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RESUMO

Identificacdo e caracterizacido de virdides e estudo de alguns aspectos da
interacio de virdides com proteinas do hospedeiro

O presente trabalho foi subdividido em quatro capitulos com os seguintes objetivos: (i)
elaborar uma minuciosa revisdo de literatura abordando os principais aspectos da interacao
virdide-hospedeiro e as relagdes evolutivas dos virdides e virusodides; (ii) identificar e caracterizar
virdides associados a videiras, no Brasil; (iii) purificar, clonar e caracterizar, um RNA circular de
seqliéncia totalmente desconhecida; (iv) estudar alguns aspectos relacionados a interagdo virdide-
hospedeiro. Inicialmente, foram identificadas e caracterizadas duas espécies de viroides (o Citrus
exocortis viroid, CEVd e o Hop stunt viroid, HSVd) isolados de videiras no Brasil. Para tal,
promoveu-se extragdo de RNAs totais de folhas de Vitis vinifera ‘Cabernet Sauvignon’ e V.
labrusca ‘Niagara Rosada’, seguida de RT-PCR com oligonucleotideos especificos. Os
fragmentos de DNA amplificados foram clonados e seqilienciados. Os resultados revelaram que as
videiras estavam duplamente infectadas com o CEVd e HSVd. As andlises filogenéticas
mostraram que os clones de HSVd de videira agruparam-se com outros variantes de videira,
formando um grupo separado de um segundo formado por variantes de citros. J& os clones de
CEVd de videira agruparam-se com isolados de citros e videira. No capitulo 3, empregou-se um
método para a clonagem e caracterizagdo de um pequeno RNA circular (com aproximadamente
300 nucleotideos) de seqiiéncia totalmente desconhecida. Este RNA, quando submetido a
eletroforese dupla em géis de poliacrilamida desnaturantes, apresentou um retardamento na
migragdo, similar aos virdides. Apoés a clonagem de fragmentos do RNA, amplificados via RT-
PCR com oligonucleotideos aleatorios (apresentando seis nucleotideos degenerados no terminal
3’), os clones obtidos foram seqiienciados. A partir desses dados, dois oligonucleotideos
adjacentes de polaridades opostas foram desenhados e empregados para amplificar via RT-PCR a
seqiiéncia completa do RNA circular. A analise das seqiiéncias revelou a presenca da CCR
(central conserved region) do Apple scar skin viroid (ASSVd), espécie tipo do género
Apscaviroid, e compartilha similaridade com outros membros deste género, o que sugere
fortemente que o RNA circular ¢ um virdide recombinante. Finalmente, no capitulo 4, foram
realizados experimentos que comprovaram a existéncia do motivo loop E (presente na CCR de
algumas espécies dos Pospiviroidae) in vivo no PSTVd. Demonstrou-se também, utilizando
ensaios de unido in vitro (analise de retardo em gel, EMSA e entrecruzamento com luz
ultravioleta), que as proteinas L5 e TFIIIA de Arabidopsis thaliana se unem especificamente ao
PSTVd com a mesma afinidade que elas se unem ao seu substrato natural, o rRNA 58S, enquanto
que a afinidade por um virdide cloroplastico (Avocado sunblotch viroid, ASBVd) foi
significativamente menor. Estas duas proteinas devem participar na sintese € movimento
intracelular do PSTVd in vivo.

Palavras-chave: Viroide; CEVd, HSVd, PSTVd, Grapevine; Citrus; Arabidopsis; TFIIIA; Proteina
ribossomal L5
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ABSTRACT

Identification and characterization of viroids and study of some viroid-host
protein interactions

The present work has been divided into four chapters to: (i) review the main points in
viroid-host interactions and present different aspects in the evolutionary relationship of the viroids
and virusoids; (i1) identify and characterize viroids infecting grapevine in Brazil; (iii) purify, clone
and sequence what appears to be a novel citrus viroid; (iv) study some aspects related to the
viroid-host protein interactions. Firstly, two viroid species (Citrus exocortis viroid, CEVd and
Hop stunt viroid, HSVd) were identified and characterized from grapevine in Brazil. Total RNAs,
extracted from leaves of Vitis vinifera ‘Cabernet Sauvignon’ and V. labrusca ‘Niagara Rosada’,
were RT-PCR amplified with specific primers for the five viroids described infecting grapevines.
The resulting products were separated by agarose gel electrophoresis and the DNA fragments of
the expected full-size were eluted, cloned and sequenced. The grapevines analyzed were doubly-
infected by CEVd and HSVd. A phylogenetic analysis showed that the Brazilian grapevine HSVd
variants clustered with other grapevine HSVd variants forming a specific group separated from
citrus variants, whereas the Brazilian CEVd variants clustered with other citrus and grapevine
variants. On the other hand, a method for cloning small circular RNAs of unknown sequence has
been applied to an RNA of this kind from citrus (with ca. 300 nucleotides). This RNA, when
analyzed by PAGE in denaturing conditions, showed the slow mobility typical of viroid RNAs.
After denaturation, the purified RNA was RT-PCR amplified using a primer with six randomized
positions at its 3’ terminus, with the resulting products being then cloned and sequenced. From
these data, two adjacent primers of opposite polarities were designed and used to RT-PCR
amplify the complete sequence. Analysis of the sequences revealed the presence of the CCR
(central conserved region) of the Apple scar skin viroid (ASSVd), the type member of the genus
Apscaviroid, and scattered similarities with other members of this genus, suggesting that the
circular RNA is a viroid recombinant. Finally, UV irradiation of infected tissue has revealed the
existence in vivo of an RNA motif (loop E) in Potato spindle tuber viroid (PSTVd), the type
member of the family Pospiviroidae (nuclear viroids), and RNA-protein binding followed by
eletrophoretic mobility shift (EMSA) and UV cross-linking label transfer assays have shown that
transcription factor IIIA (TFIIIA) and L5 ribosomal protein from Arabidopsis thaliana bind this
RNA in vitro with the same affinity as they bind 5S rRNA, whereas the affinity for a chloroplastic
viroid (Avocado sunblotch viroid, ASBVd) is significantly lower. These two proteins may
participate in synthesis and delivery of PSTVd in vivo.

Keywords: Viroid; CEVd, HSVd, PSTVd, Grapevine; Citrus; Arabidopsis; TFIIIA; Ribosomal
protein L5
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1 INTRODUCAO

“E precisamente na fronteira do conhecimento que a
imaginacdo tem seu papel mais importante; o que ontem foi
apenas um sonho amanha podera se tornar realidade”.

Marcelo Gleiser

Ha 35 anos, Theodor O. Diener, pesquisador do Departamento de Agricultura (Beltsville,
Maryland, EUA) identificou o primeiro patdégeno subviral (DIENER, 1971a), o agente causal do
afilamento do tubérculo da batatinha, denominado até entdo de Potato spindle tuber ‘virus’
(DIENER; RAYMER, 1967), cunhando o termo viréide (viroid) para distinguir estes pequenos
fitopatdgenos dos virus de plantas (DIENER, 1971a, b).

Diener (1991) considera os virdides parasitas moleculares no limiar da vida, pois os
mesmos sdao constituidos de um RNA circular de fita simples, com forte estrutura secundaria,
desprovidos de capa protéica. Seus genomas variam de 246 a 401 nucleotideos e nao codificam
proteinas, sendo totalmente dependentes da célula hospedeira para sua replicacdo (FLORES et al.,
2005a). Estes mintisculos RNAs constituem os menores € mais simples fitopatdogenos conhecidos,
apresentando um genoma dez vezes menor que o genoma do menor virus conhecido.

Atualmente os viroides sdo classificados em duas familias, oito géneros, 29 espécies e
dezenas de variantes de seqiiéncia de acordo com caracteristicas biologicas e moleculares. Na
familia Pospiviroidae, da qual fazem parte os virdides que apresentam uma regido central
conservada (CCR) e replicagdo nuclear sem a participacdo de ribozimas, hd cinco géneros
(Pospiviroid, Hostuviroid, Cocadviroid, Apscaviroid, Coleviroid) e vinte e cinco espécies. Na
familia Avsunviroidae ha trés géneros (Avsunviroid, Pelamoviroid ¢ Elaviroid) com quatro
espécies descritas, as quais ndo possuem CCR e apresentam replicagdo cloroplastica mediada por
ribozimas do tipo cabega-de-martelo em ambas as polaridades da molécula de RNA (FLORES et
al., 2005b).
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Ha caréncia de estudos sobre virdides em plantas de importancia economica no Brasil.
Bartolini e Salazar (2003) destacam que os virdides ainda ndo receberam a devida aten¢do nos
paises da América do Sul. Segundo Singh et al. (2003), regides de clima quente podem conter
uma maior diversidade de virdides, pois estes se replicam com maior eficiéncia em altas
temperaturas. Portanto, nas condi¢des tropicais, muitas anomalias de etiologia desconhecida
podem ser causadas por virdides. Além disso, plantas originalmente de clima temperado,
cultivadas em condicdes tropicais e subtropicais, também podem ser hospedeiras de novos
virdides. Embora existam estudos sobre doengas causadas por viroides no Brasil, em especial a
exocorte (causada pelo Citrus exocortis viroid, CEVd) e a xiloporose (causada por variantes do
Hop stunt viroid, HSVd) em citros, mesmo antes do conhecimento da natureza viroidal desses
patogenos, poucos trabalhos foram realizados (FONSECA; BOITEUX, 1997).

