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19.1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, um dos eventos mais marcantes na area das ciéncias
bioldgicas foi a identificagdo e caracterizagao do papel dos pequenos acidos
ribonucleicos (do inglés small RNAs — sRNAs) nao codificantes na regula-
¢do da expressdo génica. Essa descoberta modificou significativamente o
entendimento dos mecanismos de regula¢ao dos genes, bem como o controle
de diversos processos biologicos em eucariotos.

Por muito tempo acreditou-se que o RNA nio passava de uma molécula
intermedidria entre dcido desoxirribonucleico (DNA) e proteinas, e que de
forma alguma poderia exercer uma ampla regulacdo da expressio de genes,
principalmente considerando pequenos fragmentos de RNA, os quais se
acreditava serem apenas residuos da degrada¢do de longos RNAs mensagei-
ros (mRNAs).

A descoberta do silenciamento génico promovido por pequenas moléculas
de RNA foi evidenciada em plantas nos anos 1990%; entretanto, a compreensao
do mecanismo de acdo desses pequenos RNAs s6 ocorreu alguns anos depois,
por meio de estudos com o nematédeo Caenorbabditis elegans®. Duas décadas
transcorreram até os dias atuais, periodo marcado por um significativo avango
nas tecnologias de sequenciamento de acidos nucleicos (high throughput
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sequencing ou deep sequencing), que impulsionou a identificacdo e caracte-
rizagdo de varias classes desses pequenos RNAs?, dentre as quais: pequenos
RNAs provenientes de virus (virus-derived short interfering RNAs — vsiRNAs),
pequenos RNAs naturais antissenso (natural antisense short interfering RNAs
- nat-siRNAs), pequenos RNAs heterocromaticos (heterochromatic small
interfering RNAs — hc-siRNA), microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs atuan-
tes em trans (trans-acting siRNA — tasi-RNAs) e pequenos RNAs provenientes
de fragmentos de tRNAs (tRNA-derived RNA fragments — tRFs).

Todos esses sSRNAs agem como reguladores da transcricio génica,
podendo atuar pré, pos ou transcricionalmente. Entretanto o controle pos-
-transcricional é o processo biotecnoldgico mais amplamente utilizado para
obter-se o silenciamento génico com o uso destas moléculas. De forma geral,
esses SRNAs agem sobre um mRNA. As diferentes classes de sSRNAs distin-
guem-se pela sua origem, pela natureza dos seus genes-alvos e pela conser-
vacao evolucionaria. Por exemplo, as duas principais classes de sSRNAs, os
pequenos RNAs de interferéncia (do inglés small interfering RNAs — siR-
NAs) e os miRNAs podem ser diferenciados pelo tipo de alvo sobre os quais
atuam. Os siRNAs tém como alvo mRNAs derivados de transgenes, virus,
elementos transponiveis e/ou genes endogenos, enquanto os miRNAs tém
como alvo mRNAs enddgenos codificadores de proteinas, que geralmente
pertencem a uma mesma familia génica.

O silenciamento por RNA tem sido usado como uma importante ferra-
menta pela genomica funcional, e tem sido também aplicado ao melhora-
mento genético de plantas através de duas formas. A primeira é o silencia-
mento de genes que afetam um incremento das caracteristicas agrondmicas
ou que afetam o desempenho da planta durante situagdes de estresses. A
outra forma € silenciando genes-alvos que nao sao enddégenos das plantas,
mas, sim, de outros organismos que afetam seu desenvolvimento, subsistén-
cia e produgdo. Nesse caso, o foco seriam os agentes causais de estresses
bidticos, como insetos-praga, nematddeos, viroses e plantas daninhas.

Assim, procuramos apresentar o atual cendrio dos sSRNAs, bem como
formas de estuda-los e as atuais e futuras aplica¢des do mecanismo de inter-
feréncia por RNA (RNAI) em plantas. Um breve histérico sobre a descoberta
de pequenos RNAs e sobre o mecanismo de silenciamento de RNA € seguido
da descri¢ao das principais classes de pequenos RNAs detectados em plan-
tas, bem como a metodologia de analise de expressdo desses RNAs via trans-
cri¢do reversa seguida da rea¢do em cadeia da DNA polimerase quantitativa
(RT-qPCR). Por ultimo, abordam-se as possiveis aplicacdes biotecnologicas
de sRNAs no estudo da funcio génica e no melhoramento de plantas.
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19.2 HISTORICO

A descoberta do mecanismo de interferéncia por RNA (RNAi) foi pre-
cedida pela descoberta de pequenos RNAs antissenso expressos em plantas
transgénicas*. Em 1990, Napoli e colaboradores' tentaram alterar a cor de
flores de petunia através da introdugdo de copias adicionais do gene codifi-
cador da enzima chalcona sintase, uma enzima-chave para a coloragdo rosa
ou violeta das flores de pettinia. O objetivo da superexpressiao desse gene era
a obtencio de flores mais escuras. Entretanto, o fen6tipo observado foi o de
flores menos pigmentadas, ou até mesmo completamente ou parcialmente
brancas, indicando que a atividade da chalcona sintase havia sido subs-
tancialmente diminuida. De fato, ambos os genes enddgenos ou transgenes
apresentavam-se reprimidos nas flores brancas!. Investigacdes posteriores
desse fendmeno em plantas indicaram que a repressdo deveu-se a inibi¢ao
poOs-transcricional da expressdo génica em razdo de um aumento da taxa de
degrada¢ao do mRNAS. Esse fendmeno foi entdo chamado de cossupressao
da expressdo do gene, mas o mecanismo molecular permanecia desconhecido
até aquele momento.

Algum tempo ap6s o trabalho realizado em petunias, virologistas que pes-
quisavam o melhoramento de plantas quanto a resisténcia a doencas virais
observaram um fenémeno similar ao descrito em petinias transgénicas. Ja
se sabia que plantas que expressavam proteinas especificas do virus demons-
travam tolerancia aumentada e até resisténcia a infec¢ao viral. Entretanto,
ndo se esperava que plantas carregando apenas sequéncias curtas de RNA
viral ndo codificante também pudessem apresentar niveis similares de prote-
¢do. Alguns pesquisadores acreditavam que esse fato devia-se a capacidade
do RNA viral (produzido pelos transgenes) de inibir a replicagdo viral® O
experimento reverso, no qual sequéncias curtas de genes de planta foram
introduzidos em virus, mostrou que o gene-alvo foi suprimido em plantas
infectadas. Esse fenomeno recebeu o nome de silenciamento génico induzido
por virus, ou, em inglés, virus-induced gene silencing (VIGS), e o conjunto
desse tipo de fenomeno foi coletivamente chamado de silenciamento génico
pos-transcricional, ou post-transcriptional gene silencing (PTGS)”. Apos
essas observagdes iniciais em plantas, varios laboratérios em todo o mundo
iniciaram uma busca por tal fenémeno em outros organismos®*-

Em 1998, Craig Mello e Andrew Fire publicaram na revista Nature um
trabalho reportando um potente efeito de silenciamento génico apos injetar
um RNA de fita dupla no nematdédeo Caenorbabditis elegans?®. Investigando
a producdo de proteinas musculares, eles observaram que as injecoes de



678 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

mRNA ou RNA antissenso nao afetavam a produgio de determinada pro-
teina, mas quando era injetado um RNA de fita dupla, o silenciamento das
proteinas-alvo acontecia com sucesso. Ao final desse trabalho, eles estabe-
leceram o termo “interferéncia por RNA”, ou, em inglés, RNA interference
(RNAI). A descoberta de Fire e Mello foi particularmente notavel, pois foi o
primeiro trabalho a identificar o agente causal do fend6meno que resultava
em silenciamento de genes, o que lhes rendeu o prémio Nobel em fisiologia
ou medicina do ano de 2006.

