTEPVDLNLELFNEXFKSIGEKQQAPFKNLNILNNFFLKGKENTAHENQVAQ
FUEHCEM, - mrmmcomo—momssmwen s MESVSVPSVENKSYF SRLREKRFSLEKATTTTTTTTITTDYLSMS --SSSKSNNSG
Consensus % g = g SER e mdn PRnE G s st nTe e s TaaE
TEV THMLEIAR?LNNRTENMRIEHLGSFRNKISSKAHUNNALHCDNQLDQNGNFEHGLRGAHAKRFLKGFFTEIDPNEGT
PVY LSLLELARFQKNRTDNIKKGDISF?RNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANELWGQREYHRKRFFSNFFEEVDPSKGY
rgs-CaM ELERVFTYFDENGDGKVSPAELRRCVKAVGGELTVEEAEMAVRLSDSDGDGLLG -~~~ =======—————===——==
cCOonsSensus ... Mo BEmvarei P E T T R FRy T .
TEV DKYVIRKHIRGSRKLAIGNEIMSTDFQTLRQQIQGETIERKEIGNHCISMRNGNYV?PCCCUELEDGKAQYSDLKH}
BVY SAYEURKHPNGTRKLAIGNLVVPLDLAEFRQKMKGDYRKQPGVSKKCTSSKDGNYV?PCSCTTLDDGSAIESTFYP?
- L R S e S b e e e LEDFTELMEGMEEERN-—-~——=~-- KESELIGAFGMYEMEG--——- SGYITP
CONSSnsus B | S Ee e . L ISR, L . LF b4 W S S %1 e A0 L
TEV TKREL?TGNSGDSKYLDLPVLNEEKMYIANEGYCYMNIFFRLLVNVKEEDAKDFTKFIRDTIVPKLGAWPTMQDV&T
PVY TKKHL'ZGKSGDQKYUBLPKGDSEMLYIAKQGYC?INI?LAMLINVSEEDAKNFTKKVRDMCV?KZGTWPTIMDLAT
rgs-CaM KSLEMMLSRLGESTSIDNCKAMIQRFDINGDGVLNFDEFKAMMTS - ———~—————======——————==-=-———===
CONBENEUE v vvioaoins=s . Al T SRt S SR T R e e SR RS (VR
TEV ACYLLSILYPDVLRAELPRZLVDHDNKTMHVLDSYGSR?TF?HMLKMNTTSQLEE?VHSGLESEMKTYNVG
BVY TCAQMRIFY?DUHDAEL?RZLUDHDTQTCHUVJSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVG
S T e I i
COMSEIEUS . o+ & e el B AR o PRI ACREEARR

Figura 14. Alinhamento entre HC-Pro de TEV, HC-Pro de PVY e rgs-CaM. Cores - Preto: diferentes;
azul: similares: vermelho: idénticos e magenta: conservados. Consensus *: aminoécidos idénticos nas
trés proteinas; . :aminoécidos idénticos ou similares em duas proteinas.

Os elementos transponiveis, mas especificamente 0s retro-transposons, também sdo alvos de
silenciamento génico uma vez que realizam transposi¢do através de dsRNAs. Demonstrou-se que
plantas defectivas para PTGS apresentam alta mobilizagdo de transposons (Ketting et. al., 1999;
Tabara er. al.. 1999; Miura et. al., 2001). Essa mobilizacio é facilmente verificada através de Southern
blots, que evidenciam o elevado niimero de copias de elementos transponiveis em plantas sem PTGS.

Plantas suprimidas para PTGS podem ser tteis na dissecagdo do envolvimento de PTGS no
controle a transposons. Seria muito interessante verificar se essa mobilizagdo ocorre também em um
estado de supressdo de PTGS. Caso sim, HC-Pro seria a primeira proteina viral conhecida capaz de

mobilizar elementos transponiveis.
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5.2. ENVOLVIMENTO DE DOMINIOS E PADROES NA ATIVIDADE DE SUPRESSAO DE PTGS

O ensaio de supressio realizado usando as plantas expressando as diferentes versdes da
proteina HC-Pro apresentou resultados bastante interessantes. O dominio A ndo ter participa¢do
aparente na supressdo de PTGS ja que a delegdio desta regido (Figura 12; HCAA) ndo afetou a
atividade de PTGS-S.

