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Abstract

Self-complementary RNA transcripts form a double-stranded RNA (dsRNA) that
triggers a sequence-specific mMRNA degradation, in a process known as RNA-
interference (RNAI), leading to gene silencing. In vascular plants, RNAI molecules
trafficking occur between cells and systemically throughout the plant. RNAI
signals can spread systemically throughout a plant, even across graft junctions
from transgenic to non-transgenic stocks. There is also a great interest in
applying RNAI to pathogenic fungi. Specific inhibition of gene expression by RNAI
has been shown to be suitable for a multitude of phytopathogenic filamentous
fungi; however, dsRNA/sIRNA silencing effect has not been observed /n vivo. This
study demonstrates for the first time the /n vivo interference phenomenon in the
pathogenic fungus Fusarium verticillioides, in which expression of an individual
fungal transgene was specifically abolished by inoculating mycelial cells in
transgenic tobacco plants engineered to express small interfering RNAs (SIRNA)
from a dsRNA corresponding to the particular transgene. The results provide a
powerful tool for further studies on molecular plant-microbe and symbiotic
interactions. From a biotechnological perspective, silencing of fungal genes by
generating siRNAs in the host provides a novel strategy for the development of

broad fungi-resistance strategies in plants and other organisms.



Resumo

Transcritos de RNA auto complementar formam um RNA dupla fita (dsRNA) que
aciona uma degradacgao de uma sequéncia especifica de RNA mensageiro
(mRNA), em um processo conhecido como RNA (RNAI) interferente levando ao
silenciamento génico. Em plantas vasculares, o trafico de moléculas de RNAi
ocorre entre células e sistemicamente por toda a planta. Sinais de RNAi pode
espalhar sistematicamente ao longo de uma planta, mesmo em enxertos
transgénicos sobre cavalos ndo-transgénicos. H4 também um grande interesse
na aplicacdo do RNAI para fungos patogénicos. A inibicdo especifica da expressao
génica por RNAi tem se mostrado adequado para uma grande variedade de
fungos filamentosos fitopatogénicos, no entanto, o silenciamento por dsRNA /
siRNA néo foi observado in vivo. Este estudo demonstra pela primeira vez o
fendbmeno de interferéncia in vivo no fungo patogénico Fusarium verticillioides,
em gue a expressdo de um transgene foi especificamente silenciado pela
inoculagdo de células do micélio em plantas transgénicas de fumo transformadas
geneticamente para expressar pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) a partir
de um dsRNA correspondente ao transgene. Estas resultados fornecem uma
poderosa ferramenta para estudos sobre a interacdo molecular planta-
patdgenos, e interacbes simbidticas. Do ponto de vista biotecnolégico,
silenciamento de genes de fungos por geracdo de siRNAs no hospedeiro fornece
uma nova ferrameta para o desenvolvimento de estratégias de resisténcia de

fungos nas plantas e outros organismos.



1) INTRODUCAO

1.1) Doencas flngicas em plantas e o género Fusarium

Desde que os seres humanos comegaram a cultivar plantas, as doengas flngicas
tém sido uma das principais causas de perdas de culturas. Ultimamente, devido
as moléstias patogénicas terem se tornado uma grande ameaga aos campos de
produgdo, a maioria dos programas de melhoramento tem dedicado muito tempo
e recursos na busca de genodtipos com alta produtividade e elevada resisténcia

em condigdes de campo.

Relatos estimam que mais de 65% da safra ou 21 bilhdes de ddlares sao
perdidos por ano nos Estados Unidos com a introdugao de patdgenos de plantas
(Pimental et al., 2005). Ha centenas de anos, as doencas causadas por fungos
tém um efeito negativo significante na agricultura norte americana. Com o
crescimento do comércio internacional a taxa de introducdo desses organismos
destrutivos tem aumentado. Os gastos com o controle dessas doengas estao em
torno de 23,5 bilhdes de ddlares por ano, somente nos EUA. As perdas anuais
devido aos patdgenos exdticos de plantas, a maioria dos quais sao fungos, sao
maiores que as perdas causadas por insetos (Rossman, 2009). Algumas das
principais doencas flngicas importantes para a agricultura mundial estdo listadas

na Tabela 1.



Tabela 1. Espécies de fungos causadoras de doencas economicamente importantes.

FUNGO

CULTURA

DOENCA

REFERENCIA

Phakospsora pachyrhizi
Sclerotina sclerotiorum
Colletotrichum gossypii
Alternaria sp
Romularia areola
Pyricularia grisea
Puccinia sp

Fusarium solani

Fusarium oxysporium

Fusarium verticillioides

Soja
Soja
Algodao
Algodao
Algodao
Arroz, Trigo
Trigo
Milho
Cana-de-agucar
Soja
Tomate
Amendoim
Fumo
Mamona
Alfafa
Feijao
Algodao
Milho

Arroz

Pinus

Ferrugem asiatica
Mofo branco
Ramulose
Mancha alternaria
Falso oidio ou Mildio

Ferrugem
Ferrugem
Ferrugem
Podriddo vermelha da raiz (PVR) ou Sindrome da
morte subita (SMS)
Fusariose

Schneider et al., 2005
Danielson et al., 2004
Silva-Mann et a/., 2002
Ling & Yang, 1940
Rathaiah, 1977
Rodriguez et al., 2007
Steffenson et a/.,1984
Groth et al., 1983
Sotomayor et a/,,1983
Covert et al., 2007

Steinkellner et al., 2005
Houterman et a/.,2007
El-Magraby & EI-Magraby, 1988
Alves-Santos et al., 2007
Araujo et al.,2007

Mendes et al.,, 2001
Salgado et al., 1994
Ragazi et al.,, 1995
Schjoth et a/, 2008

Quilis et al., 2007

Martin-Pinto et a/.,, 2008



Dentre os fungos de grande importancia para a agricultura mundial encontra-se
0 género Fusarium, nao sé por causar patologias em plantas, mas também
porque algumas espécies produzem toxinas tais como tricotecenos, fumonisinas,

a zearalenona, moniliformina e o acido fusarico.

O género Fusarium apresenta uma expressiva importancia na agricultura por ser
patdgeno para varias culturas de interesse econdmico tais como milho, trigo,
tomate, soja, feijao-caupi, causando doengas conhecidas por podridao das
raizes, murcha e fusariose. Nos Estados Unidos, nas safras de 1998-2000 este
fungo foi responsavel por prejuizos de 871.000 mil ddlares na cultura de trigo e
cevada, com perdas econdmicas secundarias de US $ 1,8 bilhdes, totalizando US
$ 2,7 bilhdes de ddlares somente no norte deste pais onde representaram 55%
das perdas totais neste periodo (Nganije et al., 2002). Na Nigéria, ha relatos de
epidemia causando a morte de até 50% das plantas em um campo naturalmente
infestado e cultivado com variedades suscetiveis (Oyekan, 1977) e danos de até
75% na producao de feijao-caupi devido a murcha-de-fusario foram registradas
na India (Allen, 1983).

No Brasil a incidéncia da podridao de colmo do milho chega acima de 70% e
perdas de produtividade em torno de 50% tém sido relatadas em cultivares
suscetiveis sob condicdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento dos
patdgeno. Resultados obtidos pela Embrapa Milho e Sorgo, na safra 06/07,
mostraram que dentre os principais patdgenos associados a podridao

do colmo em milho, 20,68% sao do género Fusarium (Costa et al, 2008). Em
1998, nos ensaios de rendimento de trigo conduzidos na Embrapa Trigo
constatou-se, em gendtipos brasileiros mais suscetiveis, que aproximadamente

40% dos graos apresentaram sintomas de fusariose (Lima & Fernandes, 2002).



Os sintomas da doenca caracterizam-se pela clorose e queda prematura de
folhas, redugao do crescimento e, finalmente, murcha e morte das plantas. A
murcha é mais comum na fase reprodutiva da planta, podendo ocorrer também
em plantas jovens, que em determinadas situacoes apresentam um rapido
murchamento que precede a morte da planta (Poltronieri et a/, 1994). Os
tecidos vasculares adquirem coloragao castanha escura e pode haver formagao
de intumescéncias na parte mais baixa do caule. A Figura 1 ilustra os sintomas

das doencas provocadas por Fusarium nas principais culturas atingidas.