19.3 PEQUENOS RNAs

Nesta secao estao descritas as principais classes de pequenos RNAs detec-
tados em plantas até o momento.

19.3.1 siRNAs

Pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) foram primeiramente desco-
bertos em plantas, e podem ser originados tanto de componentes endégenos
do transcriptoma quanto a partir de respostas a infec¢es virais exdgenas
ou de RNA dupla fita (double-stranded RNAs — dsRNAs) introduzidos via
transgenia. Esses componentes enddgenos ou exdgenos podem tanto consis-
tir em um precursor fita dupla formado a partir de uma hibridizacio inter-
molecular de duas fitas complementares de RNA quanto a partir de uma
unica fita de RNA que possui uma autocomplementariedade intramolecular,
a qual originara uma estrutura em forma de grampo, ou hairpin (Figura
19.1). Os siRNAs participam de inimeros processos, tais como: defesa con-
tra virus, silenciamento de transposons e transgenes, estabelecimento da
heterocromatina e silenciamento pés-transcricional'®.

Pequenos RNAs exdgenos podem ser originados a partir da interagdo de
plantas com virus e a partir de transgenes inseridos em plantas. Em plantas,
existem diferentes mecanismos de geracio de siRNAs via PTGS: silencia-
mento de transgenes (S-PTGS), silenciamento induzido por virus (VIGS) e
(silenciamento induzido por sequéncias invertidas (IR-PTGS).

Os dsRNAs oriundos de virus e de transgenes sdo reconhecidos pela
magquinaria de silenciamento da planta hospedeira!'. Dependendo da via de
geracdo dos siRNAs, diferentes enzimas participardo do processo. Por exem-
plo, enzimas DICER-LIKE 3 (DCL3) processam siRNAs de 24 nucleotideos
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Figura 19.1 Representacdo esquemdtica da formagdo de siRNAs em plantas. RNAs de dupla fita (dsRNA) originados de diversas fontes,
tais como: RNAs replicativos produzidos durante uma infeccio viral ou transcritos arfificiais expressos em organismos transgénicos que
tenham a capacidade de produzir estruturas em forma de grampo (ou hairpin — shRNA) serdo processados por enzimas DICER-LIKE (DCL)
gerando siRNA dplex. Apds a separagdo do diplex de siRNA, uma das fitas serd transferida e acoplada ao complexo de silenciamento in-
duzido por RNA (RNA-induced silencing complex — RISC), no qual promoverd reconhecimento, clivagem e degradagdo de um mRNA-alvo.

(nt), enquanto enzimas DCL4 produzem siRNAs de 21 nt. Esses siRNAs
gerados a partir do processamento de dsRNAs de origem viral sio denomi-
nados vsiRNAs, estando geralmente relacionados ao silenciamento viral!!.
Em contrapartida, como parte da coevolugdo, os virus possuem protei-
nas de inibicio do mecanismo de silenciamento disparado pelo organismo
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hospedeiro. Portanto, esses exo-siRNAs estdao relacionados a defesa antivi-
ral, pois os siRNAs produzidos levam ao silenciamento do virus. Além disso,
o silenciamento de transgenes ocorre pela geracdo de siRNAs a partir dos
dsRNAs transcritos dos transgenes inseridos de forma estavel e/ou transiente
no genoma hospedeiro.

Na via de produg¢do de siRNAs endbégenos, podem ser destacados dois
grupos: os siRNA heterocromaticos (hc-siRNAs) e os transcritos de siRNA
natural antissenso (nat-siRNAs). Outras subdivisdes podem ser encontradas
em outros trabalhos; entretanto, neste capitulo escolhemos abordar as clas-
ses mais amplamente detectadas.

Os hc-siRNAs sdo transcritos a partir de regides repetitivas do genoma
(tais como transposons, retroelementos e DNA ribossomal) por uma RNA
polimerase IV (ou ainda por uma RNA pol V). Esses transcritos sdo processa-
dos em fragmentos de 24 nt originados pela atividade de uma DCL3'*4, Os
hc-siRNAs sao responsaveis pelo silenciamento transcricional por uma via
conhecida como metilagao do DNA dependente de RNA (RNA-dependent
DNA methylation - RADM)®.

Os hc-siRNAs promovem a metilacio do DNA de regides homélogas a
sua sequéncia em um processo que requer a acao de uma enzima Argonauta
(AGO4) e da RNA pol V presentes em um mesmo complexo proteico!®. O
complexo de silenciamento induzido por RNA (ou RNA-induced silencing
complex — RISC) contendo hc-siRNA, AGO4 e RNA pol V recruta uma
metiltransferase (domains rearranged methyltransferase 2 — DRM2) e
uma metiltransferase defectiva em metilagio de DNA direcionada por RNA
(defective in RNA-directed DNA methylation — DRD1), as quais promovem
a metilagio do DNA e das histonas, proporcionando, assim, um silencia-
mento transcricional 16cus-especifico'®. Foi demonstrado que AGO6 também
pode estar envolvida na rota dos hc-siRNAs, possuindo caracteristicas and-
logas as de AGO4".

Outro grupo de siRNAs siao os pequenos RNAs naturais antissenso (nat-
-siRNAs), os quais sao originados de dsRNAs formados por homologia entre
dois transcritos que podem ser RNAs nio codificantes (non conding RNAs
— ncRNAs) ou mRNAs!S. Esses transcritos antissenso naturais podem ser
originados do mesmo l6cus quando este é transcrito em ambos os sentidos
(cis-NAT) ou de 16cus diferentes (trans-NAT)'S. Até o momento, observou-se
na maioria dos trabalhos que um dos NATSs é transcrito constitutivamente,
e a inducdao do outro NAT é que promove a formacao do dsRNA precursor.
Foi observado que em Arabidopsis thaliana essa indug¢do ocorre sob estresse
salino ou infec¢do bacteriana'®?°,
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O transcrito induzido por estresse é sintetizado por uma RNA pol IV e
nao codifica proteinas. A regido complementar aos dois transcritos é entdao
reconhecida pela DCL2, a qual cliva o dsRNA formando os nat-siRNAs pri-
marios que consistem em sequéncias de 24 nt metilados por uma enzima Hua
Enbancer 1 (HEN1)". Os nat-siRNAs siao acoplados ao complexo RISC,
onde ocorrera a clivagem dos mRNAs-alvos?!. O alvo do nat-siRNA primario
é o proprio transcrito NAT, o qual é expresso constitutivamente. Apos a cli-
vagem de NAT, uma RNA dependente de RNA polimerase (RNA-dependent
RNA polymerase — RDR6) produz dsRNAs que sdo reconhecidos por DCLI1,
que, por sua vez, produz os nat-siRNAs secundarios de 21 nt, os quais tam-
bém terdo como alvo os proprios NATs constitutivos!'®2°,