Em contrapartida, o ensaio em questio demonstrou um forte envolvimento do dominio B e do
padrio IGN na supressio de PTGS (Figura 12; HCAB e HC-2B). A delecio/mutagdo deste
dominio/padrdo levou a uma reducdo consideravel da acumulagdo de PVX. Assim, uma forte
participagdo do motivo IGN na atividade de PTGS-S, mediada pelo dominio B pode ser observada.

O motivo YPCSC, também presente no dominio B, aparenta estar fortemente envolvido na
atividade de PTGS-S, porém uma participagio diferencial dos aa em questéo parece ocorrer. Isto pode
ser comprovado ao se comparar a acumulagio de PVX nas plantas HC-1B e HC-3B. A planta HC-1B
possui uma mutagio de YPCSC para DPCSC, ao passo que a HC-3B possui mutaggo de YPCSC para
YPRPC. Verificou-se desta maneira que o aa tirosina (Y) apresenta-se mais fortemente envolvido na
atividade de PTGS-S neste padrao.

Os resultados obtidos, embora coerentes, necessitam de um maior nimero de repeti¢des para
serem considerados definitivos. Se tais observagdes vierem a se confirmar em novos ensaios, alguns
pontos importantes podem ser levantados:

- O dominio A, e conseqiientemente sua atividade de RNAb, sdo desnecessarios para
PTGS-S.
- A atividade de PTGS-S é realizada unicamente pelo dominio B.
- O motivo IGN, desnecessario para atividade de RNAb, ¢ fundamental para PTGS-S.
- Os aa CS do padriao YPCSC, para os quais a atividade de RNAb ndo foi ainda
determinada, no sdo essenciais para PTGS-S.
- O aa Y, presente no motivo anterior, apresenta-se fortemente envolvido no PTGS-S e

RNADb, evidenciando que ambas fungdes possam estar relacionadas (Tabela 3).
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Tabela 3. Correlacdo entre as atividades de PTGS-S e RNAb dos motivos presentes no dominio B da
proteina HC-Pro. Um tnico aminodcido (entre os analisados), tirosina (Y), estd envolvido em ambas
funcdes, evidenciando uma possivel correlacao.

Envolvimento em RNAb | Envolvimento em PTGS-S
IGN Ndo Sim
YPCSC Sim Sim
YPCSC ? Nio

De uma maneira geral, nossos resultados apontam o dominio B como a regido minima da
proteina HC-Pro (até 0o momento) capaz de realizar supressdo de PTGS (Figura 15). Essa analise
inicial também evidencia um envolvimento parcial entre a atividade de RNAb mediada pela tirosina
(Y) e PTGS-S (Tabela 3). A atividade de RNAb do dominio A, assim como a mediada pelo padrdo

IGN ndo seriam necessarias.

HC-Pro

Dominic A . Dominio B

S
PTGS-S

Figural5. Dominios e padrdes de HC-Pro associados a PTGS-S. Em vermelho o dominio B ¢ a
possivel regido dentro deste dominio envolvido a supressdo. N: por¢do amino-terminal; COOH:
por¢do carboxi-terminal.
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Estudos in vitro sobre a atividade de ligagio a RNA (RNAb) de HC-Pro demonstraram que
esta € inespecifica, ou seja, a proteina € capaz de ligar-se a qualquer molécula de RNA (Maia e
Bernardi, 1996b). Foram encontrados dois dominios centrais A e B, respectivamente entre os aa 81-
233 e 233-367 (Figura 1), que quando deletados reduzem consideravelmente esta atividade. Dentro do
dominio B foram ainda mapeados 2 padrdes altamente conservados (RNP-1 e RNP-2; Figura 1). Uma
mutagdo introduzida em RNP-1 (padrio YPCSC) determinou a perda total da atividade de RNAD, ao
passo que a dele¢do total do dominio B nd3o (Urcuqui-Inchima et. al, 2000). Este resultado
provavelmente se deve a forte participagdo deste padrio na determinagdo da conformagio
tridimensional (e atividade) de HC-Pro.

Outras pesquisas demonstraram que siRNAs complexados a proteinas (talvez Dicer ou RISC)
ficam protegidos da agdio de nucleases (Lipardi et. al, 2001); que HC-Pro apresenta atividade de
ligagdo a ssRNAs de 30 nt (Maia e Bernardi, 1996b) e que é capaz de eliminar os siRNAs (Mallory
et. al., 2001). Assim sendo, um possivel modelo de supressio de PTGS mediado pela atividade de
RNAD pode ser descrito: HC-Pro “roubaria” siRNAs de Dicer (ou RISC), e ao contrario desta, ndo os
protegeria da agfo de nucleases celulares. A exposi¢do a essas nucleases seria responsavel pela

eliminag3o dos siRNAs, essenciais @ manutencdo de PTGS (Figura 16).