No Brasil, destacam-se as culturas de citros e videira como hospedeiras de virdides.
Normalmente, ha a expressdo de sintomas na primeira e laténcia na segunda (HADIDI et al.,
2003). No caso dos citros, ha todo um procedimento legal de indexagdo que deve ser realizado
para a obtenc¢dao de matrizes livres de virus e virdides via métodos bioldgicos e/ou moleculares
(CARVALHO et al.,, 2003; TARGON et al., 2005). Em videiras, ndo hd, todavia, muita
preocupagdo com estes patdgenos, pois 0os mesmos nao induzem sintomas visiveis. Porém, sua
presenca pode afetar o rendimento e a qualidade da uva (LITTLE; REZAIAN, 2003). O cultivo de
videiras tem apresentado um significativo aumento principalmente na regido Sul do Brasil
(Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Além disso, o vale do rio Sdo Francisco
(Nordeste), o Sul do Estado de Minas Gerais (Sudeste), e o Estado do Mato Grosso (Centro-
Oeste), sao exemplos recentes da expansdo do cultivo de videira (PROTAS et al., 2002). Muitas
espécies cultivadas, em plena produgdo, podem estar infectadas por virdides, o que pode implicar
decréscimo no rendimento e na qualidade. Dessa forma, a identificagdo e caracterizagao molecular
dos virdides viabilizam estratégias para o desenvolvimento de métodos rapidos de deteccdo e
controle desses patogenos.

Um ponto pouco abordado na literatura mundial ¢ referente aos aspectos relacionados a
interacdo virdide-hospedeiro. Os virdides, por ndo codificarem proteinas proprias, sao totalmente
dependentes de fatores da célula hospedeira para completar seu ciclo infeccioso, que envolve
principalmente replicagdo ¢ movimento a curta (célula-a-célula via plasmodesmos) e longas

distancias (via floema). Experimentos com inibidores das RNA polimerases indicaram que a
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sintese das moléculas do Potato spindle tuber viroid, PSTVd (familia Pospiviroidae), ¢ catalisada
por uma RNA polimerase II (nuclear) dependente de DNA (FLORES; SEMANCIK, 1982;
MUHLBACH; SANGER, 1979; WARRILOW; SYMONS, 1999), enquanto que a sintese das
moléculas do Avocado sunblotch viroid, ASBVd (familia Avsunviroidae) ¢ catalisada por uma
RNA polimerase cloropléstica codificada no nucleo (NAVARRO et al., 2000). Em outros
trabalhos, na busca por proteinas-candidatas a interagir com virdides, identificaram-se duas
proteinas de cloroplastos de abacateiro (PARBP33 ¢ PARBP35) associadas com o ASBVd in vivo
(DAROS; FLORES, 2002), uma proteina de floema de pepino denominada de PP2 que interage in
Vitro e in vivo com o Hop stunt viroid (GOMEZ; PALLAS, 2004), a proteina Virpl de tomateiro,
que se une ao PSTVd (MARTINEZ DE ALABA et al., 2003), além de histonas (WOLFF et al.,
1985) e um inibidor de cathepsina D (WERNER et al., 1983) que também se unem ao PSTVd.

Portanto, em fungdo da pouca informagdo disponivel na literatura, estudaram-se no
presente trabalho alguns aspectos envolvidos na interagdo de virdides com proteinas da planta
hospedeira (capitulo 4), sendo realizados ensaios de unido (retardo em gel e entrecruzamento com
luz ultravioleta) entre o0 PSTVd, um virdide nuclear que apresenta o motivo Loop E (conservado
em membros do género Pospiviroid e envolvido em replicacdo, especificidade do hospedeiro e
patogénese), e duas proteinas clonadas e purificadas de Arabidopsis thaliana: o fator de
transcricao IITA (TFIIIA) e a proteina ribossomal L5. Demonstrou-se que as proteinas se unem
especificamente ao PSTVd in vitro e foi confirmada, nesse virdide, a existéncia do Loop-E in
Vivo.

O presente trabalho também envolveu a identificacdo e caracterizacdo de duas espécies de
virdides (CEVd e HSVd) isolados de videiras no Brasil (capitulo 2), trabalho recentemente aceito
para a publicacdo, além da clonagem e caracterizagdo de um RNA circular de citros de seqiiéncia
totalmente desconhecida que, pelos resultados obtidos, trata-se provavelmente de um novo virdide
(capitulo 3). Além disso, a moderna taxonomia dos virdides, os fatores envolvidos na interacao
virdide-hospedeiro como a replicagdo, movimento, patogénese ¢ silenciamento génico e os
aspectos evolutivos desses pequenos patdgenos, foram relacionados em uma exaustiva revisao de

literatura (capitulo 1) recentemente aceita para a publicacdo (EIRAS et al., 2006).
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2 VIROIDES E VIRUSOIDES: RELIQUIAS DO MUNDO DE RNA'

Resumo

Até meados do século XX, os virus eram considerados os representantes mais simples da
escala biologica. A descoberta dos RNAs satélites e dos virdides por volta de 1970 foi
surpreendente, pois foi comprovada a existéncia de uma nova classe de moléculas auto-
replicativas ainda mais simples. Ha indicios de que os virdides e virusdides (uma classe de RNAs
satélites) teriam feito parte do “Mundo de RNA” (que precedeu o mundo atual baseado no DNA e
proteinas) podendo ser considerados fosseis moleculares dessa era antiga. A simplicidade desses
agentes subvirais e o fato de que a molécula de RNA deve interagir diretamente com fatores do
hospedeiro para o desenvolvimento do seu ciclo infeccioso, colocam esses patdgenos como um
modelo para o estudo de processos metabolicos celulares. Nos ultimos anos tem se observado um
volume grande de publicagdes visando elucidar aspectos da interagdo virdide/hospedeiro como os
mecanismos da patogénese, movimento dos virdides nas plantas hospedeiras, silenciamento
génico e atividades das ribozimas. Mudangas recentes ocorridas na taxonomia desses patdogenos
com a criagdo de familias, géneros e espécies, além da descoberta de novos virdides também t€m
sido verificadas. Portanto, a presente revisdo visa atualizar o leitor quanto aos recentes avangos
nas pesquisas com virdides, principalmente na taxonomia, filogenia e em varios aspectos
moleculares da interagdo virdide/hospedeiro. Estdao incluidas também algumas caracteristicas dos
virusoides e sua relagdo evolutiva com os viroides.

Abstract

By the middle of the last century, viruses were considered as the simplest biological
entities. The discovery of satellite RNAs and viroids by 1970 was surprising because revealed the
existence of a novel class of self-replicating molecules even simpler. There are evidences that
viroids and virusoids (a class of satellite RNAs) were part of the so-called “RNA world” (that
preceded our present world based on DNA and proteins) and for this reason they can be
considered as molecular fossils of this ancient period. The simplicity of these subviral agents and
the fact that the RNA molecule must interact directly with host factors for completing their
infective cycle, make of these pathogens a model for the study of cellular processes. In the last
years, a large number of publications have widened our knowledge of the viroid-host interactions,
including pathogenesis mechanisms, movement through the host, gene silencing and ribozyme
activity. Recent changes have been introduced in the taxonomy of these pathogens, with the
creation of families, genera and species, and new viroids have also been found. The purpose of
this review is to present the reader with these recent advances in viroid research, mainly on
taxonomy, phylogeny and in molecular aspects of the viroid-host interaction. Some characteristics
of virusoids and their evolutionary relationship with viroids are also included.