19.3.2 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) podem ser considerados como a principal
classe de pequenos RNAs reguladores envolvidos na regulagiao da expressdo
génica, atuando em uma série de processos biolégicos, como crescimento,
desenvolvimento e adaptacao a diversos estresses. O primeiro miRNA des-
crito, lineage-deficient-4 (lin-4), foi descoberto em 1993 e identificado como
regulador pos-transcricional do gene lin-14, que esta envolvido no controle
do desenvolvimento larval de C. elegans®’. Em plantas, a identifica¢ao de
miRNAs e da enzima envolvida em sua biogénese ocorreu em Arabidopsis
pela primeira vez, em 2002, por dois grupos distintos?*?4, Atualmente,
miRNAs tém sido identificados em intimeras espécies, e todas as sequéncias
de seus precursores e formas maduras estdo disponiveis em um banco de
dados publico denominado miRBase™>2°. O aumento na identificagdo de
miRNAs tem demonstrado a relacao destes com diversas processos celulares.
Inimeros miRNAs identificados em plantas foram associados com o desen-
volvimento3®°32, sinalizacdo hormonal®, floraciao e determinacao sexual®*,
bem como com respostas a estresses bidticos e abioticos3®35-3,

Analises experimentais e computacionais tém demonstrado que muitos
miRNAs, bem como seus alvos, sio conservados entre espécies de monoco-
tiledoneas (arroz) e dicotiledoneas (Arabidopsis)****. Esses estudos tém evi-
denciado que a origem dos miRNAs ocorreu em uma fase inicial da evolugio
dos eucariotos, antecedendo a divergéncia entre plantas monocotiledoneas
e dicotiledoneas.

* Ver http://www.mirbase.org.
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Em plantas, os genes de miRNAs sio transcritos por uma RNA poli-
merase do tipo IT (RNA pol II)**; embora alguns miRNAs possam tam-
bém ser transcritos pela RNA pol III*. Os transcritos iniciais de miRNAs
sao chamados miRNAs primdrios (pri-miRNAs). A RNA pol II gera
pri-miRNAs capeados e poliadenilados tanto em plantas quanto em ani-
mais*. ApOs a transcri¢do dos pri-miRNAs, a proteina DAWDLE (DDL)
liga-se a eles, protegendo-os da degradagao. Este pri-miRNA forma uma
estrutura em formato de grampo (hairpin structure) imperfeita, a qual sera
processada em um precursor do miRNA (pré-miRNA) também conhecido
como estrutura stem-loop. Em plantas, tanto pri quanto pré-miRNAs sdo
processados no ntucleo por uma enzima do tipo RNase III denominada
DCL1*. O processamento do pri-miRNA em pré-miRNA ocorre em um cen-
tro de processamento nuclear conhecido como corpo-D (do inglés D-body,
ou SmD3/SmB-body). Embora nio esteja clara a questio do comprimento
dos pri-miRNAs, sabe-se que todos podem dobrar e originar uma estru-
tura secunddria em formato de grampo?’. Possuir estruturas hairpin é uma
importante caracteristica de miRNAs*. Pré-miRNAs, ainda no nucleo, sao
clivados pela DCL1 e pela proteina HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1), ori-
ginando um diplex miRNA:miRNA#*464%50 Qs diaplex miRNA:miRNA*
recentemente processados possuem dois nucleotideos sobressalentes na
regido terminal 3’ de cada fita e sdo facilmente degradados por uma classe
de exonucleases conhecidas como small RNA degradading nuclease (SDN)3'.
Para estabilizar o diplex miRNA:miRNA*, uma metiltransferase de peque-
nos RNAS, HEN1, imediatamente metila os nucleotideos no terminal 3’ de
cada fita, prevenindo, assim, sua uridilacao e subsequente degrada¢do’?. Em
mutantes benl, observou-se falta ou acimulo minimo de miRNAs, suge-
rindo o papel de HEN1 na protecio de miRNAs contra a degradag¢do’?. O
diplex miRNA/miRNA* ¢ entdo transportado do nucleo para o citoplasma
pela proteina de membrana HASTY?®* (Figura 19.2).

No citoplasma, o diplex miRNA:miRNA* é separado e a fita de
miRNA é incorporada ao complexo RISC, formando, assim, o complexo
miR-RISC*, no qual uma proteina AGO1 cliva o mRNA-alvo no meio do
duplex mRNA:miRNA (Figura 19.2). Ja a fita miRNA* sera degradada.
Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que miRNA* também pode
funcionar como uma sequéncia de miRNA regular e controlar a expressao
de genes-alvos especificos’®.

A sequéncia de um miRNA maduro pode variar entre 19 a 24 nt e atua
silenciando genes pos-transcricionalmente, através do pareamento com a
sequéncia do mRNA-alvo, levando a clivagem ou a repressdo traducional
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deste’”’3. Além disso, um mesmo miRNA maduro pode apresentar sequén-
cias que variam de um a dois nucleotideos no seu comprimento. Essas popu-
lagbes de miRNAs sio chamadas de isomiRNAs, o que significa isoforma de
um miRNA. A origem dessas variantes de miRNAs ainda nao esta elucidada.
Alguns autores acreditam que elas ocorram devido a um erro de clivagem
da DCL1 durante o processamento do pré-miRNA’*%’; entretanto, existem
opinides divergentes quanto a essa teoria. Como descrito anteriormente, 0s
processos de biogénese e agio de miRNAs requerem a combinacio e inte-
racoes fisicas de varias enzimas e/ou proteinas, como as proteinas DCLI1,
SE (proteina SERRATE, a qual contém motivos C2H2-zinc finger), CBC
(cap-binding complex), AGO, RDPs, RNA helicase SDE3, HYL1 e CPL1
(C-terminal domain phosphatase-like 1)460-64,
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Figura 19.2 Biogénese e modos de agdio dos miRNAs em plantas. Os pri-miRNAs sdo transcritos por uma RNA pol Il formando uma
estrutura em formato de grampo poliadenilada em sua extremidade 3'. A essa estrutura liga-se a proteina DAWDLE (DDL), responsavel
por estabilizar o pri-miRNA até sua conversio em pré-miRNA. Esse processo conta com a agdo combinada das proteinas SERRATE (SE),
HYPONASTIC LEAVES 1 (HYLT) e DICER-LIKE 1 (DCLT). O pré-miRNA é entdo clivado novamente por uma DCL1, gerando um ddplex
miRNA:miRNA* com extremidades 3" salientes, que serd exportado para o citoplasma pela proteina de membrana HASTY. Ambas as
sequéncias miRNA:miRNA* serdo metiladas por uma metilase HEN1, protegendo as sequéncias da degradacdo via nucleases degradadoras
de smRNAs (SDN). A fita guia de miRNA ¢ entdo incorporada em proteinas AGO componentes do complexo RISC, formando o complexo
miR-RISC e agindo no silenciamento génico.

A perda de fun¢do de DCL1 e SE é geralmente letal e causa a morte
da planta ainda nos primeiros estdgios embriondrios, uma vez que nenhum
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acumulo de miRNA maduro é observado nas células vegetais®. Mutantes dd!
e cbc também tém baixo acumulo de miRNAs®®. Entretanto, outras evidén-
cias sugerem que a proteina DDL pode ter outras fun¢des além de participar
da biogénese de miRNAs, uma vez que mutantes dd/ possuem anormalidades
mais fortes no desenvolvimento da planta que dcl1 mutantes®’.