JsRNA
Dicer
L
v
Dic
SIRNA
duplexy =
M Figura 16. Possivel mecanismo de supressdo da proteina HC-
Pro mediada pela atividade de ligagdo a RNA. HC-Pro teria
RISC  Dice . . . .
O. (e ] bre maior afinidade por ssRNA do que Dicer ou RISC,
RNA . . - .
(Oliger = complexando assim os siRNAs. A agfio de uma ribonuclease
_______________ = celular eliminaria esses RNAs, € o restante da via (em retangulo
“” i descontinuo) nfo se processaria.
RNase
RISC
RNA aive
v
T e
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Um artigo que esta no prelo (Silhavy et. al., 2002 — 17 de Junho) estuda 0 mecanismo de
supressdo realizada pela proteina p19 de um tombusvirus. Os pesquisadores verificaram que p19 é
capaz de se ligar os siRNAs (duplexes) que s3o gerados durante o processo, prevenindo o
desenvolvimento de silenciamento local e sistémico. Este trabalho vem a comprovar o modelo aqui
proposto de forma independente.

Assim sendo, poder-se-ia esperar uma similaridade entre as seqiiéncias de ambas proteinas.
Contudo isso ndo se verifica. Esta geral auséncia de similaridade entre as diversas supressoras de
PTGS ¢ um fato intrigante. Possiveis explicagSes para isso seriam: i) atividade de supressio em
diferentes partes da via ou ii) atividade na mesma parte da via, porém com adaptacdes de seqiiéncia e
estrutura adequadas ao sistema especifico.

A ndo acumulagdo de PVX em HCAB poderia ser justificada pela auséncia da proteina (nio
detectada em western blot). Porém, como foi observado neste mesmo ensaio de supressio, as versdes
HC-1B e HC-2B (com mutagdes no dominio B) também nfo acumulam PVX em altos niveis. Desta
forma, a ndo supressdo de PTGS em HCAB deve-se provavelmente a delegio de motivos essenciais
para a atividade, e nfo pela auséncia da proteina. O comprometimento da atividade de supressio das
versdes da proteina HC-Pro contendo mutagdes pontuais no dominio B corroboram tal ponto de vista.

Adicionalmente, a versdo HCAA, a qual também n#o foi detectada via western blot, apresentou
grande acumulagdo de PVX. Este dado demonstra que, mesmo sem a deteccdo da proteina, a atividade
supressora pdde ser confirmada. Esta atividade mostrou-se similar aquela observada para a proteina
HC-Pro tipo-selvagem, o que constitui um forte indicativo da presen¢a de tal proteina nas plantas
transgénicas correspondentes. Conseqiientemente evidencia-se que os dominios agem de forma
independente, e nao sinérgica.

A nio detecgdo das versdes truncadas de HC-Pro por western blot nio implica na auséncia das
mesmas. Alguns estudos com versdes mutadas de HC-Pro foram incapazes de imuno-detectar a
proteina (Kasschau e Carrington, 2001; Saenz et. al., 2001). Uma possivel explicagio é que algumas
mutagdes geram instabilidade do polipeptideo. Adicionalmente, o estudo que demonstrou a atividade
de supressdo de rgs-CaM em N. benthamina ndo demonstrou a presenca da proteina mas apenas do
transcrito (Anandalakshmi et. al., 2000).

Plantas HC-2B sdo uteis para varios outros estudos. Trabalhos anteriores em protoplastos
demonstraram que TEV com essa mutagdo ndo apresenta intensificacdo da replicagdo, fungdo

creditada a HC-Pro até certo tempo atras. Atualmente sabe-se que na verdade HC-Pro nio intensifica a
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replicagdo, mas sim suprime o sistema que regula negativamente a replicagéo viral (PTGS). Desta
forma, estudos de supressdo em plantas HC-2B colaboram na confirmago desta ultima hipétese.

Plantas expressando HC-Pro tipo-selgavem podem ser usadas em estudos sobre RMP tendo
como alvo a proteina HC-Pro. Porém plantas expressando HC-2B podem ser utilizadas nestes estudos
com a vantagem adicional de ndo haver interferéncia de PTGS-S no estudo.