'Revisdo aceita para a publicagio na Fitopatologia Brasileira (2006)
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2.1 Introducao

Mais de 30 anos se passaram desde a descoberta dos virdides como agentes
fitopatogénicos (DIENER, 1971). Desde entdo, uma série de livros, capitulos de livros e revisdes
tém sido publicados (DAROS et al., 2006; DIENER, 1979; 2001; FLORES et al., 2000; FLORES,
2001; HULL, 2002; HADIDI et al., 2003; TABLER; TSAGRIS, 2004; FLORES et al., 2005a, b)
abordando os mais diversos aspectos desses patdégenos. No Brasil, Fonseca e Boiteux (1997)
publicaram uma minuciosa revisdo sobre virdides em que relacionaram aspectos da biologia,
historia, métodos de deteccao e purificagdo, origem, sintomas, vias de transmissao, estratégias de
controle, e os trabalhos sobre virdides no Brasil. Posteriormente, porém, pouco se avangou nas
pesquisas com virdides no Brasil. Bartolini e Salazar (2003) destacam que os virdides ainda ndo
receberam a devida atencdo nos paises da América do Sul. Ao contrario, na literatura mundial tem
se observado nos ultimos anos um volume grande de publicagdes, principalmente visando elucidar
aspectos da interagdo virdide/hospedeiro como os mecanismos da replicagdo, patogénese,
movimento, silenciamento génico e agdo de ribozimas (contidas em alguns deles) in vivo e in
vitro. Mudangas recentes ocorridas na taxonomia desses patogenos, com a criagdo de familias,
géneros e espécies (FLORES et al., 2005b), além de novos virdides, também tém sido
estabelecidas. Além disso, uma série de virdides ja descritos tem sido identificada em novos
paises e regides do Mundo (SINGH et al., 2003a).

Esta revisdo visa atualizar o leitor nestes aspectos. Estdo incluidas também algumas
caracteristicas dos virusoides, RNAs satélites circulares do tipo viroidal (VL-satRNAs) que sdo
encapsidados por um virus auxiliar. Apresentam algumas caracteristicas comuns aos viroides,
porém diferem na seqiliéncia, funcdo e biologia (SYMONS; RANDLES, 1999; MAYO et al.,
2000). Aspectos relacionados a origem, evolugdo, biologia, classificagdo e caracteristicas em

comum aos virdides sdo também apresentados e discutidos.

2.2 Classificacao atual dos viroides

A moderna taxonomia dos virdides (FLORES et al., 2005b) divide estes patdégenos em
duas familias: a Avsunviroidae, que contempla os virdides auto-cataliticos, com dois géneros: o
Avsunviroid (espécie tipo — Avocado sunblotch viroid - ASBVd) e Pelamoviroid (espécie tipo —
Peach latent mosaic viroid - PLMVd); ¢ a Pospiviroidae, com os géneros Pospiviroid (espécie

tipo — Potato spindle tuber viroid - PSTVd), Hostuviroid (espécie tipo — Hop stunt viroid -
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HSVd), Cocadviroid (espécie tipo — Coconut cadang-cadang viroid - CCCVd), Apscaviroid
(espécie tipo — Apple scar skin viroid - ASSVd) e Coleviroid (espécie tipo — Coleus blumei viroid
- CbVd). Os nomes dos géneros derivam da espécie tipo (Pospiviroid de Potato spindle tuber
viroid) e o das familias do género tipo. Os géneros distinguem-se, na familia Pospiviroidae, de
acordo com o tipo de regido central conservada (central conserved region, CCR) e a presenca de
motivos denominados regido terminal conservada (terminal conserved region, TCR) e forquilha
terminal conservada (terminal conserved hairpin, TCH). Os dois géneros da familia Avsunviroidae
distinguem-se em func¢ao da composi¢@o de bases, estrutura secundaria (bastonete ou ramificada)
e morfologia da estrutura ribozimatica de cabeca-de-martelo. Atualmente, sdo aceitas 28 espécies
e 8 possiveis novos virdides ainda nao classificados dentro dos 7 géneros citados acima. Os
critérios para a discriminacdo das espécies de virdides consideram a similaridade de seqiiéncia
menor que 90%, que caracterizam virdides distintos. Quando a similaridade de seqiiéncia de
nucleotideos ¢ superior a 90%, consideram-se variantes de um mesmo virdide (FLORES et al.,
2005b). Além disso, pelo menos uma propriedade biologica diferencial deve ser considerada
como circulo de hospedeiras, modo de transmissao ¢ o fendmeno de prote¢ao cruzada. Ressalta-se
que das 28 espécies de viroides aceitas pelo ““International Committee on Taxonomy of Viruses”
(ICTV), 25 pertencem a familia Pospiviroidae que apresentam em comum a CCR, estrutura
secundaria em forma de bastonete ou quase-bastonete e a auséncia de estruturas ribozimaticas de
cabega-de-martelo, além de replicarem-se no nucleo seguindo um mecanismo de circulo rolante
assimétrico. Os trés membros da familia Avsunviroidae apresentam como caracteristica principal
os elementos estruturais tipicos das ribozimas cabega-de-martelo, ndo possuem CCR e se replicam
no cloroplasto seguindo um mecanismo de circulo rolante simétrico (FLORES et al., 2005b). Vale
destacar que, recentemente, a espécie Eggplant latent viroid (ELVd) foi proposta como candidata
a espécie tipo de um novo género, Elaviroid, da familia Avsunviroidae (FADDA et al., 2003a).
Uma compilagdo das seqiiéncias de virdides incluindo as variantes e seus respectivos nimeros de
acesso estdo disponiveis em um banco de dados (PELCHAT et al., 2003). A Tabela 1 contempla
as espécies, géneros e familias dos virdides aceitos pelo ICTV (FLORES et al., 2005b), além dos
nomes das espécies de virdides que serdo referidas ao longo do texto e suas respectivas

abreviaturas.
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Tabela 1 — Classifica¢do dos virdides em familias, géneros e espécies e os respectivos acronimos de
acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (FLORES et al., 2005b).
As espécies-tipo de cada género estdo sublinhadas

Familia Género Espécie Acronimo  Tamanho (nt)
Pospiviroidae  Pospiviroid Potato spindle tuber PSTVd 356, 359-360
Chrysanthemum stunt CSvd 354,356
Citrus exocortis CEvVd 368-374
Columnea latent CLVd 370-375
Iresine 1 Irvd-1 370
Mexican papita MPVd 359-360
Tomato apical stunt TASVd 360-363
Tomato chlorotic dwarf TCDVd 360
Tomato planta macho TPMVd 360
Hostuviroid Hop stunt HSVd 295-303
Cocadviroid Coconut cadang-cadang ccevd 246-301
Citrus IV Cvd-1v 284
Coconut tinangaja CTivd 254
Hop latent HLVd 256
Apscaviroid Apple scar skin ASSVd 329-330
Apple dimple fruit ADFVd 306-307
Australian grapevine AGVd 369
Citrus viroid 111 CVd-III 294,297
Citrus bent leaf CBLVd 318
Grapevine yellow speckle 1 GYSVd-1 366-368
Grapevine yellow speckle 2 GYSVd-2 363
Pear blister canker PBCVd 315-316
Coleviroid Coleus blumei-1 CbVd-1 248, 250-251
Coleus blumei-2 CbVd-2 301-302
Coleus blumei-3 CbVd-3 361-362, 364
Avsunviroidae  Avsunviroid Avocado sunblotch ASBVd 246-250
Pelamoviroid  Peach latent mosaic PLMVd 335-338
Chrysanthemum chlorotic mottle  CChMVd 398-401
Elaviroid" Eggplant latent' ELVd 332-335

Nota: 'Género e espécie-tipo candidatos dentro da familia Avsunviroidae (FADDA et al., 2003a)

2.3 Propriedades dos virodides

2.3.1 Caracteristicas gerais

Os virdides constituem os menores e mais simples fitopatogenos conhecidos. Diener
(1991) cita os virdides como parasitas moleculares no limiar da vida, pois 0os mesmos consistem
de uma molécula de RNA fita simples, circular, com forte estrutura secundéria e desprovidos de
proteinas. Estes patdgenos apresentam genomas com tamnho que varia entre 246 e 401
nucleotideos e ndo traduzem proteinas, sendo totalmente dependentes da célula hospedeira para
sua replicagao (DIENER, 1996). A molécula de RNA dos virdides da familia Pospiviroidae

apresenta cinco dominios (Figura 1) denominados: Dominio C — que cont¢ém a CCR; Dominio P
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— Relacionado a patogenicidade e expressdo dos sintomas em alguns virdides; este dominio
também contem uma regido rica em purinas; Dominio V — Com maior variabilidade entre viroides
que apresentam alta similaridade; Dominios TL (que contem os motivos TCR ou TCH) e TR —
Localizados nas extremidades esquerda e direita da molécula, respectivamente, ¢ provavelmente
relacionados com recombinacao e replicacdo dos virdides (KEESE; SYMONS, 1985; SANO;
ISHIGURO, 1998; STEGER; RIESNER, 2003).

