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1. Introducgao

Fitopatégenos causam sérios problemas em culturas de exploracao agricola, re-
sultando em reducao substancial na produtividade e na qualidade final do produto.
Estima-se que cerca de 10 a 16% do custo de producao de uma lavoura € destinado
aos gastos para controle de doencas (Strange & Scott, 2005; Oerke, 2006; Savary et
al., 2019). Atualmente, a principal medida utilizada para o manejo de fitopatégenos
consiste na aplicacao de produtos agroquimicos, porém, esta estratégia, além de con-
tribuir para o aumento do custo de producao, pode resultar na emergéncia de isolados
resistentes ou tolerantes ao principio ativo e também provocar danos ao meio ambien-
te, a saude humana e aos animais (Nelson, 2020). Assim sendo, hd uma forte demanda
para o desenvolvimento de novas ferramentas que contribuam para o controle eficien-
te dos fitopatdogenos de forma economicamente viavel e ambientalmente sustentavel.

Nos ultimos anos, o fendmeno conhecido como RNA de interferéncia (RNA inter-
ference, RNAI) tem recebido grande destaque em nivel mundial como potencial ferra-
menta para o controle de patdgenos, por apresentar como principais caracteristicas
uma maior especificidade ao alvo, alta eficiéncia no controle e menor impacto sobre o
ambiente (Rosa et al., 2018). RNAi ¢ um mecanismo de regulacio da expressio génica
e defesa antiviral em organismos eucariotos desencadeado pela presenca de duplexes
de RNA, comumente denominados como moléculas de RNA dupla fita (double-strand
RNA, dsRNA), resultando no silenciamento génico transcricional (Transcriptional Gene
Silencing, TGS) e/ou pos-transcricional do gene homologo (Post-Transcriptional Gene Si-
lencing, PTGS) (Zhang et al., 2019).

A aplicacao do mecanismo de RNAIi para a protecao de plantas foi um dos gran-
des marcos para a agricultura na ultima década. O desenvolvimento de cultivares ge-
neticamente modificadas expressando duplexes de RNA especificos de patogenos foi
o método inicialmente utilizado para a producao das moléculas de RNA nas plantas
visando a inducao de RNAI e, consequentemente, a protecao contra a infeccao por pa-
togenos-alvos. Essa estratégia biotecnolédgica € conhecida como silenciamento génico
induzido pelo hospedeiro (Host-Induced Gene Silencing, HIGS) (Koch & Kogel, 2014). Nos
ultimos anos, muito se avancou no estudo sobre este tema e inumeros trabalhos con-
firmaram a eficiéncia de HIGS para a protecao de plantas contra patégenos, notada-
mente via producao de plantas transgénicas (revisados por Ghag, 2017). Entretanto, o
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processo de obtencao, avaliacao e regulamentacao de uma planta transgénica é demo-
rado, com complicadas etapas de transformacao, selecao e caracterizacao, seguido de
um rigido protocolo de avaliacao de biosseguranca, além da existéncia de uma fracao
do publico desfavoravel a esta tecnologia.

Diante dessas barreiras, novas metodologias para entrega de duplexes de RNA
tém sido estudadas visando a introducao direta de moléculas de forma exdgena em
plantas, isto €, a aplicacao topica das moléculas puras ou associadas a um agente car-
reador/estabilizante. O uso dessa estratégia apresenta vantagens importantes, como a
rapidez no seu desenvolvimento, customizacao em seu desenho, otimizacao e produ-
cao, facilidade de aplicacao e a maior aceitacao pelos consumidores, por nao envolver
modificacoes genéticas artificiais. Contudo, a instabilidade das moléculas no ambiente
e o seu custo sao fatores ainda altamente limitantes (Fletcher et al., 2020). Felizmente,
a sintese de dsRNAs esta sendo barateada consideravelmente ao longo dos anos (Zotti
et al., 2018). De acordo com nossas pesquisas, entre os anos de 2008 a 2020, o grama
de dsRNA passou de US$ 12.500 para US$ 45. A reducao do custo deve-se, principal-
mente, ao aprimoramento de métodos para a producao em larga escala de dsRNA com
maior pureza e qualidade.

Acredita-se que a aplicacao de produtos baseados em duplexes de RNA podem se
tornar uma solucao nova e/ou complementar ao manejo de fitopatéogenos, com eficién-
cia e especificidade superiores aos métodos convencionais (Joga et al., 2016; Zotti et
al., 2018). Entretanto, desafios como a estabilidade das moléculas no ambiente, a en-
trega no sitio especifico, a eficiéncia de protecao e o custo do produto ainda precisam
ser superados para garantir nao apenas uma funcao protetora, mas também o efeito
sistémico duradouro e curativo dos produtos. Neste capitulo, serdo abordados o his-
torico da tecnologia de RNAI, a via de silenciamento génico induzido com a aplicacao
topica de RNA, além dos principais avancos na producao, entrega e efetividade das
moléculas de RNA para o controle de fitopatdgenos.

2. Historico

Como muitas outras descobertas na ciéncia, o silenciamento génico foi observa-
do a partir de um resultado inesperado, com um experimento realizado por Matzke
e colaboradores (1989) envolvendo a transformacao de plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum) com duas construcoes. Neste trabalho, os autores transformaram tabaco com
uma construcao e, apos selecao dos transformantes, realizaram uma segunda trans-
formacao. Entao, eles observaram que a presenca de um T-DNA afetava o estado de
metilacdo e expressao de genes do segundo T-DNA. Mais tarde, Napoli e colaboradores
(1990) observaram o fenémeno de silenciamento por RNA quando realizaram um es-
tudo visando intensificar a coloracao das flores de petiinia por meio da superexpres-
sao de um gene endogeno que codifica a chalcona sintase (CHS), enzima associada a
biossintese de antocianinas. O objetivo era produzir flores quase negras. Para isso, 0s
pesquisadores aumentaram o numero de cépias do gene usando uma construcao qui-
meérica da regiao codante de CHS via transgenia. Contudo, ao contrario do esperado,

Resisténcia de Plantas a Patogenos




CAPITULO 7 - DA COSSUPRESSAO A TECNOLOGIA DE RNAi: HISTORICO, MECANISMO E EXEMPLOS DE APLICAGAO TOPICA DE RNA PARA CONTROLE
DE FITOPATOGENOS

o experimento resultou em linhagens transgénicas que produziam flores de pettnia
com diferentes padroes de coloracao, incluindo flores variegadas e totalmente bran-
cas, resultantes aparentemente do silenciamento parcial ou total, respectivamente,
dos transcritos de CHS. O fenbmeno responsavel pela reducao no acumulo do transcri-
to, tanto do transgene quanto do gene enddgeno pré-existente nas plantas, foi denomi-
nado como cossupressao (Napoli et al., 1990).

Visando desvendar os mecanismos moleculares envolvidos nesse fené6meno,
ensaios subsequentes demonstraram que plantas transgénicas com fenotipo de flo-
res brancas continham um numero similar de transcritos de CHS no nucleo quando
comparadas com as plantas controles, porém, menor na regiao citoplasmatica (Van
Blokland et al., 1994). Essa nova descoberta constatada em petunias foi denominada
como PTGS, diferenciada de TGS cuja reducao dos transcritos ocorre unicamente na
regiao nuclear.

Paralelamente, estudos realizados em diversas instituicoes constataram que
plantas geneticamente modificadas contendo fragmentos genémicos de fitopatoge-
nos apresentavam resisténcia aos seus respectivos alvos. Em sua maioria, os traba-
lhos cientificos tinham como objetivo a protecao de plantas contra viroses conten-
do uma copia da regido codificante da capa proteica (CP) viral inserida no material
geneético vegetal. Estas plantas apresentavam altos niveis de resisténcia a infeccao
pelos virus homologos (Lindbo & Dougherty, 1992; Lindbo et al., 1993). Sanford &
Johnston (1985) nomearam o fendmeno como resisténcia derivada do patdgeno (Pa-
thogen-Derived Resistance, PDR).

Embora ambos os fend6menos, a supressao de gene endogeno em célula vegetal e a
resisténcia a infeccao viral, tenham como base o envolvimento das moléculas de RNA, a
associacao entre a cossupressao e PDR foi confirmada posteriormente com a utilizacao
de vetores virais modificados expressando sequéncias homologas aos genes endogenos
de plantas (Ruiz et al., 1998). Esta descoberta demonstrou que os virus internalizados na
planta poderiam tanto induzir a protecao da planta como serem alvos de PTGS.