Estudos demonstraram ainda que HC-Pro induz a expresséo do gene rgs-CaM. A proteina rgs-
CaM quando super-expressa em plantas transgénicas, também é capaz de suprimir PTGS. Levantou-se
a hipétese de que HC-Pro funcione na realidade como um ativador da expressio de rgs-CaM, que por
sua vez seria a verdadeira supressora de PTGS.

Desta forma, a analise da indug@o de rgs-CaM nas plantas HC-2B pode esclarecer esse ponto.
Caso estas plantas nio induzam a expressfio de rgs-CaM, fica evidenciado que tal inducdo ¢ mediada
pelo motivo especifico (IGN) e mais, que a atividade de PTGS-S seja realizada na verdade por rgs-
CaM. Por outro lado, caso plantas HC-2B induzam a expressdo de rgs-CaM, fica evidenciado que tal

motivo ndo esta atuando como ativador (Tabela 4).

Tabela 4. Relag#o entre atividades de PTGS-S e indug&o de rgs-CaM (rgs-i).

HC-2B Conclusio

rgs-i + Outro dominio (ndo IGN) induz rgs-CaM
- IGN induz rgs-CaM
rgs-CaM suprime PTGS
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ABSTRACT

Post-transcriptional gene silencing (PTGS) is an RNA surveillance system aiming the degradation of
aberrant molecules such as double-stranded RNAs. Once several genes related to this process are
already cloned in different organisms, we explored the data generated in the Brazilian “Sugarcane
Expressed Sequence Tag” project (SUCEST) to identify putative PTGS-related proteins in a
monocotyledonous plant. Several EST clusters sharing significant sequence similarity to all ten
currently known proteins involved in gene silencing were identified and their relative abundance
determined. The involvement of PTGS in transposon silencing was also analyzed, thus shedding some

light to this system in sugarcane.
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INTRODUCTION

The existence of a new mechanism of gene regulation spread in a wide variety of organisms
including fungi (Cogoni and Macino, 1997), protozoans (Ngo ef al., 1998), plants (Mourrain et al.,
2000) and animals (Fire et al., 1998) was recently demonstrated. This general system, known as post-
transcriptional gene silencing (PTGS), acts by identifying and specifically degrading aberrant RNAs
such as long double-stranded molecules (dsRNAs). These are present, for example, in plant cells

infected with virus. Once the system is able to quell the replication of these pathogens (Ratcliff er al.,
1997), PTGS has been interpreted as an ancestor defense system against virus and transposons (Wu-

Scharf et. al., 2000; Ketting et. al., 1999; Tabara et. al., 1999).

Genes involved in the PTGS process have been identified allowing the construction of a yet
fuzzy pathway (Figure 1; reviewed in Vance et. al., 2001). Basically, PTGS is activated by dsRNA
molecules produced during transposition, viral replication, and aberrant RNA (aRNA) synthesis.
Additionally, PTGS could be also triggered by experimental injections of synthetic dsSRNA (Fire ez.
al., 1998). These dsRNAs are subsequently cleaved by a dsRNA-specific endonuclease (named Dicer
in Drosophila) into small interfering RNA molecules of 21-25 nt (siRNAs; Bemstein et al., 2001),
which in turn drive a ribonuclease complex (called RISC; Hammond et. al., 2000) to degrade cognate
mRNA, producing more siRNAs. These molecules act as primers for a RNA dependent RNA
polymerase (SGS2; Mourrain ef al., 2001; Lipardi et al., 2001), producing more dsRNAs and self-
perpetuating the mechanism. Despite some progress in understanding the PTGS phenomena has been
achieved, much less is known about the conservation of this pathway in different organisms.

Our objective in this paper was to search for genes encoding proteins potentially involved in
the gene silencing pathway of sugarcane by exploring the data generated in the Brazilian “Sugarcane
Expressed Sequence Tag” project (SUCEST). Although the occurrence of gene silencing in transgenic
sugarcane is already described (Ingelbrecht ez al., 1999), it should be important to know whether the
essential steps of the PTGS pathway are conserved in this plant. In using this large-scale procedure we
identified 58 EST clusters encoding products with similarity to proteins involved in PTGS. The
analysis of the relative abundance of the identified ESTs together with library distribution data
revealed interesting patterns of expression. An analysis of PTGS involvement in transposon silencing
was also conducted. The annotated EST sequences, derived from diverse sugarcane cDNA libraries,
offer an attractive tool for further understanding the PTGS phenomena in monocotyledonous plants

such as sugarcane, maize and sorghum.
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MATERIAL AND METHODS