Outro estudo demonstrou que a perda de fun¢do do gene HASTY resul-
tou apenas em um decréscimo de miRNAs no citoplasma, o que sugere que
miRNAs podem também ser transportados por outros mecanismos®. Uma
muta¢do do gene HYL1, responsavel pela proteina que atua em conjunto
com DCL1 na primeira fase de processamento do pri-miRNA, também levou
a alteracdo do desenvolvimento foliar, além de afetar a dominancia api-
cal e a sensibilidade hormonal em Arabidopsis. Essas plantas apresenta-
ram alta sensibilidade ao acido abscisico e baixa sensibilidade a citocina e

a auxina®®7°,

19.3.3 tasiRNAs

Em plantas, existem genes TAS, os quais sdo transcritos por uma RNA
polimerase II em longos RNAs denominados tasiRNAs primarios’"’2. Esses
transcritos sao reconhecidos e clivados por miRNAs associados a proteinas
AGO1 ou AGO7 (dependendo do miRNA). Entretanto, em vez de serem
silenciados, esses transcritos de RNA nio codificante clivados sao usados
como molde para a sintese de RNAs fita dupla (dsRNA) através da agao de
uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp-RDR6), com o auxilio
de uma proteina supressora de silenciamento génico (suppressor of gene
silencing 3 — SGS3). Os dsRNAs sdo reconhecidos e clivados por enzimas
DCL4 e processados em pequenos RNAs de 21 nt, os quais serdo denomi-
nados tasiRNAs. Os tasiRNAs vao associar-se ao complexo RISC e silenciar
seus alvos (Figura 19.3).

Existem quatro familias de tasiRNAs. As familias recebem seus nomes
conforme a localizag¢dao dos genes TAS a partir dos quais estes foram trans-
critos. As familias TAS1, TAS2 e TAS4 codificam mRNAs com um sitio de
clivagem, enquanto TAS3 possui dois sitios. Os transcritos TAS1 e TAS2
sao alvos do microRNA miR173, e TAS4 do microRNA miR828, e todos
sao clivados por AGO1. Ja TAS3 é reconhecido pelo miR390 em dois sitios
distintos, sendo que a clivagem é mediada por AGO?7.

A agdo regulatoria mais proeminente dos tasiRNAs é o controle de fato-
res transcricionais responsivos a auxina (auxin response factors — ARFs),
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Figura 19.3 Geragdo de trans-acting siRNAs (tasiRNAs). Transcritos gerados a partir de loci TAS sto reconhecidos e clivados por miRNAs
associados a proteinas argonauta (AGOT ou AGO7). Os fragmentos originados sio estabilizados pelas proteinas SGS3 e utilizados como
molde por uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp-RDR6) para a sintese de RNAs de fita dupla (dsRNA). Esses dsRNA serdo
reconhecidos e clivados por uma DCL4, originando tasiRNAs que podem associar-se ao complexo RISC, levando @ regulacio de seus alvos.

que participam da via de sinalizagio do horménio auxina, o qual desempe-
nha um papel central no desenvolvimento das plantas.

19.3.4 tRFs

Os RNAs transportadores ou tRNAs sio uma classe de RNA nio codi-
ficante, ubiquos e necessarios para a leitura do cédigo genético e subse-
quente sintese proteica. Os tRNAs sdo transcritos por RNAs polimerase
III em pré-tRNAs, os quais sdo processados por uma RNAse P, a qual cliva
uma sequéncia 5’ leader, e por uma RNAse Z, a qual retira uma sequéncia
3’ trailer. Apds esse processamento, ocorrem modifica¢des de bases, tais
como adi¢do de pseudouridina e adi¢ao de um trinucleotideo CCA a extre-
midade 3’, a qual é posteriormente utilizada para acoplamento do aminod-
cido, resultando no tRNA ativado ou maduro.
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Recentemente, uma nova classe de pequenos RNAs foi identificada a par-
tir de culturas celulares humanas, e foi denominada de fragmentos derivados
de RNA transportador (transfer RNA-derived fragments — tRFs)’3, os quais
possuem tamanho entre 18 a 22 nucleotideos. Um tRNA pode originar trés
tipos de tRFs, os quais sao nominados conforme a posicdo de origem no
RNA transportador, podendo ser tRFs-1 originado pela libera¢do da extre-
midade 3’ do pré-tRNA pela tRNAse Z; tRFs-5’, originados da extremidade
5> do tRNA; e tRFs-3’, produzidos a partir da extremidade 3° do tRNA
maduro, isto é, apds a adicdo do trinucleotideo CCA (Figura 19.4).

Trabalhos recentes demonstraram a existéncia de tRFS em plantas. Por
exemplo, em Arabidopsis, foram identificados tRFs provenientes da por¢io
5’do tRNA AspGTC e tRFS das por¢des 5’ e 3° CCA do tRNA GIyTCC,
sendo superexpressos em tecidos e raizes submetidos a privacido de fosfato™.
Em arroz, tRFs provenientes do terminal 5’ do tRNA-AlaAGC e -ProCGG
demonstraram ser diferencialmente expressos em tecidos foliares e calos?.
Ja em cevada, tRF proveniente de tRNA-HisGTG foi o mais abundante de
todos os tipos de SRNAs”>. Embora o modo de agao do tRFS ainda nao esteja
bem esclarecido, um recente trabalho realizado em Arabidopsis demonstrou
que esses sSRNAs ligam a enzima AGO, indicando que talvez possam regular
seus alvos via complexo RISC”®.

19.4 METODOLOGIA DE QUANTIFICACAO DE sRNAs: RT-qPCR

A transcrigdo reversa associada a reacdo em cadeia da polimerase quan-
titativa (RT-qPCR) literalmente revolucionou o estudo da expressdo génica.
Na reacdo de RT-qPCR, o RNA molde é duplicado com a geracdo de uma
fita de DNA complementar (¢cDNA) através da enzima transcriptase reversa.
A sequéncia de cDNA de interesse é entdao amplificada exponencialmente
usando qPCR, também chamada de PCR em tempo real.

O desenvolvimento de quimicas modernas e plataformas de instrumen-
tagdo que possibilitam a descoberta de produtos da PCR em tempo real
conduziu a adog¢do difundida dessa técnica como o método de escolha para
quantificar a mudanga na expressio dos genes durante os ultimos anos.
Além disso, a PCR em tempo real tornou-se o método preferido para vali-
dar resultados obtidos por meio de analises que avaliam a expressao de
gene em larga escala, como, por exemplo, sequenciamentos de ultima gera-
¢ao”’. Dessa forma, qPCR também foi eleita como uma das metodologias
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Figura 19.4 Biogénese de pequenos RNAs derivados de RNAs transportadores (RFs). O RNA transportador (tRNA) é transcrito por uma
RNA polimerase do fipo Il em um precursor (pré-fRNA) contendo uma sequéncia leader no terminal 5" e uma trailer na extremidade 3'.
Ambas as sequéncias so removidas por acdo de uma RNAse P e Z respectivamente. A sequéncia trailer, liberada pela RNAse Z, consiste
em um tRF do tipo | (1RF-1). Apds esse processamento ocorre a adigdio de uma sequéncia CCA na extremidade 3', finalizando a matu-
racdo do tRNA. O tRNA maduro ¢ entio exportado para o citoplasma, onde poderd sofrer clivagens por enzimas do fipo DICER na porcdo
do Loop T, liberando o tFR-3, ou no Loop D, originando tFR-5". Os tRFs podem variar de 18 a 22 nt de comprimento.

preferidas para identificar diferencas globais na expressio de pequenos
RNAs entre diferentes amostras.