Ainda na década de 90, Romano & Macino (1992) verificaram que a regulacao géni-
ca mediada por RNA ndo era restrita apenas as plantas, mas também ocorria em fungos.
Os pesquisadores reportaram que apos a transformacao de um isolado do organismo
modelo Neurospora crassa com plasmideo contendo duas copias extras do gene albino-1
(al-1), gene ligado a coloracao alaranjada envolvida na sintese de carotenodide, observou-
-se colonias transgénicas com fenotipos semelhantes aos das estirpes com o gene mu-
tado. Em fungos, o mecanismo de degradacao citoplasmatica dos transcritos, similar ao
mecanismo de cossupressao em plantas relacionado ao PTGS, recebeu a denominacao
de quelling (repressao, em portugués). Além disso, estudos complementares demonstra-
ram que a transformacao de N. crassa expressando porcoes genomicas nao codificantes,
como promotores, ndo resultava na ocorréncia de quelling (Cogoni et al., 1996).

Outros trabalhos importantes que contribuiram para uma melhor compreen-
sao do mecanismo de silenciamento por RNA foram realizados por Guo & Kemphues
(1995) e Fire et al. (1998) utilizando o nematoide modelo Caenorhabditis elegans. O pri-
meiro trabalho constatou que a aplicacao de injecoes de RNA fita simples (single-strand
RNA, ssRNA) antissenso no nematoide foi capaz de suprimir o acimulo de mRNA com-
plementar ao ssRNA. Neste mesmo estudo, experimentos adicionais comprovaram
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que as moléculas de ssRNA, senso ou antissenso, eram capazes de silenciar o gene-
-alvo (Guo & Kemphues, 1995). Pouco foi explicado e detalhado sobre o fato observa-
do, surgindo a necessidade de uma melhor averiguacao até mesmo da possibilidade e
consequéncia de hibridizacao das moléculas de RNA, resultando em dsRNAs.

Na tentativa de avancar na compreensao dos achados iniciais em C. elegans, Fire &
colaboradores (1998) injetaram nos nematoides, separadamente, moléculas senso, anti-
senso e dsRNA (senso e antisenso hibridizadas) com alta identidade a um gene essencial
para os nematoides. Apos as injecoes, houve uma reducao significativa na deteccao do
transcrito-alvo em todos os tratamentos, principalmente quando moléculas de dsRNA
foram utilizadas. Assim, foi constatado o fendmeno de silenciamento génico em nivel
pos-transcricional, sem alteracdo na sequéncia do DNA. Esse foi o primeiro relato de
PTGS desencadeado por interferéncia de dsRNA e o fendmeno foi denominado de RNAi
(Fire et al., 1998). A partir desses resultados, propos-se que PTGS era ativado pela pre-
senca de duplexes de RNA, que, por sua vez, levavam a formacao de um complexo protei-
co, naquele momento ainda ndo conhecido, responsdavel por escanear RNAs, encontrar
sequéncias homologas e degrada-las devido a sua atividade nucleolitica (Montgomery et
al., 1998). Posteriormente, outros pesquisadores foram desvendando mais detalhes dos
complexos proteicos envolvidos no mecanismo de RNA..

Varios estudos comprovaram que RNAi desencadeado por duplexes de RNA é um
mecanismo conservado em diferentes eucariotos, desde organismos unicelulares como
Paramecium, aos pluricelulares como protozoarios, vermes e mamiferos (e.g., Churikov
et al., 2000; Yao et al., 2003; Morris et al., 2004). Esses trabalhos sugerem o enorme po-
tencial do uso de RNAi como uma ferramenta para o silenciamento de genes, contri-
buindo para estudos de gendémica funcional visando a determinacao de funcoes génicas,
geracao de organismos com caracteristicas alteradas conforme nosso interesse, e de-
senvolvimento de terapias para prevencao e cura de doencas degenerativas e infeccio-
sas em animais, humanos e plantas. Devido a importincia da descoberta e perspectivas
da tecnologia, Fire e Mello receberam o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 2006,
e a revista Economist descreveu os pequenos RNAs como o “Big Bang da Biologia”.

Atualmente, a tecnologia de RNAi vem sendo muito utilizada em diferentes areas
da agricultura, mas muito ainda precisa ser realizado para o seu uso no manejo de do-
encas de plantas em campo (Rosa et al., 2018). Pelo nosso conhecimento, nenhum pro-
duto protetor a base de duplex de RNA encontra-se disponivel comercialmente para o
controle de fitopatégenos. No entanto, plantas transgénicas com resisténcia a doencas,
que tém como base o mecanismo de RNAI, ja sao comercialmente disponiveis desde
o final do século XX. Um caso de sucesso é o mamoeiro transgénico resistente a infec-
cao pelo virus do anel do mamoeiro (Papaya ringspot virus, PRSV), causador da mancha
anelar, e que foi liberado comercialmente no Havai, EUA, em 1998 (Gonsalves, 2002;
2006). A planta transgénica foi modificada para expressar uma sequéncia parcial do
gene do capsideo do PRSV, seguindo o conceito de PDR, sendo posteriormente confir-
mado que a resisténcia era mediada pelo mecanismo de PTGS (Kung et al., 2015). Mais
recentemente, uma planta de milho geneticamente modificada de acordo com a tecno-
logia de RNAIi para o controle da vaquinha (Diabrotica virgifera) foiliberada para comer-
cializacao no Canada e Brasil em 2016, e nos Estados Unidos em 2017. No Brasil, foi
desenvolvido um feijao transgénico modificado com a introducao de parte do genoma
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do virus do mosaico dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus, BGMV), um patoge-
no altamente agressivo (Aragao et al., 2013). A planta é imune a infeccao pelo BGMV.

Esses eventos de liberacao comercial foram um marco para a agricultura, uma
vez que o RNAI, antes tao distante de ser aplicado em campo, agora esta disponivel
aos produtores como uma ferramenta para o manejo de doencas e pragas. Contudo, o
desenvolvimento e sucesso na utilizacao desta tecnologia em plantas transgénicas sao
limitados por diversos fatores, entre os quais se destacam: (i) caracteristicas intrinse-
cas de cada planta que dificultam sua transformacao genética; (ii) fatores politicos; e
(iii) a falta de confianca do consumidor em relacao aos produtos transgénicos (Popek
& Halagarda, 2017; Zotti et al., 2018). Por isso, a entrega topica de duplexes de RNA
vem sendo amplamente estudada e explorada como uma ferramenta alternativa para
protecao de plantas.

O primeiro trabalho de sucesso usando moléculas de RNA aplicadas topicamente
em plantas foi realizado para controle dos virus das espécies Pepper mild mottle virus
(PMMoV), Tobacco etch virus (TEV) e Alfalfa mosaic virus (AMV) em Nicotiana benthamiana,
tabaco e pimenta (Capsicum chinense) (Tenllado & Diaz-Ruiz, 2001). Duas décadas apos
o trabalho de Tenllado & Diaz-Ruiz (2001), muitos estudos vém sendo realizados para
aprimorar o conhecimento da rota bioldgica dos duplexes de RNA exdgenos, meto-
dologias de aplicacao e viabilizacao da producao, conforme sera apresentado adiante
neste capitulo.

3. Via de silenciamento mediada por moléculas de
RNA exdgenas em plantas

O mecanismo de RNAI esta envolvido em diversas rotas bioldégicas responsaveis
pela estabilidade genética, regulacao epigenética, desenvolvimento, reproducao e de-
fesa das plantas (Wang & Chekanova, 2016). Como mencionado anteriormente, as vias
de RNAIi sdao desencadeadas pela presenca de duplexes de RNA, isto ¢, moléculas de
RNA de fita dupla que sao reconhecidas e processadas em pequenos RNAs (small RNA,
sRNA) pela maquinaria da célula eucariética (Borges & Martienssen, 2015). Estes du-
plexes de RNA podem ser gerados como um intermediario durante a replicacao viral,
pela hibridizacao de RNAs enddgenos complementares presentes no genoma da plan-
ta, por uma construcao génica desenhada em orientacoes invertidas ou pelo empa-
relhamento de uma fita simples de RNA contendo sequéncias complementares nas
extremidades com um espacador no meio, resultando na formacao de uma estrutura
em forma de grampo (hairpin RNA, hpRNA) (Parent et al., 2012).

Em plantas, ha duas categorias principais de SRNAs: micro RNA (miRNA) e pe-
queno RNA interferente (small interfering RNA, siRNA). Estas moléculas diferem entre si
em alguns aspectos, como a biogénese, o modo de regulacao génica e as funcoes biold-
gicas em que estao envolvidas. Contudo, apesar das diferencas, sao bioquimicamente
proximas e suas vias sao interconectadas e/ou sobrepostas (Ghildiyal & Zamore, 2009;
Guleria et al., 2011; Axtell, 2013).
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Na via de RNAiinduzida pela aplicacao topica de RNA, na qual estdao envolvidos os
siRNAs, ocorre uma cascata de respostas que € igualmente ativada quando as plantas
detectam moléculas de dcido nucleico invasores. Multiplos componentes estdo envol-
vidos nesta rota de silenciamento em plantas, entre eles pode-se destacar as proteinas
Dicer-Like (DCL, nomeadas como DCL1 a DCL4), o complexo de silenciamento induzi-
do por RNA (RNA-Induced Silencing Complex, RISC), as proteinas Argonautas (AGO) e as
enzimas RNA polimerases dependentes de RNA (RNA-Dependent RNA Polymerase, RDR)
(Jacobsen et al., 1999; Dalmay et al., 2000; Schauer et al., 2002; Liu et al., 2004; Baum-
berger & Baulcombe, 2005).