Figura 1) Sintomas das doencas provocadas por Fusarium nas principais
culturas. (A), (B), (C) Fusariose e podriddo das raizes do milho
www.lookfordiagnosis.com (D) Fusariose em trigo www.lookfordiagnosis.com (E)
Murcha de Fusério em tomate www.plant-disease.ippc.orst.edu (F) Mal do Panama em
Banana www.sistemadeproducao.cnptia.embrapa.br (G) Fusarium em  couve
www.lookfordiagnosis.com (H) Podridao dos bulbos de alho
www.sciece.oregonstate.edu (I) Fusarium em cenoura www.lookfordiagnosis.com
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O género Fusarium pode ser encontrado habitando o solo, nas mais diversas
regides geograficas do mundo, especialmente em locais de climas tropicais e
subtropicais. Esse fungo é capaz de sobreviver por longos periodos no solo pela
formacao de estruturas chamadas clamiddsporos, podendo colonizar ramos,
folhas, inflorescéncias e frutos através de seus conidios que sao disseminados
pelo ar ou pela agua (Figura 02). A disseminacao do patdgeno pode ocorrer
através da agua de irrigacdo e uso de implementos agricolas que contenham
propagulos de solo contaminado pelo fitopatdgeno (Davis et al., 2006). Esse
género exibe alto grau de diversidade em relagao aos atributos morfoldgicos,
fisioldgicos e ecoldgicos e ndo é surpreendente que representantes desse género
ocorram na maioria dos nichos ecoldgicos nas mais diversas regides geograficas
do mundo (Burgess et al., 1997). Admite-se que, desde 1900, aproximadamente
1.000 espécies de Fusarium foram descritas, a maioria pelo exame das suas
estruturas (esporoddquios), diretamente nos hospedeiros ou substratos naturais,
0 que levou a que muitas dessas espécies fossem sinonimias, tendo em vista a
grande variabilidade do Fusarium em diferentes ambientes e substratos (Burgess
et al., 1994).
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Figura 2) Esquema geral do ciclo de vida do género Fusarium. Os clamidosporos
presentes no solo ou em restos de cultura ou em plantas daninhas infectam as
sementes ou raizes causando infecgdo precoce da planta e tombamento. Ha dispersao
de conidios pela parte superior da planta que quando no solo infectam novamente a
semente ou a raiz da planta (Adaptado de Parry, 1990)

A complexa comunidade microbiana que habita a rizosfera interage com os
patdgenos de solo e influenciam, conseqglientemente, a infeccao pelos fungos. Na
rizosfera, além dos microrganismos patogénicos, também existem fungos e
bactérias que possuem atividade antagonistica contra fitopatdgenos. Eles podem

afetar adversamente densidades de populagdes, dinamicas temporais e espaciais
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e atividades metabdlicas de patdgenos de solo a partir da producdo de
metabdlitos antimicrobianos secundarios como as micotoxinas, enzimas liticas,

entre outros (Raaijmakers et al., 2009)

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos secretados por fungos no meio
ambiente. Representam um sério risco para a saude humana e animal, quando
encontrada como contaminante em produtos de cereais como milho, aveia e
trigo e sdo responsaveis por perdas econémicas estimadas em milhares de
milhdes de ddlares todos os anos. A FAO/WHO (Organizagao das Nagbes Unidas
para Agricultura e Alimentacao/Organizacdao Mundial da Salde) estima que, em
todo o mundo, cerca de 25% das colheitas de alimentos estao afectadas por
micotoxinas (Cirillo et al., 2003). Micotoxinas nao sao inativadas por altas
temperaturas e por serem tdxicas em pequena quantidade, o acompanhamento
de cereais afetados antes da distribuicdo é vital (Anderson et a/., 2010). Cinco
tipos de micotoxinas sdo considerados econdmica e toxicologicamente
importantes: aflatoxinas, ocratoxina A, tricotecenos, zearalenona e fumonisinas
(Charmley et al., 1994).

Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg (= Fusarium moniliforme Sheldon) é a
mais importante das duas espécies do género produtora de fumonisina, uma
micotoxina cancerigena que esta entre as toxinas mais importantes quanto a
seguranca alimentar, com niveis de contaminagao de até 100%. (Pozzi et a/.,
1995). Foram identificadas 53 fumonisinas diferentes, sendo B1, B2 e B3 de
maior relevancia. A fumonisina B1 é a mais extensamente estudada, mas a

Fumonisina B2 é mais citotdxica que B1. (Frisvad et a/., 2007).

A primeira descricao sobre a ocorréncia natural de fumonisina B1 foi realizada
por Sydenham et a/. (1990) a partir de milho mofado colhido de uma area em
Transkei, Sul da Africa, que apresentava alta incidéncia de cancer de eséfago em

humanos. Esta micotoxina atinge animais de diferentes maneiras por
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interferéncia no metabolismo de esfingolipideos, que sdo lipideos conjugados
presente entre os neurdnios e funcionam como lubrificante, acelerando o
processo de transmissao do impulso nervoso (Merrill et al,, 2001). Fumonisinas
sd0 encontradas como contaminantes em racdes derivadas de milho na Africa,
China, Franca, Indonésia, Italia, em alguns paises da América do Sul, e nos EUA
(Lessard et al.,, 2003). Alguns relatérios indicam que as fumonisinas ndo somente
estdo envolvidas com o aparecimento de cancer de esofago (Marasas et 4.,
1988; Yoshizawa et al., 1994), mas também sdo responsaveis por
leucoencefalomalacia em equiinos e coelhos (Marasas et a/., 1988; Bucci et al.,
1996), edema pulmonar em suinos (Bouhnet et a/., 2006) e hepatoxicidade em
ratos (Gelderblom et a/., 1991). As primeiras citagdes sobre a deteccao de
fumonosina B1 no Brasil foram feitas por Meirelles et a/. (1991). Estudos
realizados por Orsi et al. (2000) mostraram a ocorréncia natural de fumonisinas
em 195 amostras de hibridos de milho no Estado de Sao Paulo, sendo 90,2%

delas positivas para fumonosina B1 e 97,4% para fumonosina B2.
1.2) RNAI e controle de doengas em plantas

Devido a importancia das doencas flingicas na agricultura, ha um grande
interesse no desenvolvimento de modernas biotecnologias para obtencao de
plantas resistentes. Visando a resisténcia a estes e outros patdgenos em plantas,
varias estratégias utilizando engenharia genética tém sido usadas, dentre elas a
tecnologia do silenciamento génico pos-transcricional (PTGS) ou RNA interferente
(RNAI). No entanto, estas estratégias tém sido muito mais eficientes para virus,
tendo sido primariamente aplicada comercialmente para esses patdgenos. A
busca por plantas resistentes a virus levou pesquisadores a acidentalmente
descobrir o fendmeno PTGS e a estabelecer modelos de RNAi (Angell &
Baulcombe, 1997). A capacidade de manipular técnicas de silenciamento génico
tem produzido plantas transgénicas capazes de suprimir a expressao de genes

enddgenos e acidos nucléicos invasores (Souza et al., 2007).
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Em 1986 Abel et a/. demonstraram que plantas podem ser geneticamente
transformadas visando a resisténcia a doencas virais. Um gene quimérico
contendo um cDNA clonado do gene da capa proteica (CP) do virus do mosaico
de tabaco (TMV) foi introduzido em células de fumo via Agrobacterium
tumefaciens. As plantas regeneradas das células transformadas expressaram o
gene CP do TMV. As plantulas que expressaram o gene CP, quando inoculadas
com TMV, apresentaram atraso no desenvolvimento dos sintomas e 10% a 60%

das plantas nao apresentaram sintomas.

Plantas de fumo transgénicas expressando seqiiéncia complementar de RNA
(RNA antisense) a proteina da capa protéica do virus do mosaico de tabaco
foram protegidas quando inoculadas com TMV, mostrando que o acumulo de
RNA antisense a seqiiéncia codificante e a regido nao codificante 3’ de genoma

TMV foram os responsaveis por esta protecao (Powell et a/.,1989).