Inicialmente o método de RT-qPCR foi aplicado para andlises de miR-
NAs, e, dessa forma, algumas alteracoes na etapa de sintese do cDNA foram
efetuadas para superar o desafio que era transcrever uma fita complemen-
tar relativa a pequenas sequéncias de RNA, que além de estarem presentes
como sequéncias maduras, ainda poderiam ser detectadas nos transcritos
primarios e precursores destas. Neste cendrio, foram desenvolvidas duas



688 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

metodologias para sintese do cDNA de miRNAs, as quais passaram a ser
também utilizadas nas analises de expressio de outras classes de pequenos
RNAs. Como os trabalhos foram inicialmente realizados com miRNAs, a
secdo a seguir refere-se a miRNAs, mas salienta-se que tais trabalhos podem
ser aplicados a outros sSRNAs.

19.4.1 Sintese de ¢cDNA

O primeiro passo na qPCR de miRNAs é uma conversdo acurada e com-
pleta do RNA em um DNA complementar (¢cDNA) através da transcri¢dao
reversa. Entretanto, este passo nao € tio simples, devido: (1) ao tamanho
limitado da fita molde (aproximadamente 22 nt), (2) a inexisténcia de
uma sequéncia comum para utilizar no enriquecimento e amplificagio dos
miRNAs; e (3) ao fato de a sequéncia madura do miRNA estar presente nos
pri e pré-miRNAs.

Até o momento, duas diferentes abordagens para sintetizar o transcrito
reverso de miRNAs tém sido utilizadas. Na primeira abordagem, miRNAs
sdo transcritos reversamente através de oligonucleotideos especificos para
cada miRNA, método também conhecido por stem-loop*S. Na segunda
metodologia, uma cauda contendo uma sequéncia comum ¢é adicionada a
todos os miRNAs, e estes sdo transcritos reversamente através de um oligo
reverso comum’®. A seguir, ambas as metodologias serdo discutidas.

19.4.1.1 Método stem-loop

Nesta metodologia, a amplificacio de cada miRNA ¢ realizada utilizando
trés oligonucleotideos:

e um oligonucleotideo stem-loop, o qual consiste em 44 nucleotideos
fixos que formam uma haste (dois bragos pareados) e um loop (5’
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC-
GACNNNNNN 3’) e seis nucleotideos adicionais complementares a
regido 3’ da por¢do terminal do miRNA maduro;

e um oligonucleotideo direto especifico, o qual é idéntico a sequéncia
completa do miRNA maduro e que sera utilizado na reacdo de qPCR;
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e um oligonucleotideo universal reverso, uma sequéncia conservada (5’
GTGCAGGGTCCGAGGT 3’) e que sera empregada nas reagdes de
gPCR de distintos miRNAs. O oligo universal reverso hibridizara na
regiao correspondente ao loop do transcrito reverso.

A complexidade dos oligonucleotideos stem-loop aumenta a especifici-
dade da reagdo, uma vez que ocorre uma diminuicao do anelamento do oligo
as sequéncias de pri e pré-miRNAs. Ja os oligonucleotideos lineares nao
apresentam essa especificidade e podem anelar tanto nos miRNAs maduros
quanto em seus precursores; consequentemente, os passos de anelamento e
a transcricdo reversa devem ser otimizados para prevenir a interacao entre
esses oligos e os pri e pré-miRNAs. Uma representagao esquematica dos pas-
sos envolvidos na sintese de cDNA pelo método stem-loop pode ser obser-
vada na Figura 19.5A.

19.4.1.2 Método poliA

Uma abordagem alternativa é a extensdo da por¢ao terminal 3> do miRNA
através da adi¢ao de uma sequéncia polimérica tnica e comum. Nesse caso,
sao adicionados nucleotideos de adenina ou timina via a¢dao da terminal
nucletidil transferase de Escherichia coli’®. Um oligonucleotideo consistindo
em uma sequéncia oligo-dT, contendo por sua vez uma sequéncia a qual se
ligara um oligo universal na sua posicdo 5’ é, entdo, utilizado para a trans-
crigdo reversa e para amplificar as sequéncias-alvos durante a qPCR.

A por¢ao de dTs entre o miRNA e a sequéncia universal do oligo dT é
definida utilizando sequéncias degeneradas no terminal 5’ do oligonucleoti-
deo, o qual ancora o oligo ao terminal 3> do miRNA.

19.4.2 Deteccao dos produtos da qPCR

O principio da qPCR esta baseado na detec¢do, em tempo real, de uma
molécula fluorescente reporter cuja intensidade do sinal emitido é correla-
cionada a quantidade de DNA presente em cada ciclo de amplificacao”-*°.
Existe uma gama de fluoréforos utilizados em reacoes de qPCR; entretanto,
nas que envolvem amplificagio de miRNAs, os mais amplamente utilizados
sdo SYBR Green I e sondas TagMan. Estdo disponiveis no mercado dois
tipos de SYBR Green, SYBR Green I e II. Enquanto SYBR Green I liga-se

639



690 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

preferencialmente ao DNA dupla fita (do inglés double stranded DNA -
dsDNA), SYBR Green II se liga ao RNA. Neste capitulo, SYBR Green se
refere a SYBR Green 1.

19.4.2.1 Deteccéo de produtos da
qPCR vutilizando SYBR Green

O SYBR Green é uma molécula intercalante cuja fluorescéncia aumenta
aproximadamente cem vezes apenas sob associacio com dsDNA, e essa pro-
priedade é utilizada para detectar os produtos de amplificacio acumulados
durante os ciclos da PCR. E importante salientar que o SYBR Green nio
consegue discriminar entre diferentes produtos da PCR e liga-se a todos os
dsDNAs, incluindo dimeros de oligonucleotideos®!. Essa caracteristica limita
uma detec¢ao acurada da sequéncia-alvo e requer metodologias que acessem
a especificidade dos produtos gerados pela amplifica¢do. Entretanto, o uso
de SYBR Green permite realizar uma analise do ponto de melting, tam-
bém chamada de analise de curva de dissociagdo, um importante passo para
monitorar a homogeneidade dos produtos de qPCR”’.

Durante a curva de melting, a intensidade da fluorescéncia do SYBR Green
que esta intercalado nos produtos da PCR é anotada durante um periodo
em que a temperatura de inicio é de 65 °C e sofre pequenos aumentos até
atingir 95 °C. Esse aumento gradual da temperatura desnatura o dsDNA, o
que ocasiona uma consequente reduciao do sinal de fluorescéncia, a qual sera
detectada por um queda acentuada na intensidade do sinal quando ambas as
fitas de DNA estiverem completamente separadas. Como a temperatura de
melting (Tm) de um DNA fita dupla é dependente do comprimento e compo-
si¢ao nucleotidica da sequéncia, o numero de inflexdes na curva de melting
indica o numero de produtos da PCR (incluindo dimeros de oligonucleoti-
deos) gerados. Uma curva de dissociacdo aceitdvel apresenta um pico unico,
isto é, um unico produto da PCR, enquanto a ocorréncia de picos multiplos
indica a presenga de produtos de amplificacdo nao especificos”™.