O primeiro viroéide (Potato spindle tuber viroid — PSTVd) foi identificado e caracterizado
por Diener (1971) e seqiienciado por Gross et al. (1978). Desde entdo, diversos virdides tém sido
relatados em diversas espécies de plantas cultivadas como a exocorte dos citros (Citrus exocortis
viroid — CEVd), o nanismo do crisantemo (Chrysanthemum stunt viroid — CSVd), o “cadang-
cadang” do coqueiro (CCCVd), o nanismo do lupulo (HSVd), o mosaico latente do pessegueiro
(PLMVd), entre outros.

No Brasil, ja foram identificados e caracterizados o CSVd, o CEVd e o CbVd ocorrendo
naturalmente em plantas de crisantemo, citros ¢ Coleus, respectivamente, além do Hop latent
viroid (HLVd) e do PSTVd, ambos detectados em material isolado em quarentena (BATISTA et
al., 1995; FONSECA et al.,, 1990; 1993). Barbosa et al. (2000) e Rodrigues et al. (1999)
detectaram o CEVd em pomares de lima ‘Tahiti’ na Bahia e virdides associados a exocorte em
laranjeiras no Estado de Sergipe, respectivamente. Targon et al. (2005) detectaram por meio de
sondas ndo-radioativas o CEVd, o Citrus viroid Il (CVd-II) (variantes do HSVd) e o Citrus viroid
Il (CVd-III) em pomares de citros no Estado de Sao Paulo. CEVd e HSVd também foram
detectados em videiras provenientes do Rio Grande do Sul por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida e hibridizag¢do “dot-blot” (FONSECA; KUHN, 1994), e recentemente identificados
via RT-PCR e seqiienciados (EIRAS et al., 2004). A atual distribuicdo mundial dos virdides esta
representada na Tabela 2, incluindo os virdides que ja foram detectados no Brasil, tanto ocorrendo
naturalmente como interceptados no sistema de quarentena (SINGH et al., 2003a; BARTOLINI,
SALAZAR, 2003).



21

1 0 40 60 140 160
g T | Ao |
. T, © Gagol e RS ac reve® AC,or VA e © !
U CUUGHUU GA CGCCAAGG  CCGA  UGUGGG wuGluie - ve, vuuuucGee, G VUUCE ¢ CCGEVEC  CAC | G 00U UCCeA Y
eSOy s LN A N o
o v
350 < 240 150
.
w0
v AN S % e ea ae . .
AUA GAUUAAACUUUGU  GAC cac [ Cu vuccGAcuuucc cuGag Gac A
AU CUCAUUUGGAACG CuG, NEE CA GA AGGGULAGAAAGG GACUU cuUG A
[ cu| % ATTA A v A
v u A
20 L " Aad
c v
KR
& e
R
A C G |rl
. . €l
. o
A b ‘l! ”1 \ v ec
s ) N N
A < c G Uy 120
U e 0—c" G c Y .
PR G .
RO ¢ .
G NSl G e ey
’ R :
F VA <y
20 a0 v A
vy | | B x A o 140
WA« ¢ cuycacuc cuclid INEEEc ¢ Gaivce 2 vee @
v A

[

c | v A

cuyclld: ¢
vl s
R

3 300

Figura 1 — (A) Estrutura do PSTVd, membro tipo da familia Pospiviroidae, apresentando os cinco dominios

Os

denominados: Dominio C — que contém a Regido Central Conservada (CCR, “central conserved
region”), delimitada por estrelas; neste dominio também se destaca a presenga do “loop E”, elemento de
estrutura terciaria caracterizado em PSTVd que apresenta homologia com rRNA 5S de eucariontes. Nas
caixas negras, estdo representados os nucleotideos das seqiiéncias invertidas responsaveis pela formagdo
do grampo (“hairpin”) I; Dominio P — relacionado a patogenicidade; Dominio V — onde se localiza a
maior variabilidade entre virdides que apresentam elevada similaridade; Dominios TL e TR —
localizados nas extremidades esquerda e direita da molécula, respectivamente. Estdo indicadas também
as seqiiéncias TCH (“terminal conserved hairpin”), presente nos géneros Hostuviroid e Cocadviroid e
TCR (“terminal conserved region”), presente em Pospiviroid, Apscaviroid e em dois membros do
género Coleviroid. (B) Estrutura secundaria do ASBVd, membro tipo da familia Avsunviroidae,
apresentando conformagao de (quase) bastonete; (C) Estrutura secundaria ramificada do PLMVd,
espécie tipo do género Pelamoviroid, familia Avsunviroidae. Nas estruturas secundarias do ASBVd e
PLMVd destacam-se em caixas os residuos conservados na maioria das ribozimas cabeca-de-martelo
descritas na natureza (caixas cheias e vazias para as polaridades positiva e negativa, respectivamente).
As bandeiras delimitam a regido da estrutura das ribozimas de cabeca-de-martelo e as flechas apontam
para os sitios de auto-corte das moléculas. As linhas descontinuas correspondem a interagdo do tipo
“kissing-loop”

sintomas induzidos pelos virdides nas plantas hospedeiras sdo semelhantes aos

induzidos pelos fitovirus, que dificulta o diagnostico. De fato, para uma série de doengas,

inicialmente consideradas de etiologia viral, comprovou-se posteriormente que o agente etioldgico

era um viroide e nao virus. Os sintomas foliares incluem malformacdes, epinastia, rugosidade e

manchas necroticas e/ou clordticas. Causam no caule de plantas lenhosas o encurtamento dos
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entrenés, descoloragdes, caneluras e necrose. Finalmente, nos frutos e 6rgdos de reserva causam
deformacgodes, descoloracdes e necrose (HADIDI et al., 2003). Merece destaque o relato de que
plantas de citros infectadas com um complexo de virdides exibiram sintomas similares a exocorte
na auséncia do CEVd, o que evidencia a importancia da caracteriza¢do prévia do(s) patogeno(s)
implicado(s) no desenvolvimento da doenga (ITO et al., 2002).

Como no caso dos virus, o estudo dos virdides progrediu intensamente quando foram
descobertas hospedeiras herbaceas, como o tomate para o PSTVd e a Gynura aurantiaca para o
CEVd, que sao faceis de cultivar, desenvolvem sintomas especificos em pouco tempo e propiciam
uma elevada concentracdo do patogeno. Contudo, nem sempre tém sido encontradas estas
hospedeiras experimentais e ¢ possivel que nao existam para alguns virdides, com os quais nao ha
alternativa sendo trabalhar com a hospedeira natural, ainda que seja lenhosa (em alguns
patossistemas naturais, como o abacateiro-ASBVd, o virdide pode se acumular em niveis
elevados, o que permite emprega-lo em estudos de replicacdo) (FLORES et al., 2000).

A via principal de difusdo de alguns virdides, sobretudo aqueles que afetam plantas
lenhosas de interesse economico, tem sido o intenso intercambio de material propagativo
infectado entre distintas areas do globo. Os virdides sdo facilmente transmitidos mecanicamente,
podendo raramente ser transmitidos por pélen (como exemplo o PSTVd) e por semente (CbVd,
ASBVd e CSVd). A transmissdo eficiente de virdides por afideos somente foi relatada para o
Tomato planta macho viroid (TPMVd). Os virdides também podem ser transmitidos por
instrumentos de poda que tenham sido previamente empregados em plantas infectadas (HADIDI

et al., 1997).
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Tabela 2 — Ano de descoberta e atual distribuigio geografica mundial dos virdides'

Espécie Ano Distribuicio geografica atual

Potato spindle tuber 1971  Australia, Brasil®, Canadé, Costa Rica, Chile, China, India®,
Nova Zelandia?, Russia, Escocia®, USA

Chrysanthemum stunt 1973 Brasil, Itdlia, Japao, Holanda, Reino Unido, USA

Citrus exocortis 1972 Australia, Brasil, Chipre, Israel, Japdo, Nova Zelandia,
Espanha, Peru, USA

Columnea latent 1989  Canada, Alemanha, USA

Iresine 1 1996  Alemanha

Tomato apical stunt 1981  Indonésia, Costa do Marfim, Alemanha

Tomato chlorotic dwarf 1999  Canada, Holanda

Tomato planta macho 1982  México

Hop stunt 1977  Australia, Austria, Brasil, Franca, Alemanha, Hungria,
Israel, Japao, Coréia, Taiwan, USA

Coconut cadang-cadang 1975  Filipinas

Citrus IV 1988  Australia, USA

Coconut tinangaja 1988  Guam

Hop latent 1988  Asia, Brasil®, Europa, Africa do Sul, Reino Unido

Apple scar skin 1982  Canad4, China, Grécia, Japao

Apple dimple fruit 1996  Italia

Australian grapevine 1988  Australia

Citrus viroid 111 1986  Australia, Espanha, USA

Citrus bent leaf 1988  Israel

Grapevine yellow speckle 1, 2 1988  Australia, Alemanha, USA

Pear blister canker 1991  Franga, Grécia, Italia, Espanha, USA

Coleus blumei-1, 2, 3 1989  Brasil, Canada, Costa Rica, Alemanha, india, Japdo, USA