Embora os experimentos pioneiros tenham mostrado que a presenga de RNA
virais resultantes da expressao de transgenes tenha sido eficiente para obtencao
de plantas resistentes a virus, os mecanismos envolvidos com a resisténcia ndo
eram bem compreendidos. Em plantas, outros experimentos envolvendo o
silenciamento de genes enddgenos ajudaram a comecar a elucidar os

mecanismos de silenciamento.

O primeiro relato ocorreu em 1990, quanto Napoli et a/. introduziram o gene da
chalcona sintase em petinia esperando-se que este fosse super expresso e
aumentasse a pigmentacao nas flores. Inesperadamente, o gene introduzido
bloqueou a sintese de antocianina, produzindo flores totalmente brancas. Esse
fendmeno foi denominado “co-supressao”. Dois anos mais tarde, um fenémeno
similar foi observado em Neurospora crassa por Romano & Macino (1992). Eles

esperavam super expressar o gene albino-1 (a/-1), envolvido na biossintese dos
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corotendides que conferem a cor alaranjada ao fungo. Mas ao contrario do
esperado, com a introducdo de uma copia extra do gene a/-1 foram observadas

colonias exibindo um fendtipo albino. Este fendmeno foi denominado guelling.

O termo RNA interferente foi cunhado pela primeira vez em experimentos com
Caenorhabditis elegans no qual a injecao de RNA dupla fita (dsRNA) induziu o
silenciamento génico pos-transcricional especifico. Foi observada uma
propagacao do silenciamento em uma ampla regidao do animal apds a injecao de
dsRNA na cavidade abdominal extracelular (Fire et a/., 1998). Outros autores
mostraram que o mesmo efeito também ocorre quando o C. elegans é
alimentado com a bactéria Escherichia coli que transcreve o dsRNA recombinante
(Timmons & Fire, 1998). O mesmo resultado também é alcancado quando o
animal é embebido em preparagdes contendo RNA dupla fita (dsRNA) (Tabara et
al.,, 1998). Resultados de estudos obtidos /n vivo e in vitro estao agora sendo
usados para a engenharia de plantas transgénicas resistentes a nematoides

parasitas (Steeves et al., 2006).

Huang et a/. (2006) silenciaram o gene 16010 que codifica um peptideo que ao
ser secretado pelas células da glandula esofagica do parasita estimula a infecgdo
da planta pelo namatdide. A ingestao /n vitro de dsRNA de 16D10 pelo
nematdide resultou na diminuicdo da capacidade de infeccao do parasita. E a
expressao /n vivo de dsRNA de 16D10 em Arabidopsis resultou na resisténcia da
planta contra quatro espécies de nematdides. No ano seguinte, Fairbairn et al.
(2007) produziram plantas de fumo expressando diferentes dsRNA do fator de
transcricdo MjTiis11 do nematdide causando o silenciamento deste gene quando
0 parasita se alimenta das raizes das plantas transgénicas. Este gene esta
envolvido na determinagao do destino das células-ovo causando um fendtipo

letal em C elegans.
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Como ja mencionado, a estratégia de RNAI foi primariamente utilizada com
sucesso para obtencao de plantas resistentes a virus. Em 2000, plantas de trigo
foram transformadas com uma construcao do tipo intron hairpin (hpRNA) com
seqiiéncias do gene da polimerase do Barley yellow dwart virus (BYDV) e as
linhagens resultantes foram consideradas imunes pois nao houve detecgao do
virus por ELISA (Wang et al., 2000).

Na ultima década o numero de exemplos de sucesso tém aumentado
expressivamente. A expressao de RNA dupla fita de AC! conferiu resisténcia ao
Cotton lef curl virus em fumo transgénico (Asad et al.,, 2003) e ao 7omato yellow
leaf virus (TYCV) em tomate transgénico (Yang et a/., 2004). A expressao
transiente de RNA dupla fita da regiao conversada de Vigna mungo yellow
mosaic virus em Vigna spp resultou na resisténcia a infeccao viral (Poogin et a/.,
2003). Bonfim et a/. (2007) ultilizaram uma construcao hpRNA para silenciar o
gene viral AC-1 em feijao (Phaseolus vulgaris L.) para gerar linhagens
transgénicas com forte resisténcia ao Bean golden mosaic virus (BGMV). Esta
resisténcia foi relacionada com silenciamento génico pos-transcricional (PTGS)
através da producdo de siRNAs especificos. As plantas de feijoeiro resistentes ao
virus foram testadas no campo por varios anos e deverao se converter na
primeira tecnologia comercial intencionalmente feita para expressar um dsRNA
(Aragao & Faria, 2009).

A partir de 2003, houve um grande interesse na aplicagao do RNAi para fungos
patogénicos. A inibicdo especifica da expressao génica por RNAi tem se mostrado
adequado para uma grande variedade de fungos filamentosos fitopatogénicos.
Na tabela 02 encontra-se listados espécies flungicas transformadas

geneticamente com RNAI.
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Tabela 02) Fungos filamentosos fitopatogénicos transformados com
plasmideos construidos para expressar dsRNA visando o silencimaneto de

genes especificos.

ESPECIE GENE REFERECIA
Magnaporthe oryzae eGFP (enhanced green Kadotani et al., 2003
fluorescence protein)

Sclerotinia sclerotiorum

Aspergiflus nidulans

A. fumigatus;

A. oryzae

Bipolaris oryzae

Colletotrichum lagenarium

Coprinus cinereus

Fusarium solani

Mucor circinelloides

PP2A (type 2A
phosphoprotein
phosphatae)

RDRPs (RNA-dependent
RNA polymerase)

cbhB promoter (celllobio
hydrolase)

briA e a-amylase

PKS1 (polyketide
synthase gene)

MPG1 (fungal
hydrophobin)

LIM15/DMC1 (recA-like
recombinase)

FsFKS1 (1,3-B-glucan
synthase)

dcl-1 (dicer-like-gene)

Erental et a/., 2007

Hammond & Keller, 2005

Bromley et al., 2006

Yamada et a/,, 2007

Moriwaki et al., 2007

Nakayashiki et a/., 2005

Namekawa et a/., 2005

Ha et al., 2006

Nicolas et al., 2007
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1.3) RNA interferente

A maioria dos fendmenos de silenciamento génico (SG) esta relacionada com a
atividade de RNA dentro das células. Por este motivo, o termo silenciamento de
RNA é freqlientemente usado para descrever SG e compreende todos os
mecanismos pelos quais seqiiéncias de RNA regulam a expressao génica (Galun,
2005). Estudos genéticos e bioquimicos confirmam que o mecanismo de RNA
interferente, co-supressao e silenciamento induzido por virus sao similares.

Além disso, as vias subjacentes de GS induzido por dsRNA existem em muitos, se
nao em todos, organismos eucarioticos (Hannon, 2002). O estudo de fenbmenos
similares em organismos diferentes (Caenorhabditis elegans, Neurospora crassa,
Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana e Petunia hybrida) permitiu a
proposta de modelos para formas de silenciamento diferentes, mas que se

interagem (Souza et al., 2007).

O mecanismo de RNA interferente (RNAi) esta envolvido na defesa celular
natural contra virus, confinamento gendmico de retrotransposon e regulagao
pos-transcricional da expressao génica. RNAi pode silenciar genes especificos e
individuais criando fendtipos nocauteados, tanto em transformantes que
produzem o grampo de RNA necessario quanto por infeccdo com RNA
recombinante de virus que carregam o gene alvo. E um processo de muitas
etapas que gera pequenos RNAs interferentes (siRNA) /n vivo através da agao de
uma endonuclease RNase III chamada de Dicer a partir da presenca de dsRNA
no citoplasma que pode variar tanto em tamanho quanto a origem. Os siRNA
resultantes, de 21 a 28 nucleotideos, mediam a degradagdo do seu RNA

complementar (Angaji et al., 2010).

Existem dois tipos de pequenos RNAs na via do RNAi: os pequenos RNAs
inteferentes (siRNA) e os microRNA (miRNA). As enzimas DICER tém um

importante papel na formagdo dessas moléculas no processo de RNAi e clivam
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longos dsRNA em siRNA e miRNA de um modo ATP — dependente (Angoji et al.,
2010). Os siRNA sao processados por enzimas DICER-/ike (DCL2, DCL3 e DCL4)
a partir de um longo RNA dupla fita. Por outro lado, DCL1 processa precursores
de miRNA exportados do nucleo (Xei et al, 2004). (Figura 3).