Sequence comparisons were conducted by a set of homology-based searches against cluster
consensus sequences (contigs obtained using Phrap algorithm) in the SUCEST database using the
BLAST algorithm (Altschul ez al., 1990). Keyword searches were also performed using a provisional
functional assignment generated by automated annotation. The resulting hits were validated against
existing homologous sequences deposited in GenBank (National Center for Biotechnological
Information). An estimate of the relative abundance for each annotated gene was conducted by EST
counts per corresponding contig. Tissue expression profiles were based on the relative EST abundance
among different libraries. Analyses of coiled-coil secondary structures were conducted using the

program “COILS” - Coiled domains prediction — at http://www.ch.embnet.org. Conserved domains

analyses were conducted using the program “Reverse Position Specific BLAST” (RPS-BLAST) at

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi. Parameters: Advanced options for the BLAST

server — Expected: 10.
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RESULTS AND DISCUSSION

PTGS-related clusters in sugarcane

The SUCEST database was mined for sugarcane gene products potentially involved in the
gene silencing pathway (Figure 1). Amino acid sequences of enzymes known to be implicated in this
process were used as queries for tBLASTn searches against the cluster consensi database of SUCEST.
Using this procedure we identified 58 sugarcane EST clusters sharing significant sequence similarity
(e-value < 10% to enzymes implicated in PTGS (Table 1). The only exception to this was the
Nicotiana tabacum encoded rgs-CaM polypeptide (Anandalakshmi et. al., 2000), to which an EST
cluster with a relative low similarity (e-value 10"7) was found. It is interesting to note that an EST

126y to the SGS3 protein was annotated.

cluster sharing significant sequence similarity (e-value 10
This protein is encoded by Arabidopsis thaliana and is not found in Caenorhabditis elegans or
Drosophila melanogaster, indicating that this might be a plant-specific protein.

MUTS6 encoded by Chlamydomonas reinhardtii (Wu—Scharf ez. al., 2000) and SDE3 encoded
by A. thaliana (Dalmay et. al., 2001) are related proteins, both of them being RNA helicases involved
in PTGS. The identified sugarcane contigs, however, showed higher similarity to MUT6 (e-value 0.0)
than to SDE3 (e-value 107, Searching has also revealed a gene product with amino acid sequence
relatedness to a RecQ DNA helicase (QDE3 gene; Cogoni and Macino, 1999b) originally descﬁbed n
fungi, thus representing likely a novel plant gene.

RISC is thought to be a multicomponent ribonuclease, and AGO2 (another member of AGO
famnily) was recently shown to be a part of this complex in Drosophila (Hammond ez. al., 2001). This
protein, used here as a marker for RISC presence and activity, was also identified in sugarcane. As
matter of fact, AGO1 (from Arabidopsis; Fagard et al, 2000) and AGO2 (from Drosophila;
Hammond ez. al., 2001) are quite similar; thus, all clusters identified as AGO2 were first classified as

AGOIl. This fact is not a problem since AGO1 is also considered to join the RISC complex
(Hammond ez. al., 2001).
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Relative Abundance

An overall view shows that the enzymes involved in the PTGS pathway are poorly represented, since
only 481 among 260,781 ESTs were related to this path (approximately 0,18%). An estimate of the relative
abundance of the identified genes was obtained by comparing the number of times ESTs were
assigned to a particular contig. As shown in Figure 2, transcripts encoding products with sequence
similarity to the initiation factors AGO1 (Fagard er. al., 2000) and AGO2 figured as the most
abundant, probably due to their participation on the highly active process of translation. Transcripts
encoding the SGS3 protein of unknown function and the enzymes involved in DNA methylation
(MET1; Finnegan et. al., 1996), chromatin remodeling (DDM1; Jeddeloh er. al., 1999), dsRNA
cleavage (Dicer), and RNA unwinding (MUT6) represented the group with relative medium
abundance. In contrast, transcripts related to SDE3, QDE3, rgs-CaM and SGS2 figured as the least
abundant. Since rgs-CaM is involved in PTGS suppression, it’s reasonable to expect a downregulation
of its expression in adult plants thus allowing the occurrence of gene silencing. On the other hand, its

transcriptional level may increase during periods of gene silencing regulation such as development.