DCL é uma ribonuclease (RNase III) que foi observada pela primeira vez com ati-
vidade endonucleolitica de RNAs em Escherichia coli (Robertson et al., 1968). Trata-se
de uma proteina da familia de endoribonuclease que contém na sua estrutura os do-
minios Piwi-Argonaute-Zwille (PAZ), DExD-box Helicase-C, RNase III e um com afinidade
de ligacao a moléculas de dupla fita de RNA (dsRNA-binding domain, dsRBDs) (Carmell &
Hannon, 2004; Margis et al., 2006).

Uma vez reconhecidos e em contato com uma DCL, os duplexes de RNA sao pro-
cessados em siRNAs com tamanho entre 21 a 24 pares de bases (pb) (Carmell & Han-
non, 2004). O comprimento da sequéncia dos siRNAs é determinado pela DCL que 0s
clivou, e diferentes funcoes sao assumidas de acordo com o tamanho dos siRNAs. Por
exemplo, DCL4 processa siRNAs de 21 pb, DCL2 de 22 pb e DLC3 de 24 pb de compri-
mento (Hohn & Vazquez, 2011). As moléculas de siRNA sdo entdo associadas a prote-
inas AGO. Estas proteinas pertencem a uma familia multigénica, compostas por trés
dominios conservados: PAZ, Middle (MID) e P-element induced wimpy (PIWI). O dominio
PAZ reconhece a extremidade 3" do siRNA, enquanto os dominios MID e PIWI anco-
ram a extremidade 5" do siRNA.

As proteinas AGO, por si s6, ndo conseguem acoplar completamente os SiRNAs a
sua estrutura. Para que isso ocorra, € necessario a presenca do RISC (Pham et al., 2004;
Kawamata & Tomari, 2010). Essa associacao resulta na ocorréncia de varias etapas
que culminam na alteracao da estrutura do siRNA para que o RISC esteja completa-
mente maduro e funcional (Kobayashi & Tomari, 2016).

Apés a incorporacao do siRNA ao complexo RISC, a AGO, que contém um do-
minio catalitico de RNase, cliva uma das fitas do siRNA, e a que permanece recebe
o nome de fita guia. Qualquer uma das fitas do siRNA pode ser utilizada como fita
guia, e, em geral, a escolha da fita que permanece no complexo RISC esta associa-
da a cadeia que apresenta menor estabilidade termodinamica na extremidade 5’
(Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Apos o acoplamento da fita guia, o
RISC é considerado funcional, sendo a fita capaz de guiar o silenciamento de RNAs
homologos (Kawamata & Tomari, 2010; Ketting, 2011; Kwak & Tomari, 2012). O
silenciamento ocorre pela clivagem e degradacio sequéncia-especifica do mRNA
ou inibicao da sua traducao na regiao citoplasmatica (Song et al., 2004; Wang et al.,
2009; Parker, 2010; Borges & Martienssen, 2015). O processo de PTGS nao ocorre
apenas em nivel celular, uma vez que as moléculas de RNA podem se translocar
célula-a-ceélula ou sistemicamente na planta.
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4. Translocacao célula-a-célula e sistémica de
RNAs em plantas

Em plantas, assim como em alguns animais, diferentes moléculas de RNA fun-
cionam como sinais moveis da via de RNAIi, que sao translocadas por curtas ou longas
distancias, levando ao silenciamento de RNA com sequéncias homologas em uma drea
limitada ou em toda a planta, respectivamente (Mermigka et al., 2016). Dessa forma,
apos ser iniciado em células de um tecido especifico, o processo de interferéncia pode
ser expandido para outras células de tecidos adjacentes e resultar em RNAIi sistémico
(Melnyk et al., 2011; Mermigka et al., 2016).

Um dos trabalhos pioneiros na demonstraciao da natureza movel do silencia-
mento por RNA foi realizado em plantas transgénicas expressando o gene da prote-
ina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein, GFP) (Voinnet & Baulcombe, 1997).
Folhas de N. benthamiana foram infiltradas com Agrobacterium tumefaciens contendo
uma construcao com o gene GFP e, apods 18 dias, observou-se que a expressao do
transgene foi silenciada nas folhas de brotos axilares e superiores da planta. Os au-
tores sugeriram que esta interferéncia seria causada por uma molécula-sinal trans-
portada para fora da folha infiltrada, provavelmente um fragmento de acido nuclei-
co (Voinnet & Baulcombe, 1997). No mesmo ano, Palauqui & colaboradores (1997)
demonstraram, por meio de experimentos de enxertia em tabaco, que o sinal do
silenciamento podia ser eficientemente transmitido de um porta-enxerto com um
transgene silenciado para o enxerto que expressava o transgene correspondente,
resultando no silenciamento do transgene no enxerto. Hoje, sabe-se que pequenas
moléculas de RNA, como siRNAs, sdo predominantemente responsaveis pela distri-
buicao do sinal de RNAIi, sendo transportadas a curta distancia (movimento celu-
la-a-célula) por meio de canais denominados como plasmodesmata (PD), e a longa
distancia (movimento sistémico) através do floema (Dunoyer et al., 2010; Melnyk et
al., 2011; Mermigka et al., 2016; Wang & Dean, 2020).

PD interconecta a maioria das células vegetais, gerando um continuo citoplas-
matico que permite o trafego de moléculas dentro das plantas (Kitagawa & Jackson,
2017). Existem varios estudos sobre o transporte celular via PD, incluindo o envol-
vimento de proteinas que podem se associar ao PD para alterar a sua condutividade
em funcao de estresses abioticos e bidticos (Heinlein & Epel, 2004; Lee et al., 2005;
Fernandez-Calvino et al., 2011; Kitagawa & Jackson, 2017), porém, o conhecimento
sobre o mecanismo do movimento intercelular de sRNAs via PD ainda ¢é limitado.
Somente recentemente uma quinase receptora, a Barely Any Meristem-1 (BAM1), foi
identificada em PD e associada a disseminacao de RNAIi, assim como sua enzima
homoéloga, a BAM2, que também desempenha papel redundante na sinalizacao célu-
la-a-célula (Rosas-Diaz et al., 2018).

Com relacao ao transporte sistémico, diferentes classes de RNA — como siRNA,
miRNA, RNA ribossomal, RNA transportador e RNA mensageiro — tém sido encon-
tradas em amostras de floema (Kehr & Kragler, 2018), mas pouco se sabe como a
translocacdo destas moléculas ocorre especificamente. E possivel que o acesso de
RNA ao floema seja seletivo (Maizel et al., 2020) e envolva fatores que facilitam a sua
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transferéncia, como sequéncias especificas padronizadas conhecidas como motifs
(Ding et al., 2005; Kehr & Kragler, 2018). Contudo, apesar de alguns trabalhos terem
associado a presenca de motifs de RNA com o seu transporte nas células vegetais (Ham
etal., 2009; Zhang et al., 2016), nem todos 0os RNAs que translocam parecem conté-los
(Kehr & Kragler, 2018).

O transporte a longa distancia de grandes duplexes de RNA aplicados topicamen-
te em plantas ainda é controverso, embora existam publicacdes envolvendo essa mo-
vimentacao sistémica de RNAs derivados de virus (Konakalla et al., 2016; Gogoi et al.,
2017; Kaldis et al., 2018; Namgial et al., 2019) e fungo (Koch et al., 2016). Em estudo
com dsRNA de 666 pb homologo ao gene p126 (supressor de silenciamento) de Tobacco
mosaic virus (TMV), Konakalla & colaboradores (2016) sugeriram que o dsRNA utiliza-
do poderia conter motifs que interagiram com proteinas celulares vegetais e facilita-
ram seu transporte sistémico em tabaco. Em contrapartida, dsRNAs complementa-
res a sequéncias de outros fitovirus ficaram restritos ao local de aplicacao na planta e
ndo translocaram sistemicamente (Tenllado & Diaz-Ruiz, 2001; Régo-Machado et al.,
2020). Logo, mais estudos sao necessarios para elucidar o movimento sistémico de du-
plexes de RNA longos, especialmente sobre interacoes entre possiveis motifs de RNA,
se houverem, e proteinas vegetais (Konakalla et al., 2016), a fim de esclarecer os resul-
tados contraditorios sobre o transporte destas moléculas.