Avocado sunblotch 1979  Australia, Israel, Peru, Africa do Sul, Espanha, USA

Peach latent mosaic 1988  Canada, China, Franga, Grécia, Italia, Japdo, Nepal,

Paquistao, Roménia,’Espanha, USA, Iugoslavia
Chrysanthemum chlorotic mottle 1975  Dinamarca, Franga, India, USA

Nota: 'Dados obtidos e modificados de Singh et al. (2003a) e Bartolini e Salazar (2003); “Detectado em
material quarentenario

2.3.2 Replicacao

Os virdides se propagam nas plantas hospedeiras como populacdes de seqiiéncias de RNAs
similares mas nao idénticas (“‘quasispecies’), derivadas de muta¢des devido a auséncia de
mecanismo de correcdo nas RNA polimerases (DIENER, 1996). Certos dominios presentes nas
moléculas de RNA dos virdides sdo responsaveis pela interagao direta com fatores do hospedeiro
e influenciam a replicacio (BAUMSTARK et al., 1997; SCHRODER; RIESNER, 2002). Além
disso, a estrutura secundaria em determinados dominios pode ser fundamental tanto para o
sucesso na replicagdo como na protecdo contra agdo de RNAses celulares (DINGLEY et al.,
2003). A replicagdo dos virdides, ao contrario do que os primeiros experimentos sugeriam, se da
exclusivamente através de intermediarios de RNA (GRILL; SEMANCIK, 1978). Pela estrutura
circular dos virdides, sugeriu-se que poderiam seguir em sua replicagdo o modelo do circulo

rolante proposto anteriormente para a replicacao de alguns virus. O RNA circular infeccioso mais
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abundante, ao qual se atribui arbitrariamente a polaridade (+), ¢ reconhecido por uma RNA
polimerase celular (ativada, mas ndo codificada pelo genoma viroidal), que transcreve
repetidamente o molde circular dando origem a oligomeros lineares (-), que sdo processados em
tamanhos unitarios e fechados por uma RNAse e uma RNA ligase, respectivamente. O RNA
monomérico circular (-) inicia entdo a segunda metade do ciclo que ¢ simétrica a primeira, razao
da denominagao simétrica a esta variante do modelo do circulo rolante.

Na variante alternativa, a assimétrica, os oligomeros lineares (-) servem diretamente de
molde de transcri¢do para a sintese de oligdmeros lineares (+), que sdo cortados e ligados para
gerar o produto final, o RNA monomeérico circular (+). Assim, este modelo prediz a existéncia de
intermediarios oligoméricos, de uma ou ambas polaridades. A identificagdo de RNAs desta classe
em tecidos infectados por vérios virdides ¢ uma prova a favor deste modelo (BRANCH;
ROBERTSON, 1984). Os dados disponiveis indicam que membros da familia Pospiviroidae
seguem a variante assimétrica (HUTCHINS et al., 1985; BRANCH et al., 1988), enquanto que os
da familia Avsunviroidae a simétrica (DAROS et al., 1994; FLORES et al., 2004). O mecanismo
de replicagdo pode gerar duplicagdes em regioes da molécula de RNA, as quais sao responsaveis
pelo aumento do tamanho das moléculas de determinados virdides conforme tem sido observado
para o CCCVd (HASELOFF et al., 1982) e o CEVd (SEMANCIK et al., 1994; FADDA et al.,
2003b). As interacdes com fatores do hospedeiro e a pressdo de selegdo determinard o sucesso ou
ndo dessas moléculas maiores (FADDA et al., 2003b). Daros e Flores (2004), estudando a
interagdo de virdides em plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana transformadas com
construgdes diméricas de cDNAs de CEVd, HSVd, CCCVd, ASSVd e ASBVd, mostraram que
esta planta, apesar de ndo ser hospedeira de virdides, apresenta o aparato enzimatico necessario
para a replicacdo de virdides representativos da familia Pospiviroidae. Os autores sugerem que os
fatores limitantes para que um virdide colonize plantas de Arabidopsis sejam a deficiéncia no
movimento ou a baixa replicagao.

Dispde-se também de dados sobre outras duas atividades enzimaticas requeridas na
replicacdo dos virdides. Experimentos de inibi¢do com o—amanitina sugerem que no PSTVd e
outros virdides relacionados a RNA polimerase implicada é a II nuclear (MUHLBACH;
SANGER, 1979; FLORES; SEMANCIK, 1982; SCHINDLER; MUHLBACH, 1992).
Recentemente, Kolonko et al. (2006) determinaram que o sitio de inicio da transcri¢do do PSTVd

pela RNA polimerase II esta localizado no ““loop” do dominio terminal esquerdo. Experimentos
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paralelos com tagetitoxina sugerem no caso do ASBVd a participagdo de uma RNA polimerase
cloroplastica codificada no niacleo (NAVARRO; FLORES, 2000). Em ambos casos trata-se de
RNA polimerases que em condig¢des fisiologicas normais atuam sobre moldes de DNA e que os
virdides sdo capazes de subverter em beneficio proprio. Quanto a atividade da RNA ligase, a
informagdo disponivel € escassa, mas provavelmente se tratam de enzimas distintas, a nuclear e
cloroplastica nos virdides das familias Pospiviroidae e Avsunviroidae, respectivamente (FLORES
et al.,, 2005a). Liu e Symons (1998) descreveram transcritos de CCCVd (membro da familia
Pospiviroidae) com capacidade de auto-clivagem in vitro, sendo que o motivo de corte esta
posicionado em uma estrutura conservada em todos os membros desta familia, sugerindo que
estes virodides podem também se auto-clivar por um ou mais novos tipos de ribozimas distintas das

do tipo cabeca-de-martelo (ver mais detalhes a seguir).

2.3.3 Ribozimas: RNAs auto-cataliticos

Inicialmente, acreditava-se que as trés atividades enzimadticas requeridas eram da célula
hospedeira, pois ja havia indicagdes de que os virdides careciam de capacidade codificante. Foi
surpreendente descobrir que no ASBVd (HUTCHINS et al., 1986; FORSTER; SYMONS, 1987),
e mais tarde em trés outras espécies da familia Avsunviroidae (HERNANDEZ; FLORES, 1992;
NAVARRO; FLORES, 1997; FADDA et al., 2003a), o processamento dos oligdmeros de ambas
polaridades aos mondmeros lineares correspondentes era mediado por ribozimas (RNAs capazes
de catalisar uma reag@o na auséncia total de proteinas) da classe denominada estruturas de cabega-
de-martelo (““hammerhead”). Este nome deriva da conformagdo bidimensional proposta para
estas ribozimas, que se assemelha a dita ferramenta e que € constituida por um nucleo central de
11 nucleotideos conservados, flanqueados por trés ramos de nucleotideos nao conservados que
formam duplas hélices. Estudos envolvendo cristalografia de raio X (SCOTT et al., 1995),
demonstraram que a conformagdo tridimensional das estruturas em cabeca-de-martelo € mais
préxima do tipo y, com hélice III formando a base, e a I e II, os dois ramos superiores (Fig. 2).
Existem provas sélidas de que estas ribozimas sdo operativas ndo sé in vitro, mas também in vivo
(FLORES et al., 2000). Recentemente, Delgado et al. (2005) demonstraram, empregando técnicas
de “RNase protection” ou “RNA-ligase-mediated rapid amplification of cDNA ends”, que
durante a replicacdo do PLMVd a polimerizagdo das moléculas inicia em sitios especificos, com

as estruturas ribozimaticas do tipo cabega-de-martelo formadas somente durante a elongagao das
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fitas. A localizacdo dos sitios de inicio da transcrigdo ¢ fundamental para a adequada formacgao
das estruturas ribozimaticas e auto-clivagem (DELGADO et al., 2005).