ESTs distribution among libraries

ESTs distribution among different libraries revealed many interesting aspects of PTGS (Table
2). The first observation is that only flowers and lateral buds presented a practically complete path.
This observation however may be a consequence of total EST reads per library since flower library
presented the highest number of reads (64,095). The absence of some proteins in certain libraries may
indicate its rarity rather than its real absence. However, even when libraries were normalized, 1.e.
reads were recount considering that all libraries presented 12,000 reads (Figure 3), flowers appeared
as the second most active tissue.

The observed PTGS tissue-distribution may reflect strategies against virus infection. Once
virus induced gene silencing is triggered by dsRNA, it may be expected that all enzymes responsible
for detecting these molecules (AGO1, SGS2, SGS3 and probably SDE3) should be present. This
indicates the tissue continuous “alert state”, a condition of promptness to fight against virus. Flowers,
Jateral buds, stem, leaf-root transition zone and root are clearly in such state, although other tissues

may not be excluded.
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AGO1, AGO2 and DDM]1, present in all libraries, are the most expressed enzymes (Table 2).
The widespread distribution of the first two enzymes is explained by their involvement in translation.
Since DDM1 is also involved in transcriptional silencing, one could expect that its presence in all
tissues would avoid transcription of aRNAs. Once aRNAs are identified, systemic signaling emerges

promoting transcriptional silencing of this specific sequence in any part of the plant.

It was recently demonstrated that Dicer is also involved in a pathway related to the production
of small temporal RNAs (stRNAs; Hutvagner et. al., 2001), which control developmental timing in C.
elegans. Although the existence of such a pathway in plants is not yet known, it’s tempting to
speculate that Dicer-like proteins could play such a role in apical meristem. This hypothesis is
supported by a recent work (Jacobsen et. al., 1999) showing that recessive mutant plants for CAF, a
Dicer-like protein from Arabidopsis, present unregulated cell division in floral meristems, thus

indicating that CAF is probably related to development control.

A previous study (Anandalakshmi et. al., 2000) showed that transcripts from N. tabacum rgs-
CaM accumulate at relative high levels in stem and root, but at very low levels in other tissues. This is
in accordance to our data, strengthening the chance of our cluster, although presenting relative low e-
value, being the sugarcane rgs-CaM homologue. Since rgs-CaM is a PTGS suppressor protein, its
expression is low to probably allow the occurrence of PTGS. The actual reason for its expression in

roots, apical meristems and leaf-root transition is not yet clear.

Plantlets without developed leaves and roots grown in vitro and infected with Herbaspirillum
rubrisubalbicans or Acetobacter diazotroficans (two distinct SUCEST libraries) didn’t show any
increase in PTGS-related transcripts. This is in accordance to the concept of a “virus defense
mechanism”. Moreover, the abundance of PTGS-related ESTs in seeds is low, as expected, since the

majority of plant viruses are nontransmissible by seeds.

PTGS and transposon silencing

Another function performed by PTGS is transposon silencing as these transposable elements

(TEs) move by dsRNA intermediates.

A direct correlation between TEs and PTGS (Figure 3) may be observed when comparing the
total number of PTGS reads in a library (here considered as PTGS activity) and total number of TEs
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reads in the same tissue (Table 2; Rossi et. al., 2001). As TEs reads increase, PTGS activity trends to
increase. These data were submitted to linear regression (Figure 4), demonstrating a clear correlation
between PTGS and TEs. Transposon silencing may also answer why callus library presents the

highest levels of PTGS-expressed genes, as TEs are abundant in such library.

Conserved domains and structure analyses

To further strength the sequence relatedness of the identified EST products with known PTGS-
related enzymes, analyses of conserved domains were performed in deduced amino acid (aa)
sequences from almost full-length EST clusters. The selected clusters were: AGO1, METI and rgs-
CaM. Amino acid sequences deduced from ESTs encoding putative AGO1 and MET]1 present similar
patterns of domain distribution as compared to already known proteins. On the other hand, the rgs-
CaM protein from N. tabacum possesses three EF-Hand domains of 23 aa in its C-terminus, while 4
EF-Hands of 23 aa in average size are found in the putative sugarcane homologue. This observation
further strengthens the idea that sugarcane indeed encodes an rgs-CaM homologue, which may
contain others EF-Hand domains. It’s interesting to note that a pair of EF-Hand domains constitutes
an “Epsl5 homology domain” that recognize proteins containing Asn-Pro-Phe (NPF) sequences
(Paoluzi et al., 1998). Although it was demonstrated that rgs-CaM interacts in vivo with the Tobacco
etch virus (TEV) encoded helper component-proteinase (HC-Pro; Anandalakshmi et al., 2000), a viral
suppressor protein, this activity is probably not performed by this specific domain since TEV HC-Pro
presents no NPF motifs. SGS3 predicted secondary structure is composed of coiled coil regions and a

quite similar pattern of coils is predicted in the putative sugarcane protein.