O emprego de SYBR Green durante RT-qPCR tem sido comprovado como
um eficiente método para a deteccao de produtos de expressio de miR-
NAs por alguns autores’®*. Por exemplo, na Figura 19.5B, estio demons-
trados os graficos de amplifica¢do e as curvas de melting de dois miRNAs
de soja relacionados: miR166a (5> TCGGACCAGGCTTCATTCCCC 3’) e
miR166de (5> TCGGACCAGGCTTCATTCCCG 3’). Esses miRNAs se dife-
renciam por apenas um nucleotideo na extremidade 3’, e mesmo com essa
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Figura 19.5 Metodologia de quantificago de pequenos RNAs através da RT-qPCR. (A) Representagdio esquemdtica da RT-gPCR utilizando
oligonucleotideos stem-loap e o fluordforo SYBR Green: apds a extracdo do RNA total é realizada a sintese da fita complementar (cDNA)
por transcricdo reversa. Nessa fase & preparado um pool com varios oligos stem-loop, possibilitando a sintese de ¢(DNAs para vdrios
sRNAs distintos em uma Gnica reacdo. Os oligos stem-loop se ligam a regido 3" terminal da sequéncia de pequeno RNA maduro, o qual
serd transcrito reversamente por uma transcriptase reversa. Entdo, os transcritos reversos serdo quantificados utilizando um fluoréforo
SYBR Green, o qual possui a capacidade de intercalar DNA de fita dupla. Para a amplificacGo dos transcritos reversos sdo utilizados oligos
diretos (idénticos a sequéncia madura do pequeno RNA) e o oligo universal reverso (correspondente a uma regido conservada entre fodos
os oligos stem-foap). (B) Exemplos de grdficos da qPCR em tempo real para dois miRNAs de soja, miR166a e miR166de, utilizando o
método stem-loap e o fluordforo SYBR Green. Sto observadas as completas amplificaces, bem como as distintas curvas de melting para
ambos os miRNAs, os quais possuem sequéncias quase idénticas, comprovando a capacidade de alta especificidade dessa metodologia.
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ampla similaridade, durante a curva de dissociacao foram observados dois
picos unicos distintos entre esses miRNAs testados, demonstrando a alta
especificidade da amplificacdo.

19.4.2.2 Deteccao de produtos da qPCR utilizando TagMan

Outra possibilidade de deteccio dos produtos amplificados durante
a qPCR é o emprego das sonda TagMan. Essas sondas sio marcadas em
cada extremidade por um fluor6foro reporter (molécula que emite luz) e
um quencher (molécula capaz de captar a energia do fluor6foro em forma
de luz e dissipa-la tanto na forma de luz quanto de calor). A proximidade
do fluoréforo reporter com a sua molécula quencher previne a emissao de
fluorescéncia. Entretanto, durante a PCR em tempo real a sonda TagMan
hibridiza com a fita simples de cDNA. No processo de amplifica¢do a sonda
TagMan é degradada devido a atividade de exonuclease 5> > 3’ da enzima
Taq DNA polimerase, separando o quencher do fluor6foro durante a exten-
sd30, 0 que resulta em um aumento da intensidade da fluorescéncia. Dessa
forma, durante o processo de qPCR a emissdo da fluorescéncia é aumen-
tada de forma exponencial. Esse aumento da fluorescéncia ocorre apenas
quando a sonda hibridiza e é degradada simultaneamente a amplificacao da
sequéncia-alvo estabelecida. Cabe salientar que embora os dimeros de oligo-
nucleotideos, bem como produtos inespecificos gerados durante a amplifica-
¢do, ndo emitam qualquer sinal de fluorescéncia, esses produtos irdo afetar
negativamente tanto a eficiéncia quanto a sensibilidade da rea¢iao de qPCR.

19.4.3 Passo a passo: protocolo da RT-qPCR por stem-loop

Passo 1: sintese de cDNA

Os oligonucleotideos stem-loop de todos os miRNAs a serem testados sdo
agrupados em uma mesma reacao, para a sintese de cDNA multiplex, que
ocorre em duas etapas:

I) Hibridizagdo dos oligonucleotideos stemi-loop com o RNA total, con-
forme a reagio a seguir:
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RNA total 0,1a2pg
Mix de oligonucleotideos stentloap (0,5 pM cada) 1ol
H,0 q.5.p
Volume total 10 pL

e Incubar a 70 °C por 5 minutos.
¢ Imediatamente transferir para banho de gelo.

II) Sintese da primeira fita de cDNA com a enzima transcriptase reversa
RNAse H de M-MLV, conforme reagao a seguir:

Material da etapa | 10 pL
Tompdo 5X M-MLV RT 6yl
dNTP (5mM) 2l

Enzima M-MLV RT (200U/ pl) 1L
H,0 11l

Volume total 30 pL

e Incubar a reag¢do a 40 °C por 60 minutos.

* Ao final, diluir a rea¢do na proporg¢ao 1:10 com H,O (solugdo de
estoque).

e Para solucao trabalho, utilizar uma diluicao 1:30 a 1:50.

O cDNA deve ser armazenado a -20 °C.

Passo 2: gPCR

Neste protocolo o fluor6foro de escolha para detectar o produto de
amplificacdo serd o SYBR Green L.

Para a amplificacdo em tubos de 200 pLL. ou mesmo em placas de 96 pogos
(dependendo da escolha pessoal), as reagdes podem ser realizadas em um
volume total de 20 pL.

Todos os reagentes empregados com as respectivas concentragdes finais
para cada reagdo estdo descritos a seguir:
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CDNA (DILUIDO 1:30) 10 pl
MIX 10 pL

Tampdo Tag DNA polimerase 1X
MgCl, 3 mM
dNTP 25 ph
Oligonucleotideo direto 0,2 pM

Oligonucleotideo universal reverso 0,2 pM

SYBR Green | 0,1X

Enzima Tag DNA polimerase 025U

As condigoes de amplificagdo sdo:

I) Ativagao inicial da enzima Taq DNA polimerase por 5 minutos a 95 °C.
II) Desnaturagdo a 95 °C por 15 segundos.
III) Hibridizacdo a 60 °C por 10 segundos.
IV) Elongagdo a 72 °C por 10 segundos.

)

V) Repeti¢ao dos passos Il a IV por 40 ciclos.

A analise de curva de melting ou curva de dissocia¢dao deve ser realizada
no final da PCR e programada para um aumento da temperatura de 65 °C
a 99 °C.

Embora a parte de analise de expressio de miRNAs ndo seja abordada
neste capitulo, salienta-se que o método mais amplamente utilizado na ana-
lise de miRNAs € a quantificacdo relativa®’® ou 2-44¢,

19.5 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DOS PEQUENOS RNAs

19.5.1 Pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs)

Os pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) podem ser utilizados para
estudos da fun¢dao génica ou obtencido de organismos com caracteristicas
especiais com base no silenciamento de genes de interesse. A estratégia
basica utilizada é a geracdo de organismos geneticamente modificados que
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contém transgenes na posi¢do senso e antissenso. Esses transgenes sdo capa-
zes de gerar RNAs dupla fita (dsSRNAs) os quais serdo clivados por enzimas
DCL, gerando pequenos fragmentos de RNA fita simples, os chamados de
siRNAs. A sequéncia antissenso de siRNA é acoplada ao complexo RISC e
identificard o mRNA-alvo, levando a um silenciamento desse transcrito.