As ribozimas convenientemente manipuladas t€ém se mostrado poderosas ferramentas
biotecnologicas para degradagao de RNAs especificos em plantas transgénicas ¢ outros sistemas
(YANG et al., 1997). A presenca das ribozimas em alguns virdides tem também importantes
implicagdes evolutivas. Além dos virdides, estas ribozimas tém sido descritas em outros pequenos
RNAs (PRODY et al., 1986; DIENER, 1991; SYMONS, 1997). Khovorova et al. (2003) e De La
Pena et al. (2003) demonstraram que modificagdes na periferia das estruturas de cabeca-de-
martelo promovem uma reducao de 100 vezes na capacidade de auto-clivagem da ribozima. Esses
dados indicam que regides externas ao nucleo central da cabecga-de-martelo desempenham papel
chave na catdlise e sugerem a existéncia de interacdes entre estas regides periféricas. Outros
trabalhos tém sido realizados visando a compreensao dos aspectos que influenciam a eficiéncia e
acao das ribozimas de cabega-de-martelo, tanto naturais como artificiais, nas possiveis interagoes
com proteinas da hospedeira, as seqiiéncias especificas de nucleotideos envolvidos em maior ou
menor eficiéncia de clivagem, na acdo do pH e na concentracio de magnésio (DAROS; FLORES,

2002; FLORES et al., 2005a).
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Figura 2 — (A) estrutura secundaria consenso da ribozima do tipo cabeca-de-martelo, onde se destacam os onze
nucleotideos conservados presentes na maioria dessas ribozimas encontradas na natureza. Esta estrutura
esta formada por trés hélices (I, II e III) que flanqueiam um “loop” central conservado. Na maioria das
ribozimas naturais as hélices I e II estdo fechadas por dois pequenos “loops” 1 e 2, respectivamente. A
flecha aponta para o ponto de auto-clivagem da molécula; N indica qualquer nucleotideo possivel e linhas
continuas e descontinuas correspondem aos pareamentos Watson-Crick e ndo-candnicos,
respectivamente; (B) modelo derivado de cristalografia de raio-X de uma ribozima artificial onde nota-se
que os “loops” 1 e 2 estdo fisicamente proximos (interacdo representada pelas linhas descontinuas).

2.3.4 Aspectos biologicos e moleculares da interacio virdide/hospedeiro

Como efeito da auséncia de proteinas codificadas pelos virdides, parece evidente que estes
aparentemente simples RNAs devam interagir com proteinas celulares utilizando-as para mediar
diferentes passos no seu ciclo infeccioso (GOZMANOVA et al., 2003; QI; DING, 2003a). Apesar
de haver alguns dados sobre o envolvimento da RNA polimerase de plantas hospedeiras na
replicacio de membros da familia Pospiviroidae (MUHLBACH; SANGER, 1979; FLORES;
SEMANCIK, 1982; SCHINDLER; MUHLBACH, 1992; WARRILOW; SYMONS, 1999) ¢ da
participagdo de uma proteina de floema no movimento de virdides desta familia (GOMEZ;

PALLAS, 2001; OWENS et al., 2001), pouco se sabe sobre outras interagdes com proteinas
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biologicamente relevantes. Martinez de Alba et al. (2003) identificaram uma proteina (Virpl) de
tomateiro capaz de se unir especificamente ao PSTVd. Para membros da familia Avsunviroidae ha
somente informagdes sobre a natureza da RNA polimerase do cloroplasto que provavelmente
catalisa a replicacdo do ASBVd (NAVARRO et al., 2000) e do PLMVd (PELCHAT et al., 2001).
Daros e Flores (2002) reportaram o primeiro caso de uma proteina do hospedeiro (no caso o
abacateiro) fisicamente associada ao RNA viroidal, que media a clivagem de uma ribozima de
cabega-de-martelo in vitro e presumivelmente in vivo, favorecendo o processo de replicagdo do
virdide (ASBVd). Os autores sugerem também que esta familia de proteinas, envolvidas no
processamento e estabilidade dos transcritos do cloroplasto, esteja relacionada com a preservagao
do RNA viroidal da degradagdo atuando como uma “capa protéica”. Além disso, estas proteinas
poderiam facilitar o transporte do virdide para o cloroplasto (DAROS; FLORES, 2002).

No que se refere a localizagdo subcelular, experimentos de hibridizagdo in situ combinada
com microscopia confocal mostraram que membros representativos da familia Pospiviroidae
acumulam-se no nucleo e alguns deles especificamente no nucléolo (HARDERS et al., 1989). Isto
sugere que deve haver sinais que os dirigem aos ditos compartimentos celulares de forma analoga
a alguns pequenos RNAs nucleares da célula. Por outro lado, pelo menos dois dos trés membros
da familia Avsunviroidae, ASBVd e PLMVd acumulam-se no cloroplasto (BONFIGLIOLI et al.,
1994; LIMA et al., 1994; BUSSIERE et al., 1999) o que ressalta, uma vez mais, as diferencas
entre estas duas familias. Observou-se também no caso do PSTVd que, além da forma circular
mais abundante, os RNAs viroidais de polaridade complementar (que atuam como intermediarios
no ciclo replicativo) também se localizam no nucleo, o que indica que estes virdides nao s6 se
acumulam como também se replicam nesta organela. De forma paralela, o ASBVd se replica e se
acumula nos cloroplastos (FLORES et al., 2000). Recentemente, Qi ¢ Ding (2003a), em um
elegante trabalho envolvendo hibridizac¢do in situ, propuseram um modelo para a replicacdo e
transporte do PSTVd no interior do nucleo da célula: (i) apos a passagem do viroide do citoplasma
para o nucleo, ocorre a sintese das moléculas de ambas polaridades no nucleoplasma; (ii) as
moléculas de polaridade negativa (complementar) permanecem no nucleoplasma; (iii) as
moléculas de polaridade positiva sdo transportadas seletivamente para o nucléolo; (iv) apds a
circularizagdo, as novas moléculas (positivas) retornam ao nucleoplasma e em seguida passam ao
citoplasma para serem transportadas célula-a-célula. Assim, como ja demonstrado para outros

RNAs (LEWIS; TOLLERVEY, 2000), o nucléolo deve ser o sitio de processamento dos membros
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da familia Pospiviroidae, os quais devem conter motivos para a localizac¢ao e transporte para esta

organela (QI; DING, 2003b).

2.3.5 Movimento na planta

Os viroides, apesar de seu tamanho minimo, atuam visando completar seu ciclo infeccioso
nas plantas hospedeiras, que além da replicacdo, inclui movimento intracelular (transporte para o
nucleo no caso dos Pospiviroidae, e para o cloroplasto para os Avsunviroidae), intercelular
(célula-a-célula) e a longas distancias (via floema) (PALUKAITIS, 1987; WOO et al., 1999;
ZHAO et al., 2001; ZHU et al., 2001). Ao contrario dos virus, que codificam suas proprias
proteinas de movimento, os virdides devem interagir com fatores do hospedeiro para que possam
ser transportados por toda planta. De acordo com Zhu et al. (2001), os virdides que se replicam no
nucleo devem apresentar as seguintes fases em seu ciclo infeccioso: (i) importagdo para o nucleo
através dos poros nucleares, antes da replicagao; (ii) exportagao do ntcleo para o citoplasma, apos
a replicagdo; (iii) movimento célula-a-célula via plasmodesmata; (iv) movimento a longa distancia
via floema.

Com relagdo ao movimento intracelular, Woo et al. (1999), empregando protoplastos
permeabilizados, demonstraram que mondmeros de PSTVd sdo transportados do nticleo para o
nucléolo e este transporte ¢ mediado pela seqiiéncia-estrutura especifica da molécula de RNA
viroidal e ¢ independente da interagdo com o citoesqueleto. Qi e Ding (2003a) demonstraram que
moléculas de PSTVd de diferentes polaridades sdo transportadas e acumulam-se diferencialmente
no nucleo e nucléolo, o que indica que fatores da célula hospedeira devem estar implicados no
reconhecimento de motivos especificos do RNA viroidal.

Ap6s a replicagao e transporte intracelular e acimulo nas primeiras células, o sucesso da
colonizacao das plantas pelos virdéides dependera da capacidade que estes tenham de se mover
célula-a-célula. Este movimento foi estudado, no caso do PSTVd, mediante microinjecdes de
RNA viroidal em células e protoplastos de mesofilo de fumo e tomate. Os resultados indicaram
que o virdide se move célula-a-célula através dos plasmodesmas e que este movimento ¢
determinado por elementos estruturais especificos do RNA viroidal (DING et al., 1997). Além
disso, um sofisticado modelo de transporte de RNAs célula-a-célula foi recentemente proposto

por Ding et al. (2005). Os autores sugerem que distintos motivos de estrutura secundaria do RNA
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viroidal devem interagir com fatores especificos do hospedeiro, sendo que esta interacdo deve
regular o transporte em distintas fases do desenvolvimento da planta.