Concluding remarks

We have found matches for all ten currently known and cloned genes encoding proteins
involved in gene silencing (summarized in Table 1). The identification of components of the PTGS
pathway within the generated set of sugarcane ESTs provides a good evidence for the conservation of
the PTGS mechanism among different plant species and organisms. The identified ESTs constitute a

necessary step to additional dissection of this important pathway in plants.
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FIGURE LEGENDS

Figure 01. Schematic representation of the PTGS pathway. Methylation and chromatin structure
alterations of transgene carried out by MET1, DDM1 and QDE3 proteins induce the production of
transcripts with duplex structure. These aberrant RNAs (aRNAs) are used as substrate by specific
proteins such as AGO1, SGS2, SGS3 and SDE3 to generate longer dsSRNA molecules. These aRNA
molecules may also be produced by inverted transgene repeats (IR). A Dicer-like RNase enzyme
cleaves dsRNA molecules into small interfering double stranded RNAs of 21-23 nucleotides
(siRNAs). Dicer and RISC may interact by common PAZ domains thus allowing siRNA transfer. This
process probably involves an RNA helicase (SDE3), once RISC activity needs a single-stranded RNA
to direct cleavage of target RNA (Hammond et al., 2000). The siRNA molecules produced even by
Dicer or RISC (Zamore et al., 2000) are used as primers by an RNA dependent RNA polymerase
(SGS2) to produce dsRNAs from target RNAs. HC-Pro (a viral protein) interacts with rgs-CaM (a
plant protein) being both of them suppressors of gene silencing. HC-Pro probably binds to single
stranded siRNAs and, opposite to Dicer, allows their degradation by a cellular ribonuclease. mmm

means transgene methylation.

Figure 02. Distribution of the identified contigs (and corresponding ESTs) encoding PTGS-related

enzymes in sugarcane. The precise number of reads per contig are indicated in Table 1.

Figure 03. Correlation between PTGS and Transposable Elements (TEs) based in EST abundance.
ESTs were recounted, keeping the proportion of 12,000 total reads per library. Libraries: 1: lateral
buds; 2: leaf-roll; 3: flowers; 4: apical meristem; 5: leaves; 6: stem (first internode); 7: leaf-root
transition zone; 8: root; 9: seeds; 10: Sten Bark; 11: callus; 12: plantlets infected with Acetobacter

diazotroficans; 13: plantles infected with Herbaspirillum rubrisubalbican.

Figure 04. Liner regression showing a positive correlation between PTGS and transposition.
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Table 1. Enzymes involved in the PTGS pathway in different organisms and related contigs found in