E importante destacar que, em plantas, nematoides e fungos, siRNAs secunddrios
tém papel essencial na amplificacao, transitividade e disseminacao do silenciamento
(Vazquez & Hohn, 2013). Para tanto, SiRNAs primarios — oriundos da clivagem dos du-
plexes de RNA primarios que ativam a via de RNAi — iniciam a sintese de moléculas de
dsRNA a partir do mRNA alvo pela acdo de enzimas RDR. Estas novas moléculas sao,
entao, clivadas em siRNAs secundarias por enzimas DCL (Voinnet, 2008; Vazquez &
Hohn, 2013). O efeito do tamanho de siRNAs sobre a ocorréncia de RNAIi local e sis-
témico em plantas transgénicas de N. benthamiana expressando GFP foi estudado e
0s autores constataram que a aplicacao por pulverizacao de siRNAs de 21, 22 e 24 pb
complementares ao GFP silenciou localmente a fluorescéncia verde, enquanto o silen-
ciamento sistémico foi observado apos aplicacao de siRNAs de 22 pb (Dalakouras et
al., 2016). Acredita-se, portanto, que siRNAs de 22 pb sao os principais indutores de
RNAI sistémico nas plantas, provavelmente devido a sua capacidade de recrutar uma
RDR para o seu mRNA alvo e levar a biogénese de siRNAs secundarios (Dalakouras et
al., 2020). Esta amplificacao do silenciamento por RDR é importante na defesa efetiva
de plantas contra patogenos (Wang et al., 2010; Song et al., 2018a).

Uma potencial alternativa ao transporte de RNA entre células e via floema é atra-
vés de vesiculas extracelulares (Extracellular Vesicles, VE) (Kehr & Kragler, 2018), uma
vez que diversos tipos de SRNA foram identificados em VE de plantas de Arabidopsis
(Baldrich et al., 2019). Segundo Wang & Dean (2020), estes SRNAs podem ser translo-
cados intercelularmente (através de PD) e entre organismos filogeneticamente dife-
rentes dentro de VE. Como exemplo, foi reportada a secrecao de VE do tipo exossomo
em plantas de Arabidopsis para entrega de RNAs ao patégeno Botrytis cinerea. As vesicu-
las se acumularam nos tecidos infecciosos da planta e foram, entao, absorvidas pelas
celulas fungicas, resultando na inducao do silenciamento de genes relacionados a pa-
togenicidade do fungo (Cai et al., 2018).
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Existe também relato do transporte de siRNA e hpRNA atraveés do xilema de ma-
cieiras, videiras e N. benthamiana (Dalakouras et al., 2018). A aplicacdo topica destas
moléculas por meio de injecoes no tronco e absorcao por peciolos das plantas res-
tringiu sua translocacao ao xilema e apoplasto. Porém, apos a entrega de hpRNA, nao
foram detectados siRNAs, sugerindo que o transporte pelo xilema nao leva o RNA for-
necido exogenamente para o interior das células onde ocorre o processamento por
enzimas DCL e, consequentemente, nao desencadeia o RNAi na planta (Dalakouras et
al., 2018). Portanto, o floema deve ser, de fato, a via mais importante de RNAi sistémico
para controle de fitopatégenos.

5. Selecao do alvo e producao de duplexes de RNA

A estratégia de aplicacao topica de duplexes de RNA para o manejo de fitopato-
genos possui trés pontos criticos que devem ser levados em consideracao a fim de
minimizar os impactos no ecossistema e controlar eficientemente o patégeno-alvo: (i)
identificacao do gene-alvo adequado; (ii) producao de RNA em larga escala e com baixo
custo para uso em campo; e (iii) desenvolvimento de uma metodologia de entrega das
moléculas adequada ao patdogeno-alvo (Kaur et al., 2016).

Inicialmente, deve-se fazer um estudo criterioso na busca de genes candidatos a
serem silenciados no fitopatégeno, de forma que o dsRNA desenvolvido ndo encontre
alvos em plantas cultivadas ou organismos benéficos (efeito fora do alvo ou off-tar-
get). No geral, os genes devem estar envolvidos em processos bioldgicos essenciais ao
patogeno, de modo que, ao serem silenciados, gerem um fendtipo preferencialmente
letal. Genes ligados ao crescimento, movimento, reproducao ou sobrevivéncia sao
frequentemente selecionados (Dubrovina & Kiselev, 2019). Alguns exemplos estao
listados na Tabela 1.

Adicionalmente, a escolha da regido génica com homologia ao duplex de RNA
também é determinante para a especificidade ao alvo. Moléculas de amplo espectro
requerem que o desenho do dsRNA ocorra em regioes conservadas do gene, como 0S
motifs; enquanto o controle espécie-especifico baseia-se em regioes variaveis que di-
ferem em nivel de espécie ou mesmo entre individuos de uma mesma populacao (Gat-
ta et al., 2018). Dessa maneira, € possivel ajustar a especificidade do silenciamento
ao nivel taxonomico desejado, sendo também necessario investigar todo o contexto
ambiental (genoma da planta hospedeira e de organismos benéficos associados) para
garantir a auséncia de efeito off-target (Mogren et al., 2017). A escolha de um gene e/ou
uma regiao genomica eficaz e com um alto nivel de silenciamento resultara na morte
ou interrupcao do ciclo de vida apenas do(s) patogeno(s)-alvo(s).

Atualmente, trés tipos de duplexes de RNA vém sendo utilizados com sucesso em
estudos de inducao topica de RNAIi para o controle de fitopatégenos: dsRNA, hpRNA e
siRNA (Tabela 1) (Dubrovina & Kiselev, 2019). Os dsRNA e hpRNA variam entre 300-
800 pb de comprimento (Watson et al., 2005). Além do tamanho, dSRNA e hpRNA sao
funcionalmente semelhantes, mas diferem em suas estruturas. Enquanto hpRNA
¢ formado por uma unica sequéncia de RNA contendo uma regiao espacadora que

Resisténcia de Plantas a Patogenos




CAPITULO 7 - DA COSSUPRESSAO A TECNOLOGIA DE RNAi: HISTORICO, MECANISMO E EXEMPLOS DE APLICAGAO TOPICA DE RNA PARA CONTROLE
DE FITOPATOGENOS

mantém as fitas senso e antisenso fisicamente unidas, dsRNA é composto por duas
fitas complementares independentes (Watson et al., 2005). Embora estas moléculas
mais longas e complexas sejam muito utilizadas e apresentem maior eficiéncia em
induzir o silenciamento génico (Zhang, 2014), elas podem ter algumas limitacoes.
Por exemplo, duplexes de RNA muito grandes, apos serem processados por DCL, dao
origem a inumeros e variados fragmentos de siRNA, aumentando as chances destes
pequenos RNAs terem identidade com outros genes e, dessa forma, causarem efeito
off-target (Jackson et al., 2003; Bartoszewski & Sikorski, 2019). Além disso, o uso de
longas fitas de dsRNA torna desafiador o silenciamento de uma sequéncia especifica
dentro de uma familia génica, devido ao alto grau de similaridade das sequéncias
(Zhang, 2014).

Os siRNAs sao moléculas que apresentam fita dupla e variam de 21 a 24 pb de
comprimento, contendo dois nucleotideos livres na extremidade 3’ e um grupo fos-
fato na extremidade 5’ (Watts et al., 2008; Dong et al., 2019). A comprovacao de que
siRNAs sao capazes de induzir o silenciamento génico foi realizada pela primeira
vez por Elbashir & colaboradores (2001) em células de drosoéfila no comeco do século
XXI. Hoje, sabe-se que um grupo de siRNAs é capaz de silenciar um tunico alvo, mas
podem apresentar diferencas na efetividade do silenciamento (Holen et al., 2002).

Além da selecao do alvo, outro gargalo no uso de RNAi é a producao dos duplexes
de RNA em larga escala para a viabilidade econémica da estratégia de aplicacao topica
em campo. A quantidade, integridade e pureza dos dsRNAs estao entre os principais
requisitos para o sucesso da tecnologia. Assim, a otimizacao dos processos de pro-
ducao e purificacdo em larga escala é necessaria. As moléculas de dsRNA, hpRNA e
siRNA podem ser produzidas quimicamente, biologicamente e in vitro (Micura, 2002;
Sohail et al., 2003; Dubrovina & Kiselev, 2019), sendo as trés sinteses amplamente uti-
lizadas, cada uma apresentando suas particularidades.