Apds processar o dsRNA, os siRNAs sao rearranjados no Complexo de
Silenciamento Induzido por RNA (RISC) (Hammond et a/., 2000). O complexo
RISC foi originalmente identificado pelo fracionamento de uma nuclease
especifica de extrato Drosophyla melanogaster (Hammond et al., 2001). Embora
a composicao de RISC nao seja totalmente conhecida, sabe-se que este
complexo inclui um membro da familia Argonauta e uma fita guia (antisenso
para o RNA alvo) de um pequeno RNA. O complexo RISC é responsavel pelo
direcionamento e clivagem da seqiiéncia especifica de RNA dentro da célula
(Martinez & Tuschul, 2004) e age clivando o0 mRNA alvo no meio da regiao
complementar, 10 nucleotideos upstream do residuo 5’ do siRNA/mRNA alvo
dupla fita. Uma helicase do complexo RISC desenrola o siRNA duplex, que se
pareia com a fita antisense do RNA mensageiro que tém um alto grau de
complementaridade de seqiiéncia com o siRNA. Por fim, uma proteina da familia
Argonauta do complexo RISC (frequiientemente referida como Slicer),
provavelmente age como uma endonuclease clivando o mRNA alvo (Souza et al.,
2007). Esta clivagem leva ao silenciamento do mRNA alvo pelo bloqueio da
leitura da mensagem pela maquinaria de tradugao, resultando na destruigao do
mRNA (Tolia & Joshua-Tor, 2006). siRNAs exdgenos sintéticos também podem
ser incorporados ao RISC, ultrapassando assim a exigéncia de dsRNA ser
processado por DICER e siRNAs podem ser incorporados ao RISC (Stevenson et
al., 2007).

Estudos recentes classificam os siRNAs em primarios e secundarios. Os siRNAs
primarios sao gerados da atividade da enzima DICER, enquanto os siRNAs

secundarios seriam gerados por uma via diferente com o envolvimento de uma
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RNA polimerase dependente (Pak & Fire, 2007). siRNAs secundarios
aparentemente regulam a expressao génica no casos em que a amplificacao do
sinal de silenciamento é importante e o iniciador original para o
desencadeamento do RNAI esta ausente. Estudos comuns de SG resultantes de
transformacao de plantas propdem que nestes casos SG é causado pela
interacdo de multiplos transgenes com repeticao invertida que levam a formagao
de dsRNA (Souza et al., 2007).

MicroRNA sdo RNA enddgenos que tem um papel regulatdrio importante em
animais e plantas por clivagem ou por repressao da tradugao do mRNA. Estas
moléculas compreendem uma das classes mais abundantes de moléculas
regulatdrias em organismos multicelulares (Bartel, 2004). Em plantas, miRNAs
estao envolvidos no controle do desenvolvimento de folhas e flores (Aukerman &
Sakai, 2003).

Para a formagao do microRNA primario, um transcrito de um micro-RNA primario
(pré-miRNA) sintetizado a partir de introns de RNA codificante da enzima
polimerase II, é processado por um complexo protéico contendo uma
ribonuclease especifica para dupla fita no ndcleo para produzir um Aairpin
intermediario de 70 nucleotideos. Este pré-miRNA, entdo, é transportado para o
citoplasma onde é clivado por outra ribonuclease dsRNA especifica, a DICER, em
miRNA duplex. Apos a separacao das fitas do duplex, o miRNA fita simples é
incorporado ao RISC. Este complexo inibe a tradugao ou induz a degradacao de
mRNA alvo (Angoiji et al., 2010). As vias de silenciamento supra citadas estao

ilustradas na Figura 3.
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Figura 3) Vias de silenciamento em células vegetais. (A) Proteinas- tipo-Dicer
(DCL2 e DCL3) processando transcritos contendo seqiiéncias invertidas. (B) Proteina-tipo-Dicer
(DCL1) processando intermediarios formados durante a replicagdo de RNA viral. (C) dsRNA
longo. (D) Proteina-tipo-Dicer (DCL1) processando precursores de miRNA. (E) Complexo de
Silenciamento Induzido por RNA (RISC). (F) Clivagem da seqgiiéncia alvo especifica do mRNA por
RISC. (G) Destruicao do mRNA apods o processamento por RISC. (H) Possivel silenciamento
sistémico composto por siRNA + proteinas de movimento siRNA primario. (1) Possivel
silenciamento sistémico composto por dsRNA longos + proteinas de movimento siRNA primario.
(J) Amplificagdo de primer depende de RdRP. ( L) siRNA primario. (M) siRNA secundario
processado por Dicer (DCL2 e DCL3). (Adaptado de Souza et al., 2007)
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1.4) Propagacao do sinal de silenciamento

O movimento de RNA extrapola o conceito de que RNAs funcionam apenas no
interior das células em que sdo produzidos, e abre uma nova fronteira na
biologia de plantas (Ding & Wang, 2009). Em plantas vascularizadas, o
movimento dos pequenos RNA (smRNA) ocorre entre células e também
sistematicamente em toda a planta (Haywood et a/., 2002; Klahre et al., 2002;
Voinnet & Baulcombe, 1997).

O movimento intercelular e sistémico ocorre via plasmodesmata, que dao a
continuidade do citoplasma e reticulo endoplasmatico entre células adjacentes, e
no floema. Plasmodesmata sao importantes reguladores do movimento
intercelular e a longas distancias. Normalmente os canais dos plasmodesmata
sao estreitos e permitem o movimento passivo de pequenas moléculas, enquanto
as macromoléculas, como proteinas e acidos nucléicos ndo poderiam passar
pelos canais. Entretanto, determinadas proteinas interagem com os
plasmodesmata para aumentar o tamanho do limite de exclusao e permitir que
macromoléculas passem através dos canais (Roney et al., 2007). Plantas tém
essas proteinas de movimento chamadas proteina ndo autbnomas que mediam o

movimento de mRNA enddgenos de célula para célula (Lucas et a/.,, 2001).

Em 1996, Palauqui ef a/, sugeriram a propagacao do sinal de silenciamento por
toda a planta quando observaram a co-supressao da enzima nitrito redutase
durante o desenvolvimento da planta. No ano seguinte, 0 mesmo grupo
desenvolveu um sistema artificial e eficiente, usando plantas enxertadas, visando
elucidar o mecanismo pelo qual a co-supressao percorre pela planta. Foi
demonstrado que o silenciamento pos -transcricional do transgene 70-widA (gus)
pode ser transmitido de um cavalo silenciado para um enxerto nao silenciado.
Apds o silenciamento ser iniciado em poucas células, o sinal percorre através do

sistema vascular e induz o silenciamento sistémico inclusive atravessando tecidos
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gue nao expressam a seqiiéncia homologa (Palauqui et a/, 1997). No mesmo
ano Voinnet & Baulcome (1997) infiltraram folhas de Nicotiana benthamiana com
Agrobacterium tumefaciens contendo o gene reporter gfp. Dois dias apds a
infiltracao foi observada na borda da regidao expressando o gene gfp uma linha
fina de tecido na qual a fluorescéncia do GFP estava ausente, indicando que a
expressao do transgene GFP havia sido silenciada. Buhtz et a/. (2008) analisaram
o exsudado vascular de Brassica napus e observaram que a seiva do floema
contém um grande numero de pequenos RNA (chamados aqui de smRNAs),

predominantemente, de 21 e 24 nucleotideos.

Sao reconhecidos ao menos trés mecanismos diferentes de propagagao do sinal
de silenciamento, um para propagacao de curto alcance e outro para propagagao
de longo alcance, além do mecanismo para a propagagao sistémica. Existem
evidéncias indiretas que a propagacao de curto alcance do sinal de silenciamento
acontece através do plasmodesmata. Esta evidéncia vem do fato que durante a
propagagao de curto alcance, as Unicas células onde nao houve silenciamento
foram as células guarda dos estdmatos que durante o desenvolvimento sao
isoladas devido ao bloqueio desses canais especificos (Kalantidis et a/., 2008).
Anadlises recentes da propagagao do silenciamento em embrides de Arabidopsis
revelaram que a capacidade do sinal de curto alcance se propagar € influenciada
pelo tamanho da abertura dos plasmodesmata presente no tecido especifico
onde a propagacao ira ocorrer (Kobayashi & Zambryski, 2007). O silenciamento
de curta amplificacdo de seqiiéncias transgénicas nao alcanca mais que 10-15
células em torno da célula de origem do silenciamento (Palauqui & Balzergue
1999).