sugarcane.
NAME ORGANISM FUNCTION ACCESSION* CONTIGS e-value | IDENTITY | READS
METI1 Zea mays DNA methyltransferase AAG15406 SCRFLBI1054Hl11.g 0.0 96% 25
SCUTLR1037G02.g 6e-48 93%
DDM1 Arabidopsis thaliana Chromatin Remodeling Factor AF143940 SCQSLR1040B09.g 0.0 63% 64
SCCCLR1C02D02.g e-117 89%
SCCCLB102iGll.g 2e-67 78%
SCCCLRI1CO7F08.g 6e-58 75%
QDE-3 Neurospora crassa RecQ DNA Helicase AAF31695 SCVPLBI020Ell.g 4e-78 71% 5
AGOl1 Arabidopsis thaliana Eukaryotic Translation U91995 SCCCLR2004H12.g 0.0 76% 265
Initiation Factor 2C SCCCCL3005C12.b 0.0 80%
SCAGLR1064G07.g 0.0 76%
SCCCRZ2C01C08.g 0.0 75%
SCCCST1002F10.g 0.0 84%
SCCCCL3080E12.g e-140 73%
SCCCCL3080A03.g e-137 81%
SCCCFL2002D09.g e-126 83%
SCSBFL1045A02.g 3e-93 75%
SCSBAM1086G07.g 6e-88 78%
SCQGRZ3014H09.g 8e-80 64%
SCCCLB1004D06.g le-73 72%
SCMCCL6056H07.g 2e-73 55%
SCQGLR1086G11.g 6e-73 44%
SCCCCLA4008D06.g 2e-67 68%
SCVPRZ3031C08.g 6e-67 55%
SCEPAM2011H07.g 2e-63 64%
SCRLFL8051D07.g 9e-57 68%
SCRUFL1111D03.g Se-51 59%
SCEZLRI1009H11.g 3e-48 70%
SCRUFL1111D03.b le-46 62%
SCCCLR1079E06.g 3e-43 44%
SGS2 Arabidopsis thaliana RNA-dependent RNA polymerase AAF73959 SCJFRT2056H02.g 1e-95 68% 15
SCSBRZ3123G10.g 6e-92 71%
SCQSST1037D08.g Te-84 61%
SCCCFL1100F01.g 3e-81 65%
SCSBFLA4014C04.g Se-47 62%
SGS3 Arabidopsis thaliana Unknown AAF73960 SCCCLBICO03Bi2.g e-126 43% 24
SCRLFL1006E10.g 1e-69 45%
SDE3 Arabidopsis thaliana RNA Helicase AAK40099 SCJLRZ1019H11.g le-87 61% 4
SCEPLR1008C12.¢ le-61 49%
MUT6 Chlamydomonas DEAH-box RNA Helicase AF305070 SCVPCL6043B03.g 0.0 64% 46
reinhardtii SCMCCL6049H02.¢ e-169 46%
SCRLRZ3115H09.g e-117 48%
SCCCRZ1004G10.g 2e-78 36%
SCMCFLS5008F09.g 2e-42 45%
SCJLLR1011D10.g 2e-42 56%
SCBGLR1003F06.g le-4] 44%
CAF Arabidopsis thaliana dsRNA endonuclease AAF03534 SCEPAM1024G07.g 5e-92 81% 27
(Dicer-like) SCSGFLA035F04.¢ 3e-91 86%
SCVPLBI1017HO0l.g 4e-90 39%
SCSFAD1113G06.g 9e-67 66%
SCQGRT1042C03.g 8e-61 45%
RISC (AGQ2) | Drosophila melanogaster Ribonuclease HSM2001** SCCCLR2004H12.g 1e-90 30% 235
SCCCCL3005C12.b 4e-89 30%
SCCCCL3080A03.g 4e-66 24%
SCCCRZ2C01C08.g Se-63 31%
SCCCCL3080E12.g le-60 24%
SCQGLR1086G11.g 3e-53 41%
SCAGLR1064G07.g le-49 27%
SCCCST1002F10.g Se-44 30%
rgs-CaM Nicotiana tabacum Gene silencing regulation AAK11255 SCQGRT1043H08.g le-17 52% 6

* Accession numbers are referent to the proteins used as queries for tBLASTn searches in Sucest. **

Protein sequence according to Hammond ez. al. 2001.
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Table 2. Distribution of ESTs among different sugarcane libraries.

METI DDM1 QDE3 AGO1 SGS2 SGS3 SDE3 MUT6 CAF | RISC(AGO2) | rgs-CaM TE
LB 1 4 2 21 2 6 5 17 14
LR 1 6 14 1 4 1 12 18
FL 10 18 2 89 7 12 10 10 80 71
AM 5 11 23 6 5 19 3 32
LV 4 3 5 1 5 3
ST 3 11 3 3 2 1 11 6
RZ 1 22 2 2 3 6 18 1 20
RT 2 4 13 1 1 5 2 11 2 23
SD 1 1 3 2 |17
SB 2 7 3 7 I 12
CL ] 7 26 2 24 21
AD 24 6 3 22 26
HR 1 4 7 7 13
NR 1 0

Leftmost column: Sucest libraries; number of ESTs per library. Abbreviations were: LB: lateral
buds; LR: leaf-roll; FL: flowers; AM: apical meristem; LV: leaves; ST: stem (first internode); RZ: leaf-root
transition zone; RT: root; SD: seeds; SB: Sten Bark; CL: callus; AD: plantlets infected with Acetobacter
diazotroficans; HR: plantles infected with Herbaspirillum rubrisubalbican; NR, normalized library of all
tissues and TE: transposable element.
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