No processo de triagem de um alvo, quando uma pequena quantidade de dsR-
NA, hpRNA ou siRNA € necessaria para os testes, € comum que a sintese ocorra uti-
lizando kits comerciais, onde a transcricao do RNA é realizada a partir de uma fita
molde de DNA por meio de uma RNA polimerase dependente de DNA (Niehl et al.,
2018). Esses kits sao caros, laboriosos e permitem a producao de uma limitada quan-
tidade de moléculas de dsRNA de forma pura, rapida e confiavel.

A sintese quimica é capaz de produzir os duplexes de RNA em larga escala por
um processo livre de clonagem em células eucariontes ou procariontes, ou seja, um
processo muito semelhante a transcricao in vitro. As construcoes que darao origem
aos duplexes de RNA devem ser clonadas em vetores comerciais que permitem a
sua multiplicacao por meio da polimerizacao de nucleotideos. Essa transcricao pode
ser realizada em biorreatores contendo a enzima RNA polimerase dependente de
DNA e outros componentes. A principal limitacao para esta metodologia € o alto cus-
to de producao. Por exemplo, atualmente, a empresa AgroRNA oferece 100 gramas
de dsRNA por US$ 4.500 (http:/www.agrorna.com/sub_05.html). O ponto positivo do
processo de producao quimica é a geracao de moléculas de dsRNA livres de qualquer
contaminacao com outros acidos nucleicos ou proteinas. A sintese quimica consiste
na principal forma de producao de siRNAs (Palli, 2014). Além disso, modificacoes qui-
micas na estrutura das moléculas de RNA, objetivando aumentar a sua estabilidade,
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podem ser rapidamente introduzidas, embora nao sejam prontamente realizadas em
laboratorio e apresentem um custo elevado, o que inviabiliza a aplicacao em campo
(Braasch et al., 2003).

Ja a producao de dsRNA e hpRNA por células procariontes € uma estratégia sus-
tentavel e capaz de gerar um grande volume de moléculas por baixo custo (Huang et
al., 2013). A sintese bioldgica de duplexes de RNA pode ocorrer em leveduras ou bac-
térias deficientes na expressao de RNase III, enzima capaz de clivar moléculas dupla
fita de RNA (Huang et al., 2013). A estirpe bacteriana mais frequentemente usada € a
L1440-HT115 (DE3) engenheirada para a expressao da enzima T7 RNA polimerase
visando a sintese de duplexes de RNA a partir de um plasmideo (Arhancet et al., 2013,
2014; Huang et al., 2013). Nesse caso, a bacteria € cultivada em meio de cultura e, apds
sua multiplicacao e inducao da expressao da T7 polimerase, as células bacterianas sao
concentradas e lisadas (Tenllado et al., 2003; Vatanparast & Kim, 2017). Opcionalmen-
te, as bactérias podem ter o RNA total extraido e purificado para obtencao dos dsRNAs.
Bactérias ou duplexes de RNA purificados sao aplicados diretamente nas plantas. Tra-
ta-se da sintese mais barata e interessante para producao de dsRNA em grande con-
centracao, porém, apresenta uma menor pureza e maior tempo despendido na produ-
cao e clonagem dos alvos.

Uma estratégia mais elaborada consiste na transfeccao da bactéria simultanea-
mente com dois plasmideos, um para a expressao do dsRNA e outro para a expressao e
traducao de uma proteina capsidial de um bacteriofago (Aalto et al., 2007; Hone, 2009).
O dsRNA a ser expresso obrigatoriamente deve conter um dominio conservado que per-
mita a interacao entre o dsRNA com a proteina capsidial, possibilitando, assim, a sua
encapsidacao (i.e., encapsulamento). A encapsidacao das moléculas de dsRNA garan-
te maior estabilidade e possibilita seu uso para os mais diversos fins. Contudo, em se
tratando de moléculas para aplicacoes agricolas, algumas restricoes referentes a essa
abordagem tém sido reportadas, como por exemplo, a pulverizacao de plantas com par-
ticulas semelhantes a fitovirus pode possibilitar a heteroencapsidacao de outros virus
fitopatogénicos que estao no ecossistema. No mesmo sentido, a aplicacao de uma prote-
ina exdgena pode caracterizar uma tecnologia similar a transgénicos ou que tenha efei-
tos potenciais semelhantes, com restricoes de uso e probabilidade de efeitos alergénicos
aos seres humanos ou a outros seres vivos que compoem a cadeia alimentar. O ponto
favoravel desta metodologia ¢ a facilidade de otimizacao do processo de producéao e pu-
rificacdo em larga escala que permite menor perda de dsRNA por degradacao.

Um outro método de producao de dsRNA que tem sido eficaz para o silenciamen-
to génico envolve a selecao de bactérias simbiontes capazes de colonizar e reproduzir
no organismo alvo e, posteriormente, a transformacao desse simbionte para expressar
a molécula de RNA de interesse (Keates et al., 2008; Xiang et al., 2009). A aplicacao das
células vivas tem como vantagem a duracao e o efeito do silenciamento, além da redu-
cao de pulverizacoes e do custo para implementacao da tecnologia em campo (Good-
fellow et al., 2019). Essas bactérias apresentam rapido crescimento em meio de cultu-
ra e, além disso, estdo adaptadas as condicoes ambientais e ao hospedeiro eucariotico,
e observa-se um menor nivel da degradacao das moléculas de duplex de RNA (Liu et
al., 2017). Em contrapartida, por envolver a geracao de um organismo geneticamente
modificado, a sua liberacdo no ambiente exige a aprovacao pelas agéncias regulatérias
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governamentais (no caso do Brasil, a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca),
processo que pode requerer alguns anos entre a solicitacao e aprovacao, além de ele-
var o custo da tecnologia. Embora nao esteja claro como bactérias translocam RNAs
ex0genos para organismos eucariotos, acredita-se que isso ocorra por meio de vesicu-
las, que podem carrear diversas moléculas, como outros RNAs. Dessa forma, a intera-
cao ocorre por meio da endocitose ou fusdo das vesiculas com a membrana receptora.
Uma vez em contato com a membrana receptora, o conteudo contido na vesicula €
liberado no citoplasma eucarioto. Portanto, as bactérias nao apenas produzem os dsR-
NAs como também facilitam a entrega dos dsRNA in loco (Ghosal et al., 2015).

6. Métodos de aplicacao tépica de RNAs e
formulagoes

Independente do duplex de RNA e de como ele foi sintetizado, a obtencao de bons
resultados no silenciamento varia de acordo com o método de entrega da molécula
selecionada. A escolha correta do sistema de entrega pode agilizar todo o processo e
economizar anos de desenvolvimento e comercializacao (Andrade & Hunter, 2016).
Na Tabela 1 estao resumidos os métodos de aplicacao topica de duplexes de RNA que
vém sendo utilizados para o controle de fitopatégenos em diferentes espécies vegetais.

O silenciamento génico induzido por spray (Spray-Induced Gene Silencing, SIGS) €
considerado a estratégia mais promissora para a protecao de culturas (Morozov et al.,
2019), pois pode ser facilmente implementado em campo. Além disso, SIGS tem sido
bastante explorado devido ao seu potencial para controlar diversos patogenos que in-
fectam a parte aérea de plantas. Como exemplo, a pulverizacao de RNA total contendo
siRNA e dsRNA direcionados aos genes DCLI1 e DCLZ2 de B. cinerea — envolvidos na pro-
ducao de efetores de RNA que silenciam os genes de imunidade da hospedeira — inibiu
significativamente o desenvolvimento do fungo em frutos (tomate, morango e uva),
vegetais (alface e cebola) e pétalas de rosas (Wang et al., 2016). Em cevada, a aplicacao
foliar de dsRNAs homologos a genes relacionados a biossintese de ergosterol de Fusa-
rium graminearum resultou na inibicao do crescimento fungico tanto em folhas pulve-
rizadas diretamente, quanto em folhas distais nao pulverizadas (Koch et al., 2016). A
eficiéncia de SIGS também € relatada para o controle de fitovirus, como TMV, Tomato
mosaic virus (ToMV) e Bean common mosaic virus (BCMV) (Niehl et al., 2018; Worrall et al.,
2019; Régo-Machado et al., 2020). Adicionalmente, os resultados satisfatérios com a
aplicacao mecanica de dsRNAs em folhas de diferentes plantas (Tabela 1) tém aumen-
tado a perspectiva da pulverizacao foliar como uma potente ferramenta para o manejo
de virus em campo (Tenllado & Diaz-Ruiz, 2001; Régo-Machado et al., 2020).