Foi mostrado que genes enddgenos sao protegidos da capacidade de
amplificacdo pelas enzimas RDR ( RNA-directed RNA-polymerase) e, como
resultado, a propagacao do silenciamento ndao pode usar um mecanismo de

retransmissao do sinal. Em Arabidopsis rdr6-mutantes nulos, a propagacao do
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silenciamento se limitou a 10-15 células em torno da célula fonte do silenciamto
(Himber et al,, 2003) e o mesmo resultado foi mostrado por Schwach et al.

(2005) em N. benthamiana com o gene enddgeno RDR6 nocauteado.

Quando a amplificacao do sinal de silenciamento excede as 15 células alcancadas
pela amplificacdo de curto alcance, esta é chamada de amplificacao do sinal de
silenciamento de longo alcance. Um exemplo deste tipo de silenciamento é
caracterizado quando a células de folhas de plantas transgénicas recebem o sinal
de silenciamento para suprimir a expressao do transgene: o sinal de
silenciamento chega através da nervura e se expande por toda a lamina da folha.
Este tipo de amplificacao foi descrita apenas para transcritos transgénicos
(Donoyer et al., 2007) e evidéncias indicam que é mediada pela atividade de
RDR6 pois em rdr6 mutantes esta amplificacao nao acontece nos transgenes
(Schwach et al., 2005).

O silenciamento em plantas tem a capacidade de se espalhar sistematicamente
por toda a planta e ndo € uma amplificacdo progressiva célula a célula. Apds o
silenciamento ser iniciado em poucas células, o sinal do silenciamento percorre
através do sistema vascular e induz o silenciamento sistémico. Este mecanismo
foi mostrado pela primeira vez em experimentos com enxertos em plantas de
Nicotiana onde o movimento do sinal passou por tecidos que nao expressavam a
seqliéncia homdloga (Palauqui et al, 1997). Acredita-se que o silenciamento
sistémico envolve uma molécula de RNA com especificidades, mas ainda ndo se
sabe quais sdo estas caracteristicas. Existe um grande interesse de entender o
movimento sistémico de virdides visto que estas particulas subvirais ndo
codificam qualquer proteina e, entretanto, para o seu ciclo bioldgico, incluindo a
propagacao sistémica, dependem de fatores relacionados ao hospedeiro (Ding et
al., 2005).
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Estudos prévios revelaram que o silenciamento de RNA ndo é um evento celular
nao auténomo (Wilson et a/., 2002), mas até o momento muitas questdes
aguardam respostas, por exemplo: que tipo de molécula de RNA atua como
molécula mével na propagacao do sinal do silenciamento? (Mlotshwa et al.,
2002) Como o sinal do silenciamento é regulado? (Ming et al., 2006). Tomilov et
al. (2008) formularam algumas hipoteses para estas perguntas. Para este grupo
de pesquisadores as moléculas envolvidas na amplificagao do silenciamento
poderiam ser os pequenos dsRNA produzidos pela agao de enzimas Dicer que
clivam as regides de dupla fita do grampo de RNA. Ou ainda o hpRNA transcrito
se desloque como um mRNA intacto e entao seriam clivados em siRNA. Tentando
elucidar estes questionamentos Dunoyer et a/. (2010), realizaram um elegante
experimento utilizando imunoprecipitacao. Os siRNA dupla fita foram
imunomarcados tendo assim o movimento entre as células da planta
acompanhado. Concluiram que os siRNA agem como sinal de silenciamento entre
as células da planta e possivelmente até mesmo por longas distancias. Apesar da
exata forma da molécula mével (isto &, proteina ligada versus molécula livre)
ainda ndo estar totalmente elucidada, sao os siRNA dupla fita os provaveis
envolvidos nesta mobilidade, ao contrario dos siRNA fita simples. Isso ocorre
provavelmente porque os siRNA de fita simples podem ja estar associados a

AGO, o que pode tornar mais dificil sua passagem de célula a célula.

1.5) Silenciamento /in trans

Waterhouse et al (1998) observaram o movimento do sinal de silenciamento
guando, em nematodides, o silenciamento de genes foi desencadeado por uma
dieta composta de plantas transgénicas modificadas para expressar dsRNA. O
mesmo fendmeno foi observado em insetos herbivoros alimentados com uma
planta geneticamente modificada para expressar dsRNAs de um gene vital dos
insetos (Baum et a/., 2007; Mao et al,, 2007).
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Ainda em 2007, Roney e colaboradores constataram o movimento sistémico de
mRNA transitando através do floema entre tomate e cuscuta, (Cuscuta
pentagona Engelm.). Cuscutas sdo plantas parasitas obrigatdrias que tém
ligacOes fisicas com seus hospedeiros devido a sua habilidade fotossintética
limitada e dependéncia de agua e outros nutrientes. No ponto de contato com o
hospedeiro cuscuta produz um haustoério, um érgao especializado que penetra no
tecido do hospedeiro formando conexdes com o tecido vascular. Além das
conexoes vasculares diretas cuscuta tem uma continuidade citoplasmatica com o
seu hospedeiro através de plasmodesmata. Apesar de ja se saber que virus se
movem entre cuscuta e suas plantas hospedeiras a translocacao de mRNA

enddgeno ainda ndo havia sido observada.

Experimentos descritos por Tomilov et a/, (2008) demonstraram que plantas
hospedeiras transformadas com construgdes para gerar grampos de interferéncia
podem silenciar a expressao do gene alvo planta parasita. Raizes transgénicas da
planta parasita 7rjphysaria versicolor expressando o gene reporter gus parasitou
raizes trangénicas de alface expressando o grampo de RNA contendo um
fragmento do gene gus (hpGUS). Raizes de Trijphysaria ligadas a alface nao
transgénicas mostraram alta atividade de GUS, mas aquelas que parasitavam
alface contendo hpGUS perderam a atividade em tecidos da raizes mesmo
distantes do haustorio, demonstrando que o sinal de silenciamento de GUS
gerado pelas raizes hospedeiras foi translocado pelo haustério e foi funcional no
parasita. Além disso, o movimento pelo haustério foi bi-direcional, isto &, pode-se
mover do parasita para o hospedeiro. Isso foi demonstrado em um experimento
de dupla juncao, no qual 7rjphysaria ndo transgénica parasitou ao mesmo tempo
duas plantas hospedeiras, uma transgénica com hpGUS e outra transgénica com
o gene gus funcional, atuando como uma ponte fisioldgica. A atividade GUS foi
reduzida ou eliminada perto da juncao com o haustério nas raizes da planta de

alface transformada para expressar gus.
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Aly et al. (2009) mostraram que uma construcao contendo o vetor binario pBIN-
IR-M6PR inserido em plantas de tomate pode silenciar a expressao do gene
M6PR em tubérculos de Orobanche parasitando as raizes transgénicas. Este
vetor é capaz de induzir o silenciamento da manose 6-fosfato redutase, uma
enzima chave na biosintese de manitol um metabdlito cujo acimulo é
criticamente importante para o desenvolvimento do parasita. Dessa forma foi

possivel obter plantas de tomate resistentes ao parasitismo por Orobanche.

A observacao que moléculas responsaveis pelo silenciamento produzidas no
hospedeiro sdo funcionais no parasita sugere uma nova estratégia para a
engenharia de plantas resistentes a parasitas. Uma vez que genes codificando
proteinas indispensaveis para o crescimento do parasita forem identificados, a
seqiiéncia especifica do parasita pode ser clonada em vetores do tipo Aairpin e

inserida por transformacao genética em plantas.

2) OBJETIVO

O principal objetivo deste trabalho é confirmar a nossa hipotese de que o sinal
de silenciamento primariamente produzido por plantas de fumo re-transformadas
para silenciar o gene gus é capaz de passar para as células de F. verticillioides
que interagem com as células da planta silenciando especificamente a expressao

do gene gus no fungo.