O uso de siRNAs pode ser uma ferramenta bastante eficaz para a inves-
tigacdo da fun¢do de genes uma vez que dsRNAs podem ser introduzidos
nas células para induzir o silenciamento seletivo de genes especificos de
interesse. Por outro lado, a RNAi também é considerada uma alternativa
promissora para a manipulacdo de plantas com baixos niveis de toxinas,
reducdo dos niveis de alérgenos, bem como resisténcia a patdgenos e pragas
(Figura 19.6) que acometem intimeras plantas de interesse econémico.

Um exemplo que se tornou bastante famoso na aplicagao de RNAIi para
o controle de pragas foi o milho desenvolvido pela empresa Monsanto para
controle da lagarta-da-raiz (Diabrotica virgifera LeConte)®*. A companhia

Silenciamento

énico no in:

genico no inseto <iRNAs
@&m ~
&

Figura 19.6 Exemplo de aplicacdo biotecnoldgica utilizando pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs). Produgdo de uma planta trans-
génica confendo uma construcdo com sequéncias senso (S) e antissenso (AS) sob o controle de um promotor (PROM), as quais possuem
homologia com uma sequéncia especifica de algum gene de interesse do organismo-alvo, neste caso um inseto-praga. O transcrito do
transgene inserido na planta se organizard em estruturas na forma de um grampo (hpRNA) que serdo processadas pela maguinaria de
biogénese de siRNAs da planta (DCL), produzindo siRNAs. Ao se alimentar da planta transgénica, o inseto-alvo ingere os siRNA capazes
de se hibridizar a transcritos vitais ao inseto, os quais serdo silenciados, levando o insefo a morte. Essa metodologia permite uma forma
de controle especifica a determinado organismo por parte da planta.
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desenvolveu um milho expressando dsRNAs que tinham por alvo o trans-
crito da ATPase vacuolar de D. virgifera. A ingestao desse milho pelas larvas
do coledptero levaram a uma alta taxa de mortalidade, superando aquela
causada pelo milho Bt (milho transgénico expressando proteinas inseticidas
de Bacillus thuringiensis), o qual também é empregado para o controle de
D. virgifera. A demonstra¢do do controle de um inseto-praga através do
fornecimento oral de dsRNAs foi um marco para biotecnologia da RNAIi
aplicada ao melhoramento de plantas de interesse agrondmico.

19.5.2 Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

O termo “silenciamento génico induzido por virus”, ou VIGS, foi primei-
ramente empregado por A. Van Kammen em 1997, ao descrever o evento
de resisténcia a infec¢des virais encontrado em plantas®’. Plantas infectadas
por muitos virus induzem uma defesa mediada por RNA, a qual tem por
alvos RNAs virais e quaisquer outros produtos de RNA transgénico inse-
rido nelas®. Devido a essa caracteristica, o mecanismo de VIGS originou
uma poderosa ferramenta para suprimir a expressio de genes de interesse
em plantas®”-8,

Como um método de silenciamento génico, VIGS tem varias vantagens
como, por exemplo: rapidez, supressdo transiente da expressido génica e
envolvimento da clonagem de fragmentos curtos do gene-alvo a ser silen-
ciado. Como uma abordagem de genética reversa, VIGS promove o silen-
ciamento dos alvos de uma forma sequéncia-especifica. O mecanismo de
silenciamento induzido por sSRNAs também age em nivel de VIGS, no qual
uma sequéncia de siRNAs de 21 a 25 nt guia uma clivagem especifica ou
promove a supressio dos mRNAs-alvos pds-transcricionalmente***. O pro-
cesso de silenciamento ocorre da mesma forma como em outros sRNAs, ou
seja, os siRNAs sao processados a partir de dSRNA por uma enzima DCL, e
sdo entdo incorporados ao complexo RISC. Desta forma, o complexo RISC
carregado com siRNAs regula transcritos com sequéncia contendo alta com-
plementariedade com a sequéncia do siRNA?Y’.

Os dsRNAs podem ser originados em plantas infectadas durante a repli-
cagdo das fitas simples de sentido positivo de virus de RNA (ssRNA) no
citoplasma®. Ja dsRNAs de transgenes podem ser gerados a partir da agdo
de RDRps do hospedeiro®.

Com o potencial de silenciamento génico comprovado, alguns virus come-
caram a ser modificados a fim de silenciar genes de interesse. O primeiro
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virus a ser modificado foi o tobacco mosaic virus (TMV), o qual recebeu
um gene da enzima fitoeno dessaturase (pds) de Nicotiana benthamiana, e
efetivamente silenciou esse gene endégeno quando introduzido na planta®.

A partir da comprovada eficiéncia e especificidade observada durante o
processo de VIGS, outros virus comegaram a ser modificados, gerando novos
vetores virais com potencial uso em plantas. Exemplos destes sdo: tobacco
rattle virus (TRV)%, turnip yellow mosaic virus (TYMV)**, potato virus X
(PVX)% e barley strip mosaic virus (BSMV)?.

19.5.3 microRNAs artificiais (amiRNAs)

A construcao de cassetes de DNA para expressao de microRNAs artificiais
(amiRNAs) tem sido utilizada como uma forma alternativa de silenciamento
génico altamente especifico e eficiente em vdrias espécies de plantas®”*.

Essa metodologia baseia-se na produg¢do de sequéncias de amiRNAs com
21 nucleotideos, os quais podem ser geneticamente modificados e atuar
como silenciadores especificos de um ou de multiplos genes. Uma vez sele-
cionado o gene-alvo a ser silenciado, sequéncias complementares reversas
serdo escolhidas e introduzidas em estruturas de precursores de miRNAs
endogenos ao organismo de interesse. Quando o precursor, contendo as
sequéncias de amiRNA, for introduzido no organismo, a produ¢ao desses
amiRNAs seguird a via candnica de processamento de miRNAs.

Plantas transgénicas contendo constru¢des de amiRNA sob o controle
de um promotor constitutivo apresentam um processamento preciso do
amiRNA, bem como uma repressio especifica e eficiente do transcrito-alvo
de interesse’”**1%°, Em arroz ja foi observado que o transgene de amiRNA
¢ estavelmente herdado e permanece ativo nas progénies, demonstrando
ter uma 6tima aplicagdo no melhoramento molecular de plantas®-'%, Essas
caracteristicas fazem dos amiRNAs uma ferramenta ideal para a repressdo
de genes de interesse.

19.5.4 Mimetizacao de alvos (target mimicry)

Esta estratégia baseia-se em um mecanismo natural de regulag¢do da
expressao génica encontrado em plantas. Por exemplo, ha certos miRNAs
que possuem dois tipos de transcritos alvos: um que possui um sitio total-
mente complementar a sequéncia do miRNA, o que levaria a clivagem e
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degradagdo destes; e um segundo alvo que ndo pareia perfeitamente com a
sequéncia do miRNA, o que ocasionaria apenas uma hibridiza¢do sem cliva-
gem deste mRNA. Este segundo mRNA foi denominado de mimetizador de
alvo canénico, ou, do inglés, target mimic'°'.