O movimento célula-a-célula culmina com a chegada do virdide ao sistema vascular, onde
via floema sera distribuido por toda a planta. Experimentos com o patossistema PSTVd/tomateiro
revelaram que o virdide se transloca via floema junto com os produtos da fotossintese
(PALUKAITIS, 1987), seguindo a mesma via da maioria dos virus de plantas (MAULE et al.,
2002). Hammond (1994) havia apontado que a estrutura e/ou a estabilidade do dominio TR era
essencial para o movimento do PSTVd célula-a-célula e a longa distancia, e Palukaitis (1987)
sugeriu que para ambos tipos de movimento os viroides deveriam se associar a proteinas da planta
hospedeira. Maniataki et al. (2003) descreveram a interagdo da proteina Virpl de tomateiro com
uma regido de 71 nucleotideos localizada no dominio TR do PSTVd, e Gozmanova et al. (2003)
apontaram a importancia do motivo RY (denominado assim por sua composicao de bases), dentro
do mesmo dominio TR, na interagdo com a proteina Virpl de tomateiro para o movimento
sistémico do PSTVd. Com experimentos de hibridizagdo in situ, Zhu et al. (2001) demonstraram
que o PSTVd além de se mover a longas distancias, também se replica ativamente no floema.
Sugeriram também que o movimento do PSTVd via floema possa ser governado por parametros
celulares e relacionados ao desenvolvimento. O PSTVd foi detectado em plantas de tomateiro e
Nicotiana benthamiana em células do parénquima floematico, no mesofilo e na epiderme, ndo
tendo sido detectado nos meristemas apical caulinar e laterais. Nos 6rgdos florais, foi detectado
somente nas pétalas, ndo sendo encontrado nas sépalas, estames e carpelos. No caule, foi
detectado em praticamente todos os tecidos como epiderme, cortex, floema e xilema. Os autores
observaram também que o PSTVd tem seu movimento direcionado para as folhas jovens (drenos)
e nao para as folhas fonte (responsaveis pela fotossintese) durante o desenvolvimento, o que
sugere que o virdide segue o padrio de transporte dos fotoassimilados (ZHU et al., 2001). Vale
ressaltar que o movimento sistémico de sinais, para mecanismos de silenciamento génico segue o
mesmo padrao (VOINNET et al., 1998). Zhu et al. (2002), analisando plantas transgénicas
transformadas com o PSTVd sob o controle do promotor constitutivo 35S do Cauliflower mosaic
virus (CaMV), observaram que o PSTVd se replica em todos os o6rgaos florais. Assim, o fato do
PSTVd nao ter sido detectado em alguns 6rgaos florais de plantas nao transformadas inoculadas
mecanicamente indica que o movimento de RNAs nos vasos ndo segue simplesmente um fluxo

direcionado da fonte para o dreno, ao contrario, ¢ controlado por mecanismos que envolvem a
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interagao de motivos do RNA viroidal com fatores do hospedeiro. Portanto os virdides podem ser
considerados como RNAs exdgenos que desenvolveram motivos estruturais que mimetizam
motivos de RNAs endogenos de plantas, de maneira que sdo reconhecidos por fatores celulares
que facilitam seu movimento (ZHU et al., 2002). Neste contexto, Qi et al. (2004) identificaram
um motivo presente na molécula do PSTVd que media seu transporte unidirecional das células da
bainha do floema para o mesofilo. Além disso, os autores com ensaios de hibridizagdo in situ
demonstraram que o transporte ¢ regulado por fatores relacionados ao desenvolvimento.
Recentemente, Gomez e Pallas (2004), utilizando ensaios de imunoprecipitagdo,
demonstraram que uma proteina de floema de espécies de Cucurbita interage com o HSVd in vivo
formando um complexo ribonucleoprotéico (RNP), que deve permitir que o RNA do HSVd possa
se mover via floema. Os autores também caracterizaram a proteina (denominada CsPP2), a qual
apresenta um dominio estrutural com propriedades para ligagdo a RNA, sendo que o possivel
envolvimento no transporte de um RNP sugere que essa proteina atue como uma chaperona

(GOMEZ; PALLAS, 2004). Nio ha dados disponiveis sobre o0 movimento dos Avsunviroidae.

2.3.6 Silenciamento génico

A ativagdo de mecanismos de defesa do hospedeiro do tipo silenciamento génico pos-
transcricional (PTGS) tem sido relatada para virdides (ITAYA et al., 2001; PAPAEFTHIMIOU et
al., 2001; MARTINEZ DE ALBA et al., 2002). Em muitos casos, esses mecanismos sao
insuficientes para impedir a indugdo de efeito patogénico (DIENER, 1999). O PTGS, mecanismo
que regula a expressdo génica em eucariontes, resulta em degradacdo de RNAs de fita simples
(ssRNAs) e ¢ ativado por RNAs de fita dupla (dsRNAs) derivados em muitos casos de ssSRNAs
que alcangam niveis anormais na célula e servem como molde para a RNA polimerase dependente
de RNA. Esses dsRNAs s3o subseqiientemente processados em fragmentos de 21 a 25
nucleotideos, denominados pequenos RNAs interferentes (siRNAs) (VANCE; VAUCHERET,
2001; BAULCOMBE, 2002), que sao considerados marcadores desse fendmeno por estarem
sempre associados a sistemas exibindo PTGS. Recentemente, siRNAs homodlogos as fitas positiva
e negativa do PSTVd foram detectados em plantas infectadas por este virdide, indicando que o
PSTVd induz PTGS (ITAYA et al., 2001; PAPAEFTHIMIOU et al., 2001). Martinez de Alba et
al. (2002) observaram também para dois virodides da familia Avsunviroidae a presenca de siRNAs
indicando que o PLMVd e o Chrysanthemum chlorotic mottle viroid — CChMVd (NAVARRO;
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FLORES, 1997) sao indutores de PTGS. Porém o mesmo nao se verificou para o ASBVd, que se
acumula em niveis elevados no tecido da hospedeira enquanto que PLMVd e CChMVd
apresentam baixas concentragdes. Esta correlagdo inversa entre acimulo do virdide e a presenca
ou auséncia dos siRNAs ¢ consistente com o envolvimento dos Ultimos em uma resposta de
defesa do tipo PTGS do hospedeiro que atenuaria o efeito dos virdides reduzindo seu titulo.
Markarian et al. (2004) demonstraram que o ASBVd também ¢ alvo de PTGS, particularmente em
areas sintomaticas observando uma direta correlagdo entre a concentracao de siRNAs e do virdide.
Os mesmos autores analisaram também plantas de Gynura infectadas com dois variantes de
CEVd, que causam sintomas severos e fracos, e verificaram que os niveis de acimulo de siRNAs
estdo relacionados com a severidade dos sintomas e ndo com o titulo do virdide.

Wang et al. (2004) sugerem que o silenciamento de RNA em plantas desempenha um
importante papel nos mecanismos de patogenicidade de virdides e VL-satRNAs (ver mais
adiante), e também na evolugdo de suas estruturas secundarias. De acordo com esta hipdtese,
virdides e VL-satRNAs causariam sintomas pela atuagdo de seus siRNAs como microRNAs (uma
classe de pequenos RNAs endogenos implicados na regulagao do desenvolvimento em plantas e
outros organismos) que silenciariam mRNAs fisiologicamente importantes do hospedeiro. Em
acordo com esta proposi¢do, Denti et al. (2004) estudando silenciamento no patossistema PSTVd-
tomateiro, encontraram siRNAs predominantemente no citoplasma. Por outro lado, os virdides e
VL-satRNAs, por ndo codificarem proteinas proprias, supressoras de silenciamento, devem
garantir sua existéncia e seu sucesso ao longo da evolucdo utilizando exclusivamente estratégia
baseada em sua seqiiéncia e estrutura secundaria, o que os tornam significativamente resistentes a

degrada¢do mediada pelo silenciamento de RNA (WANG et al., 2004).

2.3.7 Patogénese

Os virdides induzem enfermidades em culturas de importancia economica de plantas tanto
herbaceas como lenhosas. Em alguns casos, seus efeitos podem ser devastadores como sucedeu
com o CCCVd que matou mais de vinte milhdes de coqueiros no sudoeste asidtico. Em outros
casos, a infec¢do transcorre de forma latente, sem sintomas perceptiveis na hospedeira natural
como ¢ o caso do CLVd. Alguns virdides apresentam circulo de hospedeiras restrito, como na
familia Avsunviroidae cujo membro tipo, 0 ASBVd, s6 infecta abacateiro e cinamomo (familia

Lauraceae). Certos membros da familia Pospiviroidae também apresentam poucas hospedeiras,
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como o ASSVd que infecta apenas macieira e pereira e o CCCVd que infecta palmaceas. Ja o
PSTVd, HSVd, CSVd e o CEVd apresentam amplo circulo de hospedeiras, podendo no caso do
PSTVd infectar mais de 160 espécies em 13 familias botanicas (SINGH et al., 2003b).