O silenciamento génico induzido por virus (Virus-Induced Gene Silencing, VIGS) €
outro método promissor para entrega de duplexes de RNA as plantas (Cagliari et al.,
2019). Nesse caso, uma espécie de virus selecionada é modificada molecularmente
para carregar o fragmento de RNA do gene-alvo, tornando-se um vetor viral recom-
binante. Depois de ser inoculado, este vetor inicia sua replicacao ativando o RNAi na
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planta por meio da producao continua de dsRNA a medida que segue seu ciclo repli-
cativo no hospedeiro (Wani et al., 2010). Porém, o tipo de virus utilizado e a sua enge-
nharia podem interferir na eficacia e estabilidade do silenciamento (Senthil-Kumar &
Mysore, 2011). Alguns exemplos de vetores virais sao: TMV, Tobacco rattle virus (TRV),
Potato virus X (PVX) e Cucumber mosaic virus (CMV) (Senthil-Kumar & Mysore, 2011). Esta
estratégia tem sido usada em diferentes espécies vegetais para estudar genes envolvi-
dos em resisténcia a fungo (van der Linde et al., 2011), nematoide (Mao et al., 2011) e
inseto (Mantelin et al., 2011).

Segundo Nandety e colaboradores (2015), VIGS baseado em virus de plantas é
uma ferramenta eficaz para atingir pragas que se alimentam do floema, pois quase to-
dos os fitovirus infectam e se movem sistemicamente via floema. Diaphorina citri, por
exemplo, inseto sugador de seiva e transmissor das bactérias causadoras do huanglon-
ghing dos citros (também conhecido como greening), foi afetado pelo uso de um vetor
de Citrus tristeza virus (CTV) recombinante contendo uma sequéncia de RNA do gene
abnormal wing disc (Awd) do psilideo. A alimentacao das ninfas em plantas infectadas
com CTV recombinante resultou no silenciamento do gene-alvo, Awd, levando a ma
formacao das asas e aumento de mortalidade dos insetos adultos (Hajeri et al., 2014).
Outros estudos mostram a eficiéncia de VIGS para controlar diferentes pragas agrico-
las (Kumar et al., 2012; Wuriyanghan & Falk, 2013; Taning et al., 2018), confirmando
o potencial deste método que pode ser expandido para o manejo de fitopatégenos ha-
bitantes do floema. Além dos virus, a entrega de duplexes de RNA expressos em bacté-
rias também ja foi investigada, com obtencao de resultados positivos para a protecao
de culturas (Yin et al., 2009; Gan et al., 2010; Shen et al., 2014).

Estratégias adicionais envolvendo a aplicacdo tépica de RNAs em plantas tém
sido testadas para controle de insetos-praga, como a entrega de dsRNA por sistemas
radiculares e troncos. A irrigacao das raizes de arroz e milho com solucoes de dsRNAs
direcionados a genes de duas pragas agricolas, Nilaparvata lugens e Ostrinia furnacalis,
aumentou a taxa de mortalidade dos insetos apos alimentacao nas plantas tratadas (Li
et al., 2015a). De forma semelhante, moléculas de dsRNA foram eficientemente apli-
cadas em 4arvores citricas e videiras via irrigacao das raizes e injecdes nos troncos,
reduzindo a sobrevivéncia de psilideos e cigarrinhas (Hunter et al., 2012). Ghosh e co-
laboradores (2017) observaram que a expressao dos genes juvenile hormone acid O-me-
thyltransferase (JHAMT) e vitellogenin (V@) reduziram significativamente quando ninfas
do percevejo marmorado marrom (Halyomorpha halys) se alimentaram de feijoes ver-
des imersos em uma solucao contendo dsRNAs homologos a estes dois genes-alvos.

O método de infiltracdo direta de moléculas de dsRNA em planta usando seringa
sem agulha foi utilizado para silenciamento de genes em Arabidopsis thaliana (Numata
etal., 2014). Este e os demais métodos mencionados anteriormente visando o controle
de pragas podem ser adaptados para outros modelos de estudo, incluindo fitopatoge-
nos que colonizam raizes e sistemas vasculares. Contudo, o sucesso de qualquer estra-
tégia para inducao topica de RNAi depende da entrada eficiente e transporte sistémico
dos duplexes de RNA, garantindo a protecao da planta inteira contra o patdogeno. Além
disso, a estabilidade das moléculas também interfere na eficacia do silenciamento e
durabilidade da protecdo. De acordo com Goodfellow et al. (2019), seja no interior da
planta ou apenas depositados sobre ela, os RNAs podem ser degradados por meio fi-
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sicos e bioldgicos e, consequentemente, perder a capacidade de protegé-la. Para re-
solver esse problema, alguns trabalhos foram desenvolvidos com compostos ou mate-
riais aditivos que aumentam a estabilidade ou facilitam a adesao aos tecidos vegetais
e penetracao das moléculas, como oligopeptideos catidonicos (Unnamalai et al., 2004),
nanoparticulas de fluorescéncia catidnica (Jiang et al., 2014), peptideos carreadores
(Numata et al., 2014) e nanoestruturas de DNA (Zhang et al., 2019).

Formulacoes de RNAs com nanoparticulas estao sendo amplamente investiga-
das. As nanoparticulas sdo materiais promissores para entrega de biomoléculas em
plantas devido a sua capacidade de atravessar a parede celular vegetal sem forca
externa (entrada passiva) e por possuirem propriedades fisico-quimicas ajusta-
veis, possibilitando sua aplicabilidade em uma ampla gama de hospedeiras (Cun-
ningham et al., 2018). Um trabalho recente mostrou que nanoparticulas de argila
com dupla camada de hidroxido (Layered Double Hydroxide, LDH) como carreadores
de dsRNA protegeram as moléculas da degradacao por nucleases, proporcionaram
estabilidade prolongada e promoveram uma liberacao lenta do dsRNA na superfi-
cie da planta; tecnologia que foi denominada como BioClay (Mitter et al., 2017a). A
entrega de dsRNA em BioClay por pulverizacao estendeu a protecao viral de 5 dias
para pelo menos 20 dias utilizando PMMoV e CMV como virus modelos em plan-
tas de tabaco (Mitter et al., 2017a; 2017b), e o dsRNA foi detectado na superficie de
folhas tratadas mesmo 30 dias ap6s a aplicacdo (Mitter et al., 2017a). E importante
destacar que o LDH é biocompativel e se degrada com seguranca na presenca de con-
dicoes levemente acidas, minimizando o risco de persisténcia excessiva do dsRNA
no ambiente (Fletcher et al., 2020).

Uma outra classe de nanoparticulas, chamadas de pontos quanticos de carbono
(Carbon Quantum Dots, CQD) ou nanoparticulas de carbono, foi utilizada para entre-
gar moléculas de siRNA em linhagens de tomate e N. benthamiana expressando GFP.
A pulverizacao de siRNAs formulados com CQD e um surfactante de propagacao re-
sultou no silenciamento dos transgenes de GFP em ambas as espécies. A eficiéncia
da formulacao foi igualmente demonstrada para genes enddgenos de N. benthamia-
na relacionados a sintese de clorofila, com o feno6tipo de branqueamento das folhas
indicando a reducao no acumulo do pigmento (Schwartz et al., 2020). Em estudos
direcionados a pragas agricolas, relatou-se uma maior estabilidade das moléculas de
RNA associadas a nanoparticulas de carbono e consequente aumento na eficacia do
silenciamento (Edwards et al., 2020; Kaur et al., 2020).

A entrega de dsRNA através de lipossomos também tem sido explorada. Lipos-
somos sdo vesiculas nanomeétricas esféricas constituidas principalmente por fosfo-
lipideos, onde uma fase aquosa € totalmente cercada por uma ou mais bicamadas
lipidicas. Estas vesiculas podem englobar dcidos nucleicos ou principios ativos e
os liberar nos sitios de acao sem danificd-los (Edwards & Baeumner, 2006). Por se-
rem biodegradaveis e biocompativeis, os lipossomos sao altamente versateis para
pesquisas. Como exemplo, a encapsulacao de dsRNAs em lipossomos melhorou a
estabilidade das moléculas e sua captacao em insetos (Whyard et al., 2009; Lin et al.,
2017). Em Euschistus heros, uma importante praga da soja, os complexos de liposso-
mos aumentaram a mortalidade das ninfas que se alimentaram das formulacoes em
comparacao com o dsRNA puro (Castellanos et al., 2019).
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E evidente que as formulacdes de duplexes de RNA com compostos ou materiais
estabilizadores, como os lipossomos e nanoparticulas mencionados aqui, podem ser
facilmente expandidas para o controle de fitopatdégenos. Sem duvida, essas biotecno-
logias sdo importantes para garantir a integridade das moléculas, penetracao nos teci-
dos vegetais, longevidade da resisténcia induzida e, principalmente, para viabilizar a
estratégia de uso topico em campo.