O primeiro caso de mimetizacdo de alvos foi descrito em 2007 em A.
thaliana, em um trabalho cujos autores observaram que certos miRNAs
possuiam alvos que eram degradados e outros aos quais estes miRNAs ape-
nas se ligavam e 14 permaneciam sequestrados!’’. Um exemplo é o caso do
transcrito IPS1 (induced by phosphate starvationv1), que possui um sitio
complementar ao microRNA, miR399, com uma incompatibilidade (erro)
na regido central (de 11 a 13 nt). Embora isso permita que o miR399 ligue-
-se a IPS1, ele é incapaz de clivar esse alvo, mas, ao mesmo tempo, miR399
estd colapsado a IPS1. Dessa forma, PHO2, um alvo genuino do miR399,
acaba escapando da supressio por miR399 até mesmo nos casos em que
esse miRNA esta presente em altos niveis. Quando a sequéncia de IPS1 foi
mutada, permitindo que miR399 se ligasse com perfeita complementaridade,
observou-se a degradacio de IPS1.

O mecanismo de mimetiza¢do de alvos apoia-se na ideia de que quando
varios alvos estao presentes, alguns serdo favorecidos em detrimento de
outros, e tal fendomeno pode ser governado pela forca com que o miRNA se
liga ao seu alvo.

19.6 CONCLUSOES

As pesquisas sobre sSRNAs e o mecanismo de RNAi em plantas tém avan-
cado rapidamente desde a sua descoberta nos anos 1990. Esse campo da bio-
logia experimenta uma rapida expansao, e um significativo conhecimento foi
sendo acumulado nos dltimos anos. Por exemplo, atualmente, varias classes
de sRNAs ja foram estabelecidas, bem como os fatores e cofatores que estdao
envolvidos na biogénese e funcionamento desses RNAs. Além disso, o apri-
moramento das formas de uso do mecanismo de RNAI, levou ao desenvol-
vimento de vdrias ferramentas biotecnologicas para serem aplicadas com o
objetivo de silenciar genes de interesse. Neste capitulo reunimos informacdes
sobre as classes mais proeminentes de sSRNAs em plantas, bem como uma
das metodologias mais amplamente aplicadas para deteccao desses sSRNAs, a
RT-qPCR, além de apresentar um panorama das possibilidades de aplicacoes
de RNAi no ramo do melhoramento molecular de plantas. Contudo, embora
o potencial do uso da via de interferéncia por RNA em plantas ja esteja
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bem estabelecido, ainda assim existe a necessidade de aprofundar as pes-
quisas nesse campo. Uma forma é promover ensaios experimentais de longo
prazo, a fim de avaliar a influéncia das culturas transgénicas com RNAi no
ambiente onde estao sendo cultivadas, considerando todas as fases do ciclo
ecoldégico, bem como a cadeia alimentar envolvida.

19.7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante os altimos anos, os estudos focados no entendimento do meca-
nismo de RNAi possibilitaram o desenvolvimento de novas ferramentas bio-
tecnologicas empregando sRNAs no melhoramento genético de plantas de
interesse econdmico.

O progresso biotecnolégico observado na agroindustria teve como marco
inicial plantas modificadas geneticamente com o intuito de obter maior
resisténcia a insetos e herbicidas, seguido da manipulacdo de plantas para
obter cultivares com enriquecimento nutricional. Nessa via, a interferéncia
por RNA tende a levar a um novo grupo de plantas transgénicas, as quais
sao passiveis de melhorias tanto no que diz respeito a seus sistemas imunes
(aumentando a resisténcia a virus e patogenos) quanto na reducio dos niveis
de substancias nocivas ou toxicas aos consumidores.

Até o presente momento nenhuma planta contendo RNAi passou dos tes-
tes experimentais e foi liberada comercialmente. Entretanto, acredita-se que
seja apenas uma questdo de tempo, pois muitas culturas estio sendo mani-
puladas a fim de proporcionar consideraveis beneficios ao consumidor final.
Um exemplo disso é o empenho das duas gigantes da producao de sementes,
as multinacionais Monsanto e Dupont, que tém como objetivo o emprego de
RNAI para a redugido de gorduras trans no 6leo de soja. A ideia de beneficiar
diretamente a satde do consumidor certamente auxiliard no crescimento da
aceitagao do publico ao consumo de plantas geneticamente manipuladas.

Outro foco é a manipulagdo de plantas para a redugdo dos niveis de
toxinas naturais existentes nestas. Por exemplo, sementes de algodio sao
ricas em proteinas da dieta humana, mas contém naturalmente gossipol, um
terpenoide toxico, 0 que as torna improprias para o consumo humano. Uma
alternativa para sobrepujar esse problema seria a aplicacio de RNAi a fim
de silenciar a enzima delta-cadinene sintetase, a qual é um fator-chave na
producdo de gossipol. Além disso, a tecnologia de RNAi permite direcionar
o silenciamento de uma forma tecido-especifico, ou seja, o silenciamento s6
seria realizado na semente, visto que o gossipol participa da via de defesa
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contra pragas do algoddo. Seguindo essa linha, outros candidatos a poten-
cial tratamento com RNAI seriam tomates, a fim de reduzir os niveis de alér-
genos concentrados no fruto; bem como o tabaco, com reducio dos niveis de
substancias carcinogénicas encontradas nas folhas.

Uma das perspectivas mais excitantes na aplicagio dos pequenos RNAs
na manipulacdo génica esta chamando a atenc¢do de pesquisadores de todas
as areas, da medicina'®>!% a0 melhoramento de plantas!'®*1%, O sistema,
chamado de repeti¢des palindromicas curtas regularmente espagadas e aglo-
meradas (cluster regularly interspaced short palindromic repeats — CRISPR),
explodiu em popularidade e esta sendo visto como uma ferramenta de pes-
quisa altamente eficiente e precisa. A tecnologia CRISPR se baseia em uma
estratégia de prote¢ao utilizada por bactérias para detectar e remover DNA
exoOgeno. A enzima de restricao Cas9 encontra seu alvo com a ajuda de uma
sequéncia guia de RNA, fazendo com que essa nuclease seja capaz de editar
a sequéncia-alvo. Notavelmente, ja se tem demonstrado que as fitas guias
de RNA podem ser alteradas, direcionando a acdo de Cas9 para genes de
interesse. Na drea médica, essa tecnologia inovadora, de edicio de genes,
pretende remover mutacoes nocivas e troca-las por DNA saudavel, o que
significaria a cura de inimeras doengas causadas por SNPs. Testes em plan-
tas ja estdo sendo iniciados, e recentemente um grupo da Universidade da
Pensilvania, testando a aplicagdo desse sistema em arroz, demonstrou que
o sistema CRISPR-Cas pode ser explorado como uma poderosa ferramenta
para atingir genes-alvos via pequenos RNAs guias e realizar precisa edi¢ao
no genoma de plantas'®.

Por ultimo, outro ponto relevante a ser considerado quando do uso da
tecnologia de RNAIi é o risco de efeito off-target, isto é, de um sRNA silen-
ciar outro transcrito diferente daquele para o qual foi projetado. No entanto,
uma cuidadosa proje¢ao dos transgenes que serdo utilizados e a escolha de
promotores tecidos-especificos podem diminuir este risco.

Apesar da recente descoberta, ndo ha duvidas de que a tecnologia que
emprega o silenciamento através de SRNA é uma das ferramentas biotecnol6-
gicas mais promissoras para o melhoramento de plantas nos préximos anos.
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