3) MATERIAL E METODOS

3.1) Construgao do vetor e transformacgao das plantas

Plantas de fumo (cv. Xanthi), foram transformadas pelo sistema Agrobacterium
como descrito por Horch et al. (1985) com o vetor pBI121 (Clontech) para

expressar o gene gus. As linhagens transgénicas com alto nivel de expressao do

28



gene gus foram re-transformadas também via Agrobacterium com o vetor
pC1302GUSi (Figura 6), um vetor gerado a partir do vetor pSIUGUSI, um vetor
RNAi construido para promover o silenciamento do gene gus em linhagens re-
transformadas. Para construir o pC1302GUSi, o intron 3 do gene da malato
sintase de Arabidopsis thaliana (ms-i3; GenBank No. AB005235) foi amplificado
por PCR a partir do DNA gendmico, utilizando Platinum Tag DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen) e primers especificos (5'-
CTCTAGAGGCGCGCCGGTACCCCGGATCCATCAGCCTGTTCAAA-3 e 5'-
TGAGCTCTCGCGATGGGGCCCACTAGTTTTATGGTCCATTTTC-3"), gerando sitios de
restricao Xbal, Asd, Kpnl, BamHl1 e Spel, Apal, Nrul, Sacl, respectivamente. O
fragmento de 438-pb foi clonado em pCR2.1-TOPO (Invitrogen) e seqlienciado.
O fragmento MS-i3 foi entao removido com Sad e Xbadl e inserido no vetor
pUC19-355AMVNOS (Dias et al., 2006) para gerar o vetor pSIU (Figura 5).

Um fragmento de 627-pb da seqiiéncia codificante onde no gene do gene gus foi
removida com Sspl e EcoRV do vetor pCambia3301 (Cambia, Australia) e
clonado no sitio de Smal da pBlueScript KS+ (Fermentas).

Sspl Sspl Sspl

pCambia3301
# 35SdCaMv GUS tnos ?

EcoRV EcoRV

—_—
627pb

Figura 4) Fragmento de 627pb retirado do vetor pCambia3301 com Sspl e £coRV para
gerar fragmentos no sentido sense e antisense na construcao do vetor pSIUGUSi.

O fragmento do gene gus foi finalmente clonado nos sitios de Nrul/Kpnl e Xbal
do vetor pSIU para gerar fragmentos em sentido sense e antisense, flanqueando
o intron 3 do gene da malato sintase de Arabidopsis thaliana (GenBank No.
AB005235) gerando o vetor pSIUGUSI. O cassete de interferéncia do gene gus
(hpGUS) foi removido com Pwvull e clonado no sitio de Smal do vetor
pCambial302 (Cambia, Australia), gerando o vetor pC1302GUSi (Figura 6).
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Figura 5) Estratégia para a construcédo do vetor pSIUGUSgusi. O intron ms-i3 foi
removido do vetor pTOPOmsAt com Xbal e Sad e clonado no vetor pUC19-355-AMVNos
originando o vetor pSIU onde fragmentos de 627 pb do gene gus removidos do vetor

pCAMBIA 3301 foram clonados nos sitios Mrul e Kpnl | Xbal gerando o vetor pSIUgus.
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Analises de PCR foram realizadas para detectar o gene gus primario e o cassete
de silenciamento nas linhagens de transformacao e re-transformadas. O par de
primers GUS251 (5'-TTGGGCAGGCCAGCGATACGT-3") e GUS671 (5'-
ATAACGCAGTTCAACGCTGAC-3") foi usado para amplificar 420 bp da seqiiéncia
codificante do gene gus e o par de primers GUSF (5'-
TCAGGAAGTGATGGAGCATCAGG-3") e MSIR (5'-TAGTTGGTCTGGCAGGCTAGT-3'")
foi utilizado para amplificar 627 bp do intron do vetor hpRNA (pC1302GUSi).
Amplificacdes de PCR foram realizadas com 0,4 mM de primer, 250 mM dNTP's,
1,5 mM MgCI2, 1,0 U Taq DNA polimerase (5 U / mL) e cerca de 20 ng de DNA
gendmico. A mistura foi desnaturada a 95 ° C por 5 min, seguido por 36 ciclos
de desnaturacao a 95 ° C por 1 min, anelamento de primers a 55 ° C por 1 min e

extensao a 72 ° C por 1 min e uma extensao final a 72 °© C por 5 min.

3.2) Fusarium transgénico

O fungo F. verticillioides linhagem S68 (mutante nia’) foi previamente co-
transformada com os vetores pNOM102 contendo o gene gus sob controle do
promotor GPD de A. nidulans e pNH24 contendo o gene da enzima nitrato
redutase de F. oxysporum (nia) (Pamphile et a/., 2004). A linhagem TG8 exibindo
o fendtipo nia* conferidos pelo vetor pNH24 foi selecionado em meio de cultura
MM contendo nitrato como Unica fonte de nitrogénio e purificados através do
isolamento de conidios de acordo com técnicas padrao. Apenas colonias que

contem o vetor pNH24 (nia™) sdo capazes de crescer em meio MM.

3.3) Inoculagdo de plantas transgénicas com Fusarium gus+

Uma linhagem transgénica de F. verticillioides expressando o gene gus foi
selecionada por analise histoquimica para inocular as linhagens de fumo re-

transformadas e nao transformadas. A expressao do gene gus foi demonstrada
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por ensaio histoquimico. O fungo foi cultivado em meio MM (Pamphile et al.,
2004) a 26 ° C. A inoculagao foi realizada de acordo com Dias et a/. (2006). Um
disco de micélio de 3 mm de diametro foi cortado a partir das margens de
crescimento de cultura de 6 dias de ~. verticillioides e aplicados na superficie
adaxial de uma folha destacadas com 6 semanas de idade (n = 12 por linhagem
; repetido duas vezes). Depois de 11 dias a 26 ° C e em 90-100% de umidade
relativa, o disco de micélio foi removido e as folhas, contendo estruturas de
penetracao e absorgao do fungo que permaneceram aderidas a sua superficie,

foram submetidas a uma analise para deteccao da expressao do gene gus.

Coldnias fungicas foram re-isoladas das linhagens re-transformadas e nao
transformadas de fumo. Pequenas porcdes de micélio foram removidas sob
estereomicroscdpio e cultivadas em meio MM (como descrito acima) para chegar
a 70-80% de confluéncia de 8 passagens. Ensaios histoquimicos e fluorimetricos
foram realizados em cada passagem. A atividade qualitativa da B-glucuronidase
foi realizada de acordo com Couteaudier et a/. (1993) usando 4-metil B
umbeliferyl-D-glicuronideo como substrato. Fluorescéncia foi medida em um
Minifluorimeter TKO100 (Hoefer, San Francisco, CA) a 365nm. O teor de

proteinas foi determinado utilizando um kit de teste de proteina (BioRad).

3.4) Ensaio histoquimico e microscopia eletronica de varredura

O ensaio histoquimico GUS foi realizado conforme descrito por Jefferson et a/
(1987). Explantes foram examinados usando um estereomicroscopio Zeiss
Axiophot e fotografado usando sistema de camera digital AxioCam ICC3 com
uma lente de alta resolucdo. Explantes também foram examinados usando um
microscépio de varredura. Para microscopia eletronica de varredura, as folhas
foram fixadas em tampao cacodilato de sédio 0,05 M pH 7,2 contendo 0,5% de
glutaldeido e 2% de paraformaldeido por 15 horas a 4 ° C e pds-fixados em

tetréxido de ésmio 1% por 1 h. Apds a lavagem no mesmo tampao, as amostras
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foram desidratadas em uma série de etanol, dessecadas no ponto critico com
CO,, metalizados com uma fina camada de ouro e observadas sob microscdpio
eletronico SEM Zeiss DSM 962 a 15 kV.