7. Controle de fitopatéogenos por inducao topica
de RNAI

Exemplos de estudos bem sucedidos envolvendo a inducao tépica de RNAi para
controle de patégenos vegetais estdo listados na Tabela 1. Os fungos, com raras exce-
¢coes, contém os principais componentes das vias de silenciamento (DCL, AGO e RDR)
e, portanto, possuem mecanismos ativos de RNAi (Dang et al., 2011). O uso topico de
duplexes de RNA interfere na infeccao fungica de diferentes maneiras, tais como: ini-
bicao do crescimento, reducao da patogenicidade, alteracao na morfologia ou resul-
tando em sintomas mais leves da doenca (Dubrovina & Kiselev, 2019). Atualmente, a
estratégia de SIGS é considerada potente e promissora para protecao de plantas contra
fungos (Wang & Jin, 2017). Apods a aplicacao, as moléculas de RNA na superficie das
plantas podem seguir duas possiveis vias: (i) dSRNA/siRNA externos sao primeiro in-
ternalizados nas células vegetais e, posteriormente, transferidos para células fungicas,
sendo que os dsRNAs sao processados em siRNAs tanto por enzimas DCL da planta
quanto DCLs do patogeno; e (ii) dsSRNA/siRNA externos sao diretamente absorvidos
pelas células fungicas, e os dSRNAs sdo clivados em siRNAs somente por enzimas DCL
do patégeno (Koch et al., 2016; Wang et al., 2016; Wang & Jin, 2017; Song et al., 2018a).
E possivel, ainda, que as duas vias ocorram simultaneamente (Wang & Jin, 2017).

A aplicacao tépica de duplexes de RNA demonstrou ser eficiente para o controle
de diferentes espécies fungicas (Tabela 1). Além do silenciamento de genes essenciais
aos fungos, os RNAs tambeém sao utilizados para interferir na resisténcia dos pato-
genos a fungicidas. Moléculas de dsRNA direcionadas a regides do gene Myosin5 de E.
asiaticum, por exemplo, reduziram a resisténcia ao fenamacril tanto in vitro quanto in
vivo. Apos a pulverizacao de dsRNA mais o fungicida em plantas de trigo, observou-se
o controle mais eficiente da infeccao de uma estirpe do fungo resistente a fenamacril
(Song et al., 2018b). De forma semelhante, o dsRNA derivado de outro gene de F. asiati-
cum (B2-tubulin) aumentou a sensibilidade do fungo a carbendazim, podendo ser usado
como um agente redutor da resisténcia a este fungicida (Gu et al., 2019).

Com relacao as viroses, trabalhos recentes mostram que a aplicacao de dsRNA e
hpRNA induzem protecao contra diferentes virus em varias especies vegetais (Tabela
1). Tenllado & Diaz-Ruiz (2001) foram os pioneiros em demonstrar que o uso de mo-
léculas de dsRNA aplicadas exogenamente em plantas pode protegé-las contra infec-
coes virais. Konakalla et al. (2016) relataram que a coinoculacao mecanica de TMV e
dsRNAs derivados dos genes p126 e CP conferiram resisténcia ao virus em tabaco. Em
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2018, Kaldis e colaboradores observaram a resisténcia a Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV) em pepino, melancia e abébora mediante aplicacdo de dsRNAs direcionados
aos genes HC-Pro (do inglés, helper component-proteinase) e CP de ZYMV. Mais recente-
mente, foi publicado o primeiro estudo mostrando a eficiéncia do uso topico de dsRNA
para protecao de tomateiros contra um virus com genoma de DNA, o Tomato leaf curl
virus (ToLCV) (Namgial et al., 2019); sendo que todos os trabalhos publicados anterior-
mente foram realizados com virus de RNA. Os termos “vacinacao baseada em RNA” e
“vacinacao de dsRNA” tém sido utilizados em estudos envolvendo o controle de viroses
com aplicacao de duplexes de RNA exogenos (Kaldis et al., 2018; Niehl et al., 2018; Ko-
nakalla et al., 2019; Namgial et al., 2019).

Trabalhos resumidos na Tabela 1 confirmam que o efeito antiviral da maqui-
naria de RNAIi é sequéncia-especifica, uma vez que a inducao da protecao nao foi
observada quando RNAs nao virais ou RNAs de virus nao-alvos foram utilizados (a
exemplo de Tenllado & Diaz-Ruiz, 2001; Worrall et al., 2019; Régo-Machado et al.,
2020). Além disso, a eficiéncia da aplicacao topica pode ser dependente da dose e do
tamanho das moléculas de duplex de RNA (Tenllado & Diaz-Ruiz, 2001; Régo-Macha-
do et al., 2020).

Quanto ao uso da tecnologia de RNAI para controle de nematoides, a estratégia
de HIGS foi bastante explorada e plantas transgénicas foram desenvolvidas apresen-
tando resisténcia a diversas especies, como Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arena-
ria, M. hapla, Heterodera glycines e Pratylenchus vulnus (Huang et al., 2006; Steeves et al.,
2006; Walawage et al., 2013; Banerjee et al., 2018; Kohli et al., 2018; Joshi et al., 2019).
Contudo, até o momento, nao ha relatos sobre a aplicacao topica direta de duplexes de
RNA em plantas contra nematoides. A interferéncia por RNA nestes fitopatégenos vem
sendo analisada in vitro atraveés da microinjecao, alimentacdao ou imersao em solucao
de dsRNA. Como exemplo, a ingestao de dsRNA homologo a um gene essencial para o
parasitismo de M. incognita levou a sua menor infectividade. A inoculacao de raizes de
Arabidopsis com espécimes de M. incognita em estadio J2 que ingeriram o dsRNA in vitro
resultou na supressao do desenvolvimento dos nematoides e formacao de galhas em
menor numero e tamanho (Huang et al., 2006). Em outra pesquisa, o silenciamento de
um gene-alvo por imersao de Radopholus similis em solucao de dsRNA inibiu significa-
tivamente a sua eclosao e desenvolvimento, além de ter reduzido a sua patogenicidade
(Lietal., 2015b).

Por serem, em sua grande maioria, patégenos radiculares, a entrega de RNAs
exogenos as plantas para controle de nematoides torna-se um desafio. De acordo com
Dubelman e colaboradores (2014), ¢ improvavel a persisténcia e acimulo de dsRNAs
no solo, sendo rapidamente degradados. Em contrapartida, sabe-se que duplexes de
RNA sado absorvidos por raizes (Hunter et al., 2012; Li et al., 2015a). Logo, formulacoes
de RNAs com compostos estabilizadores capazes de proteger as moléculas e torna-las
mais estaveis podem ser administradas através de irrigacao do solo como uma alter-
nativa ao manejo de nematoides (Dalakouras et al., 2020).

No que se refere as fitobactérias, tratam-se de organismos procariotos e, portan-
to, ndo possuem a maquinaria de RNAi. Entretanto, existem exemplos de sequéncias
bacterianas antisenso trans e cis que hibridizam com RNAs mensageiros e inibem a
expressao dos genes-alvos de diferentes maneiras, principalmente por repressao da
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traducao (Thomason & Storz, 2010; Georg & Hess, 2011; Good & Stach, 2011); um me-
canismo de regulacao génica semelhante ao RNAi. Como uma alternativa para o con-
trole de bactérias, a aplicacao exégena de RNAs antisensos pode ser utilizada, embora
essas moléculas de fita simples sejam mais suscetiveis a nucleases das plantas e, por
isso, precisem de formulacoes adicionais (Dalakouras et al., 2020). Além disso, € pos-
sivel realizar o manejo destes fitopatégenos usando estratégias indiretas baseadas em
RNAI, como a aplicacao de dsRNAs direcionados a insetos que sao vetores de bactérias
ou dsRNAs homologos aos genes da planta hospedeira que sao essenciais para a ade-
réncia, entrada nas células e replicacao bacteriana.

8. Perspectivas e desafios

A maior parte das ferramentas de manejo fitossanitario visa a protecao de plan-
tas tendo como base o combate as pragas e fitopatdgenos. A abordagem explorada nes-
te capitulo, por outro lado, aposta na inducao e potencializacao da resposta de defesa
natural das plantas. Enquanto a agricultura caminhou no passado para a selecao de
cultivares com grande produtividade e respostas positivas a adicdo de insumos agrico-
las, como fertilizantes, percebe-se que houve uma tendéncia a selecao de plantas com
baixa imunidade a fitopatogenos em geral. Ainda conhecemos pouco sobre a fisiologia
das plantas, principalmente com relacao as respostas aos estresses bidticos, mas sa-
bemos da importancia da interacao entre elas e tudo que as cercam. A aplicacao topica
de duplexes de RNA em plantas nao resistentes a uma doenca, desencadeando uma
resposta natural e efetiva de protecao contra o patégeno, pode se tornar uma realidade
em campo.