3.5) Analise por RT-PCR

Células de micélio foram utilizadas para a extracao de RNA total utilizando Micro-
to-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen), conforme recomendado pelo
fabricante. O RNA total (400 ng) foi utilizado para a producao de cDNA usando a
transcriptase reversa Superscript III (Invitrogen), de acordo com o protocolo
sugerido pelo fabricante. PCR foram realizadas conforme descrito (Abreu &
Aragao, 2007), exceto que 20 ng de DNA foram usados como um molde, em
reacOes com 32 ciclos de amplificagdo. O numero de ciclos de amplificacdo foi
previamente otimizado, a fim de interromper a reagao na fase exponencial,
garantindo que a amplificagao fosse semi-quantitativa. Os primers 5'-
ATCACGCAGTTCAACGCTGAC-3 '(GUS 671) e 5'-TTGGGCAGGCCAGCGTATCGT-3'
(GUS 251) foram utilizados para amplificar um fragmento de 420 pb do gene
gus. Como um controle interno, primers 5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3
'(ITS5) e 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (ITS4) foram utilizados para amplificar
um fragmento do gene enddgeno de expressao constitutiva 5.8S rRNA. PCR com
RNA total nao apresentaram fragmentos amplificados. Os experimentos foram

repetidos trés vezes.

3.6) Anadlise de RNAI

O RNA total dos micélios dos fungos cultivados em meio liquido MM estatico
durante 14 dias a 26 ° C e das folhas de fumo. Foi extraido com Trizol
(Invitrogen) conforme recomendado pelo fabricante. A andlise de siRNA foi
realizada de acordo com Bonfim et al. (2007). 50 pg do RNA total foi separado
por gel de acrilamida 20% contendo 7 M de uréa e Tris-borato-EDTA (TBE) 1x. O
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gel foi corado em TBE 1x contendo brometo de etideo (0.5 pg/mL) e fotografado
para verificar o padrao do RNA por visualizagao de tRNAs e rRNA 5S (Figura 5D).
O RNA foi transferido para uma membrana Hybond-N+ (Amersham Pharmacia
Biotech, Bucking-hamshire, U.K.) e fixados na luz UV. RNAs foram hibridizados
com uma sonda de DNA correspondente ao fragmento de 627-pb do gene gus,
retirados com EcoRV e Sspl do vetor pCambia2301. As sondas foram marcadas
com a32P dCTP usando um primer do DNA Labeling Kit (Amersham Pharmacia
Biotech), de acordo com as instrugdes do fabricante. Trés oligdbmeros (18, 24 e
38 nucleotideos) foram utilizados como marcadores de tamanho molecular. Uma

seqiiéncia GUS contendo 21 nucleotideos foi utilizada como controle positivo.

3.7) Southern blot

O DNA genbmico das linhagens de Fusarium foi isolado como previamente
descrito por Chow & Kafer (1993). Southern blotting foi realizado conforme
descrito (Sambrook & Russell, 2001). DNA gendmico (20 ug) foi digerido com
Sphl, separados em um gel de agarose 1%, e transferido para uma membrana
de nylon (Hybond-N +, Amersham Pharmacia Biotech). Hibridizagdes foram
realizadas utilizando um fragmento de 420-pb do gene gus amplificado por PCR,
marcado com a32P dCTP (3000 Ci mol-1) utilizando um random-primer DNA
Labeling Kit (Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as instrugdes do
fabricante. As bandas foram visualizadas com um analisador de imagem
fluorescente (FLA-3000) (FUJIFILM).
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4) RESULTADO E DISCUSSAO

Neste trabalho, foi mostrado que uma planta expressando dsRNA pode resultar
na trans-supressao especifica /in vivo do gene alvo correspondente nas células
fungicas associadas aos tecidos vegetais. As plantas de fumo expressando o
gene gus foram re-transformadas com uma construcao RNAi (Figura 7A). Nao foi
observada expressao do gene gus nas folhas das linhagens re-transformadas
(Figura 7B) e ndo foram observadas diferencas significativas fenotipicas nas
linhagens transgénicas de fumo, quando comparado com o tipo selvagem. A
presenca de ambos os transgenes na linhagem re-transformada foi confirmada
por PCR (Figura 7C). Os siRNAs foram detectados por Northern blot em
linhagens de fumo transgénicas apresentando bandas do tamanho esperado
somente nas linhagens GUS-RNAI (Figura 7D).
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Figura 7) Interferéncia genética ap0s a inoculacéo do fungo Fusarium
verticillioides expressando siRNA em planta de fumo. (A) Esquema geral do vetor
PC1302GUSi construido para promover silenciamento do gene gus em linhagens de
fumo transformada GUS +. Um fragmento de 627-bp do gene gus (gus frag) foi clonado
para gerar fragmentos nos sentidos sense e antisense, flanqueando o gene intron 3
malato sintase de Arabidopsis thaliana (MS-i3). (B) Uma linhagem de fumo expressando
GUS (GUS +) foi re-transformada com ppC1302GUSi e ndo foi observada expressao do
gene gus nas plantas regeneradas (GUS-RNAI). (C) Plantas transgénicas foram
analisadas por PCR para detectar ambos o0s genes gus em plantas transformadas (GUS
+) e o cassete de interferéncia do gene gus (hpGUS) na linhagem re-transformada
(GUS-RNAI). (D) Deteccao dos pequenos RNAs interferentes em plantas expressando
GUS, em plantas GUS-RNAI e no controle. O controle € uma planta ndo-transformada. O
marcador de tamanho molecular esta indicado a esquerda nas figuras C e D.
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Discos de micélios contendo F. verticillioides foram inoculados na superficie
adaxial de folhas destacadas de plantas /n vitro (n = 12 por linhagem; repetido
duas vezes). Apos 11 dias os discos de micélios foram removidos e as folhas
contendo estruturas de penetragdo do fungo que permaneceram aderidas a
superficie das folhas foram analisados para a expressao do gene gus. Quando o
F. verticillioides expressando o transgene gus foi inoculada em folhas de
linhagens re-transformadas de fumo, expressando dsRNA correspondente ao
gene gus, nenhuma expressao de gus foi observada nas estruturas do fungo,
como observado pelo ensaio de expressao de GUS (Figura 8B). Foi observada
uma coloracao uniforme azul escuro apenas nos esporos que estavam
germinando que ndo interagiram diretamente com as células vegetais. As folhas
de fumo ndo-transgénicas foram incapazes de provocar um silenciamento
evidente do gene gus nas estruturas de fungo transformadas (Figura 8C). Apds o
ensaio de GUS, as superficies foliares foram observadas em microscépio
eletronico de varredura. A analise revelou que apenas esporos germinando
permaneceram nas superficies foliares (Figuras 8D-E). Quase todos os esporos
observados estavam penetrando nos estomatos das folhas. Estes fendtipos
indicam que o sinal de silenciamento foi translocado das células vegetais através

dos esporos germinados pra as células flngicas.

38



Figura 8) Inoculacéo de linhagens de plantas re-transformadas para expressar
um RNA fita-dupla para silenciar o gene gus com F. verticillioides expressando
Gus (A) Células de micélio exibindo expressdo do gene gus estavel foram utilizadas para a
inoculacado das folhas da planta (B) Ensaio histoquimico GUS realizado com folha de
tabaco re-transforma e inoculada com o fungo GUS +. Micélios interagindo com a planta
re-transformada nao mostraram expressao de GUS. Somente poucos esporos que estavam
germinando apresentaram expressao de GUS. (C) Ensaio histoquimico GUS com as folhas
de fumo ndo-transformadas inoculado com fungo GUS+. Apds o ensaio de GUS,
superficies foliares (apresentada em B e C) foram observadas em microscopio eletronico
de varredura para observar esporos germinando e penetrando nos estomatos (D e E).
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Esse tipo de interagdo estabelece uma relacao com a célula viva da planta
hospedeira, permitindo a absorcao de nutrientes e captacao de moléculas de
dsRNA/siRNA de seu hospedeiro. Este modo de colonizagao das plantas foi
observado nos estagios iniciais de F. verticillioides interagindo com milho que
foram caracterizados usando a expressao de GFP em isolados de fungos
transgénicos. Foram encontrados conidios apenas no interior de uma célula na
qual uma infeccdo foi estabelecida, enquanto que as células ao redor pareciam

normais (Oren et al., 2003).

Neste trabalho, foi demonstrado o silenciamento de um transgene pela interagao
de células fungicas com um fumo transgénico modificado tanto para transcrever
quanto para silenciar a expressao do transgene gus, permitindo a ocorréncia da via
conhecida como "PCR degradativo". O "PCR degradativo" é um modelo que propde
gue siRNAs atuem como iniciadores para transformar o mRNA alvo em dsRNA. O
dsRNA nascente é degradado pelo complexo Dicer gerando novos siRNAs em um
ciclo de sintese e degradacao de dsRNA (Lipardi et a/., 2001; Hutvagner & Zamore,
2002). O silenciamento génico é dose-dependente e quando mais intactos e longos
sao os grampos de RNAs (dsRNA) um silenciamento génico mais eficiente &
obsrvado (Gordon & Waterhouse, 2007).

Dez colbnias fungicas foram re-isoladas tanto das linhagens de fumo re-
transformadas quanto das linhagens nao transformadas estabelecidas in vitro. A
expressao do gene gus foi quantificada nessas col6nias de fungos e os resultados
revelaram que duas col6nias isoladas a partir de linhagens re-transformadas de
fumo apresentaram reducao de aproximadamente 62% (RT1) e 96% (RT2) na
expressao do gene gus, em comparagao com as coldnias isoladas de folhas nao-
transformadas (Figura 9A). Todas as col6nias isoladas de plantas ndo-
transformadas apresentaram uma expressao de GUS normal (atividade variando
de 1.312 a 1.378 nmoles 4-mU.min-1.mg.protein-1). Além disso, investigamos a

estabilidade de silenciamento de genes em células de micélio sobre varias
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passagens na auséncia de moléculas alvo de RNAi de re-transformadas plantas. As
col6nias que apresentaram reducao da expressao de GUS foram cultivadas para
atingir 70-80% de confluéncia em 8 passagens (Figura 9B). Ensaios fluorimétricos
mostraram que a colOnia que apresentou 62% de reducao da atividade da B-
glucuronidase (RT1) permaneceu expressando o gene gus em um nivel
semelhante. No entanto, a colonia que apresentou 96% de atividade da B-

glucuronidase (RT2) retomou a atividade GUS normal apds a sétima passagem.
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Figura 9) Colbdnias de F. verticillioides isoladas de ambos as linhagens re-
transformada e ndo transformada de fumo. (A) A expressao do gene gus foi
quantificada em colonias de fungos isoladas de linhagens ndo-transgénicas (NT) e
lihagens transgénicas (RT1 e RT2). (B) As duas col6nias isoladas a partir de linhagens
re-transformadas de plantas apresentaram reducdo da expressao do gene gus e foram
analisados para a expressao de GUS ap0s 8 passagens.
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Os niveis de expressao de mRNA do gene gus em micélios apos a sétima
passagem foram estimados por RT-PCR semi-quantitativo. Primers gus
especificos foram usados para distinguir o cDNA de seqliéncias gendmicas GUS.
Os resultados mostraram uma reducdo no nivel de transcritos de gus em colonias
de micélios RT1 e RT2, que exibem grau parcial de silenciamento do transgene.
Além disso, apos a reversao do silenciamento de GUS, a colonia RT2 apresentou
nivel de transcricdo de gus semelhante aos micélios usados como controle (que
nao foram inoculados em folhas de fumo hpGUS) (Figura 9A e 9B). As analises
de Northern blot mostraram bandas siRNA do tamanho esperado em ambos as
colbnias RT1 e RT2 e nenhum sinal foi observado na col6nia de fungo isolado de
folhas de plantas nao transformadas (N) e na col6nia RT2 que retomou a
atividade normal GUS (R) (Figura 10D).
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Figura 10) Presenca e expressao do gene gusem F. verticillioides
transformados isolados de plantas de fumo siRNA. (A) Andlise de PCR para a
presenca do gene gus em F. verticillioides que nao foram inoculados em plantas de
fumo (N), Micélios que foram inoculados em plantas transformadas apresentaram uma
reducao de aproximadamente 62% (RT1) e 96 (RT2%) na expressao do gene gus e RT2
apds a reversao para o fendtipo normal GUS + apds a passagem 7 (R). (B) RT-PCR para
a presenca de transcritos do gene gus enddgenos nas células fungicas. (C) RT-PCR para
a presenca de transcritos do gene 5.8S rRNA do fungo (controle interno). (D) Deteccao
de siRNA a partir de fungos isolados de plantas transgénicas (RT1, RT2 e R) e as plantas
nao-transgénicas (N).
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Tem sido demonstrado que os fendtipos de silenciamento induzidos por RNAI
podem persistir por geragoes. Apesar de numerosos relatos de silenciamento de
RNA em uma variedade de organismos, ainda nao é compreendido se a
sinalizacdo sistémica de mRNA ocorre em fungos filamentosos. No entanto, o
silenciamento mostrou ser uma caracteristica dominante reversivel, funcional em
cepas heterocarioticas contendo uma mistura de nicleos transgénicos e nao
transgénicos, sugerindo que um sinal difuso e mdvel de RNA esta envolvido
(Cogoni et al., 1996). Em C. elegans um Unico episodio de silenciamento
induzido por transgene de RNAIi no nematdide foi herdado por mais de 80
geracOes, na auséncia da indugao de silenciamento original (Vastenhouw et a/.,
2006). Em camundongos, a microinjecao de microRNAs em ovos fertilizados
também induziu um fendtipo de silenciamento hereditario, associados a
transferéncia zigodtica de moléculas de RNA (Rassoulzdegam et a/,, 2006). Em
plantas vasculares, estudos recentes sugerem que siRNA nao agem apenas no
local de sintese mas podem se mover entre as células (através do reticulo
endoplasmatico e plasmodesmata), e podem se espalhar sistemicamente através
de sistemas de transporte de longa distancia (floema) (Chen & Kim, 2006; Lough
& Lucas, 2006; Yoo et al., 2004; Jorgensen, 2002; Kehr & Buhtz, 2008; Himber
et al,, 2003). Ha indicios de que siRNA podem se mover por 10-15 células sem
amplificacdo, provavelmente as moléculas de 21nt, enquanto que o movimento
sobre grandes distancias requer uma amplificagdo do sinal original (Himber et
al., 2003). Além disso, certos tipos de células, como neurdnios e
espermatozoides sao conhecidos por serem mais resistentes a RNAi. Embora, em
fungos, nenhum tipo de célula foi relatado para ser resistente ao silenciamento
mediado por RNA.

A instabilidade do efeito de silenciamento em fungos foi observada e associada
com a organizacao dos /oc/transgénicos (Nakayashiki et a/,, 2005; Cogoni et al.,
1996; Bogo et al., 1996; Barreto et al., 1997; Chicas et al., 2005). A fim de

investigar se o silenciamento do gene gus em células flngicas estaria associada
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a mudangas na integracao do transgene no genoma, uma analise de Southern
blot foi realizada em col6nias de fungos que foram re-isoladas (cultivadas em
linhagens de tabaco re-transformadas e nao transformadas). Os resultados
mostraram que todos os isolados de fungos apresentaram o mesmo padrao de
integracao (Figura 11) demonstrando que o /ocus do transgene foi mantido de
forma estavel nos isolados de fungos obtidos de plantas re-transformadas,

mesmo depois de varias passagens.

k) C N RT1RI2R

10.0=
5.0

2.5m

1.5m

Figura 11) Analise Southern blot do DNA genémico isolado de F. verticillioides

para detectar o gene gus. C: F. verticillioides nao transgénicos; N: F. verticillioides
transgénico que nao foi inoculado em plantas de fumo; RT1 e RT2: F. verticillioides

inoculado em plantas re-transformada; R: RT2 £, verticillioides apds a reversao para o

fenotipo normal GUS +.
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5) CONCLUSAO

Este trabalho oferece um exemplo de transferéncia de informacdes mediada por
RNA entre organismos e entre planta e patdgeno. Novos estudos devem ser
realizados para confirmar se os mecanismos de interferéncia mediados por RNA
sao observados nas interagdes naturais. A utilizacao de siRNAs (RNAI) tem se
tornado uma ferramenta poderosa para regulagao da expressao génica, e tem
sido demonstrado ser de grande importancia nos estudos basicos e aplicados de
interacdo molecular planta-patdgeno, mixotréficas e simbidtica. Do ponto de
vista biotecnoldgico, estes resultados de silenciamento por RNAi /in planta, de um
gene expresso em um fungo parasita, abrem novas perspectivas para o
desenvolvimento de amplas estratégias de resisténcia de plantas contra fungos e

outros organismos.
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