Sera possivel gerar uma planta resistente a todas as doencas? Dificil, por causa
do custo energético para as células e a provavel baixa eficiéncia para multiplos alvos;
mas certamente sera possivel proteger contra aquele patdogeno mais frequente e mais
devastador. Para tanto, é preciso aprofundar no conhecimento da relacao patogeno-
-hospedeiro frente aos duplexes de RNA, como por exemplo, detalhes sobre: (i) melhor
forma de entrega das moléculas; (ii) transporte, processamento e estabilidade das mo-
leculas; (iii) velocidade de resposta; (iv) durabilidade da protecao; (v) especificidade; e
(vi) sensibilidade. Além disso, é necessario selecionar genes-alvos efetivos e avancar
nos estudos de sintese dos duplexes de RNA. Outro ponto importante € o custo da apli-
cacao em campo, que precisa ser acessivel ao produtor. Finalmente, € preciso regula-
mentar a comercializacdo e o uso tépico dos duplexes de RNA, que provavelmente nao
deverao ser categorizados como afins de agrotéxico e nem como transgénicos. Acredi-
tamos que vale a pena o investimento nesta estratégia. O futuro nos dira se, de fato, ela
sera consolidada como uma potente ferramenta de combate aos fitopatéogenos.
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Tabela 1. Estudos envolvendo a aplicacao topica de duplexes de RNA em plantas para o controle
de fungos e virus fitopatogénicos.

Patogeno e Duplex d:\eﬂ:tcl’i(::c;- Planta Hos- Referéncia
(Gene) Alvos de RNA ng pedeira
Fungos Fitopatogénicos
Fusarium graminea- Reducgao do crescimento
rum dsRNA e Pulverizacio | Cevada fungico; sintomas mais  [Koch et al.
(CYP51A, CYP51B, siRNA ¢ leves; supressao dos (2016)
e CYP51C) transcritos alvos
Aplicacio ;Oor?:r:e'o Reducgao do crescimento
Botrytis cinerea dsRNA e di?eta*qe ul- luva algaée fungico; sintomas mais  [Wang et al.
(DCL1 e DCL2) siRNA ~1aep ' ' leves; supressao dos (2016)
verizagao cebola, rosa e .
. . transcritos alvos
Arabidopsis
Sclerotinia sclerotio- L
rum Aplicagdo Reducéao da infecgao por
direta’ Canolae Gao Gaop McLoughlin
(59 genes) dsRNA . . . S. sclerotiorum e B. cine-
C + Silwet Arabidopsis . . etal. (2018)
Botrytis cinerea rea; sintomas mais leves
, L-77
(5 genes homologos)
Reducao da patogeni-
Fusarium asiaticum cidade e resisténcia ao Song et al
dsRNA Pulverizagao | Trigo fungicida fenamacril; 9 '
(Myo5) ~ . (2018b)
supressao do transcrito
alvo
Atividade antifungica de
amplo espectro contra
F. asiaticum, B. cinerea,
Fusarium asiaticum .__ - | Pepino, soja, Magnap qrthe oryzae € Gu et al.
. dsRNA Pulverizagao . Colletotrichum trunca-
(B,-tubulin) cevada, trigo o . 1(2019)
2 tum; sintomas mais leves;
redugao da resisténcia de
F. asiaticum ao fungicida
carbendazim
Virus Fitopatogénicos®
Redugao dos titulos virais
(virus nao detectados);
PMMoV (RP) N. bentha- g;‘nsﬁzg'aefj‘;i';ssoﬁf L"r‘_’a's Tenllado &
TEV (HC) dsRNA Mecanico miana, tabaco sensivel?S' P Diaz-Ruiz
AMV (RNA3) e pimenta . o (2001)
sintomas sistémicos au-
sentes ou desenvolvidos
tardiamente
Redugao dos titulos virais
(virus nao detectados);
N. benthami- auséncia de lesdes locais
PMMoV (RP) dsRNA Mecanico e aﬁa em hospedeira hipersen- |Tenllado
PPV (HC e CP) pulverizagao e tabaco sivel; et al. (2003)

sintomas sistémicos au-
sentes ou desenvolvidos
tardiamente
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Patogeno e
(Gene) Alvos

Duplex
de RNA

Método

de Aplica-
cao

Planta Hos-
pedeira

Referéncia

Redugao do titulo viral,

tardiamente

dsRNA e . . Yin et al.
TMV (CP) hpRNA Mecanico Tabaco sintomas ausentes ou (2009)
mais leves
Redugao naincidéncia da
L . doenga; Gan et al.
SCMV (CP) hpRNA Pulverizagao |Milho sintomas ausentes ou (2010)
mais leves
Redugao do titulo viral, Sun et al
PVY (NIb) hpRNA Mecanico Tabaco sintomas ausentes ou (2010a) '
mais leves
Reducgao dos titulos virais
PVY (HC-Pro, Nib e - (virus nao detectados); Sun et al.
CP) hpRNA Mecanico Tabaco sintomas ausentes ou (2070b)
TMV (RP, MP e CP) ais leves
Supressao do transcrito
dsRNA e - ] alvo; Lau et al.
CymMV (CP) ssRNA Mecanico Orquidea sintomas ausentes ou (2014)
mais leves
PSbMV (CP) dsRNA Bombardea- Ervilha R_edugao do t_|tulo viral; Safarova
mento sintomas mais leves etal. (2014)
Redugao do titulo viral, Shen et al
PRSV (CP) hpRNA Mecanico Mamao sintomas ausentes ou de- (2014) '
senvolvidos tardiamente
Redugao do titulo viral
e incidéncia da doenga;
T™MV - sintomas desenvolvidos |Konakalla
(p126 e CP) dsRNA Mecanico Tabaco tardiamente; etal. (2016)
aumento na biomassa
das plantas
Reducao do titulo viral
(virus nao detectado);
menor porcentagem
PMMoV (RP) hoRNA™ Pulverizacio Tabaco e de infeccao em curto e Mitter et al.
CMV (2b) P § feijdo-caupi |longo prazos; redugdo no |(2017a)
numero de lesdes locais
em hospedeiras hiper-
sensiveis
Penino Redugao do titulo viral
ZYMV dsRNA Mecanico meFI)anc,ia o (virus nao detectado) e Kaldis et al.
(HC-Pro e CP) . incidéncia da doenga; (2018)
abébora .
sintomas ausentes
Redugao da dissemi-
T™MV dsRNA Mecanico e |N. benthami- |nagao viral local e sis- Niehl et al.
(RP e rep-MP) pulverizagao |ana témica; alteragoes nos (2018)
sintomas
Reducgao do titulo viral
SeMV dsRNA Mecanico Sesbania e incidéncia da doenga; |Konakalla et
(CP e MP) grandiflora sintomas desenvolvidos |al. (2019)
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Patogeno e Duplex d'(\eﬂ:t?i(::(;- Planta Hos- Referéncia
(Gene) Alvos de RNA ng pedeira

Redugao do titulo viral
TolCV - Tomate e (virus nao detectado) e Namgial
(ACT1/AC4 e AV1/AV2) |dsRNA Mecanico NP _
tabaco incidéncia das doengas; |etal. (2019)
CMV(2b) .
sintomas ausentes
BCMV ) o N..bentha— Rgduqag do titulo viral Worrall et al.
dsRNA Pulverizagao | miana (virus nao detectado) e da
(NIb e CP) . . ~2[(2019)
e feijao-caupi | porcentagem de infecgao
Redugao do titulo viral
PRSV . ~ (virus nao detectado); Vadlamudi
(CP e HC-Pro) dsRNA Mecanico Mamao sintomas ausentes ou et al. (2020)
mais leves
Reducao dos titulos virais
(virus nao detectados)
e das taxas de infecgao;
Tomate, taba-| o nimero de leses | Régo-Ma-
ToMV (CP e MP) Mecanicoe |[coe . . 9
dsRNA L ; locais em hospedeiras chado
PVY (CP) pulverizagao | Chenopodium |, . Lo
uinoa hipersensiveis; sintomas |et al. (2020)
q ausentes ou mais leves;
melhor desenvolvimento
das plantas

t Pepper mild mottle virus (PMMoV), Tobacco etch virus (TEV), Alfalfa mosaic virus (AMV), Plum pox virus
(PPV), Tobacco mosaic virus (TMV), Sugarcane mosaic virus (SCMV), Potato virus Y (PVY), Cymbidium
mosaic virus (CymMV), Pea seed borne mosaic virus (PSbMV), Papaya ringspot virus (PRSV), Cucumber
mosaic virus (CMV), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Sesbania mosaic virus (SeMV), Tomato leaf curl
virus (ToLCV), Bean common mosaic virus (BCMV) e Tomato mosaic virus (ToMV).

‘Entrega direta das moléculas na superficie da planta (sem mais especificagoes).

*Moléculas puras ou carreadas em nanoparticulas de argila com dupla camada de hidréxido (BioClay).
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