Trabalhos recentes, envolvendo padrao de expressdao de genes em hospedeiras infectadas,
tém sido realizados por meio de andlise de “macroarrays” para virdides (ITAYA et al., 2002).
Entretanto, mesmo com a utilizagdo de técnicas sofisticadas de analise de expressdo génica e
hibridizacdo comparativa, ha dificuldade de associa¢do de interagdes moleculares e expressao de
sintomas. A expressdao dos sintomas ¢ os niveis de severidade observados em uma determinada
hospedeira sao, muitas vezes, determinados por diferencas minimas de seqiiéncias de nucleotideos
entre as variantes de um virdide (GROSS et al., 1981; SCHNOLZER et al., 1985; VISVADER;
SYMONS, 1986; SKORIC et al., 2001). Essas diferencas, porém, podem resultar em mudangas na
estrutura secundaria da molécula com conseqiiente influéncia na ligacao a fatores da hospedeira e
expressao dos sintomas (SCHMITZ; RIESNER, 1998). Poucos estudos tém demonstrado que
elementos nao codificantes de genomas de RNA podem controlar o desenvolvimento de sintomas
via interacdo entre estruturas do RNA e fatores do hospedeiro. Porém, parece evidente que
interagdes entre fatores do hospedeiro e seqiiéncias especificas de RNA devem ter um papel na
patogénese, € a0 mesmo tempo promover o sucesso dos virdides, virus e RNAs satélites na
colonizacao dos tecidos vegetais (MAULE et al., 2002). Qi e Ding (2003a) demonstraram que a
infeccdo do PSTVd em tomateiro causa restricdo na expansao celular mas ndo altera divisao e
diferenciacdo, o que leva ao encurtamento dos entrends e diminuicdo do tamanho das folhas. Por
outro lado, uma série de evidéncias sugere que mecanismos de fosforilagio de proteinas
desempenham um importante papel na patogenicidade dos virdides (HIDDINGA et al., 1988), e
neste contexto Hammond e Zhao (2000) caracterizaram uma proteina quinase de tomateiro que
tem sua transcricdo ativada pelo PSTVd. Qi e Ding (2003a), analisando o patossistema
PSTVd/tomateiro, identificaram que a modificacdo de um nucleotideo no ““loop E” da regido
central conservada confere uma condi¢dao letal as plantas de tomateiro inoculadas, além de
promover a inibicdo do crescimento celular e do desenvolvimento da parte aérea. Os mesmos
autores em estudos prévios analisaram substitui¢des nesse mesmo motivo “loop E”’, e embora ndo
tenham ocorrido alteragoes na estrutura do RNA, houve aumento dos niveis de transcricdo em até
100 vezes em células de fumo (QI; DING, 2002). Isso indica que o motivo supra citado de PSTVd

deva atuar no processamento, transcricdo e patogenicidade (QI; DING, 2003a). Um papel
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patogénico similar ao desempenhado pelo ““loop E” em PSTVd seria desempenhado por um
“tetraloop” em CChMVd, sendo que uma simples mutagdo no “tetraloop” pode converter uma
variante sintomaética em assintomatica (DE LA PENA et al., 1999, DE LA PENA; FLORES,
2002).

Apo6s a introdugdo do virdide na planta hospedeira, o primeiro evento relacionado a
patogénese envolve a interagdo entre o RNA viroidal e fatores do hospedeiro de natureza
desconhecida. Estudos relacionando seqiiéncias ou estruturas determinantes de patogenicidade
tém sido realizados, principalmente com o PSTVd e outros membros da familia Pospiviroidae,
pela facilidade de realizagdo de ensaios bioldgicos e por possuirem hospedeiras herbaceas
(GROSS et al., 1981; SCHNOLZER et al., 1985; VISVADER; SYMONS, 1986; SANO et al.,
1992; SCHMITZ; RIESNER, 1998; REANWARAKORN; SEMANCIK, 1998). Trabalhos dessa
natureza para membros da familia Avsunviroidae tém sido limitados pela dificuldade de realizagao
de ensaios biologicos, pelo limitado nimero de hospedeiras ¢ pelo normalmente longo periodo de
tempo apds a inoculagdo, necessario para o aparecimento de sintomas (SEMANCIK;
SZYCHOWSKI, 1994; AMBROS et al., 1998; MALFITANO et al., 2003; DE LA PENA et al.,
1999). Um outro fator que dificulta os estudos de aspectos ligados a patogenicidade do PLMVd ¢
a elevada variabilidade deste viroide (AMBROS et al., 1998). J4 o CChMVd, quando inoculado
em plantas de crisantemo, exibe sintomas entre 8 e 10 dias (NAVARRO; FLORES, 1997). Além
disso, a ocorréncia de estirpes severas e latentes deste virdide permitiu a identificagdo via
mutagénese sitio dirigida de motivos especificos, possibilitando estudos experimentais de
protecdo cruzada e de evolucdo destes patogenos in vivo (DE LA PENA; FLORES, 2002).

A construgdo de quimeras contendo seqiiéncias derivadas de variantes de um simples
virdide (GORA et al., 1996; VISVADER; SYMONS, 1986), de virdides relacionados (SANO et
al., 1992) e de viroides de diferentes géneros (SANO; ISHIGURO, 1998), tem indicado que a
patogénese ¢ controlada por determinantes distribuidos em uma ou mais regides da molécula.
Fatores que determinam o circulo de hospedeiras dos virdides sdo pouco conhecidos, porém
mutagdes de ponto na regido central conservada podem alterar o circulo de hospedeiras e a
eficiéncia de replicacdo do PSTVd (WASSENEGGER et al., 1996; ZHU et al., 2002). Em
membros da familia Pospiviroidae, mutagdoes tém sido associadas a dominios especificos
similares para o PSTVd e CEVd com importantes efeitos na patogenicidade (VISVADER;
SYMONS, 1986; SANO et al., 1992). Mutacdes que geram alteragdes na conformacao de regides
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associadas a patogenicidade e presumivelmente nas interacdes RNA-proteina tém sido relatadas
para alguns virdides (OWENS et al., 1996; SCHMITZ; RIESNER, 1998). O motivo da estrutura
secundéria RY localizado no dominio TR do PSTVd também parece determinar o circulo de
hospedeiros (GOZMANOVA et al., 2003). Owens et al. (2003) ao compararem as propriedades
estruturais das quimeras PSTVd/CLVd (construidas artificialmente) sugeriram que interagdes
entre nucleotideos no dominio de patogenicidade e no *“loop” do dominio terminal direito (TR)
desempenham um papel critico na replicagdo e movimento do CLVd. Além disso, resultados de
bioensaios indicaram que mudangas na por¢ao direita do dominio de patogenicidade tiveram
efeito acentuado na infectividade do CLVd.

Em CChMVd, conforme ja comentado, uma alteragdo no “‘tetraloop” da conformacao
ramificada tem sido identificada como determinante da patogenicidade (DE LA PENA; FLORES,
2002). Malfitano et al. (2003), analisando variantes de PLMVd de plantas de pé€ssego com
sintomas de forte clorose nas folhas, talos e frutos conhecidos como ““peach calico”,
estabeleceram uma relacdo causal entre esses sintomas ¢ uma inser¢ao de 12 a 13 nucleotideos na
molécula do RNA viroidal. Este caso difere do comumente observado para virdides em que
substituicdes ou inser¢des/delecdes de um pequeno nimero de nucleotideos sdo associadas com
patogenicidade. A associagdo dos sintomas causados pelas variantes de PLMVd em pessegueiro e
por variantes de ASBVd em abacateiro, virdides com propriedades bioldgicas e estruturais
distintas, indica que efeitos fenotipicos similares podem ser causados por diferentes interagdes
moleculares (MALFITANO et al., 2003).

Ao nivel citolégico tém sido observadas diversas alteragdes que afetam a parede celular e a
membrana plasmatica em plantas infectadas com o CEVd, e malformagdes dos cloroplastos em
plantas infectadas pelo ASBVd (isto provavelmente como conseqiiéncia da localizacdo do
ASBVd nesta organela). Em tecidos com sintomas induzidos pelo CEVd tem-se detectado o
acaimulo de uma série de proteinas denominadas PR (“‘pathogenesis related”), que incluem
enzimas hidroliticas do tipo proteases, glucanases e quitinases, ou de oOxido-redu¢do como
peroxidases além de modificagdes nos niveis de certos horménios como o etileno. E possivel que
estas alteragdes formem parte da cadeia de transdugdo do sinal que conecta o efeito patogénico
primario com os sintomas macroscopicos. Desconhece-se, contudo, o fator da célula hospedeira
que interage inicialmente com o RNA viroidal determinando o efeito patogénico primario

(SEMANCIK, 2003).
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2.4 Virusoides: pequenos RNAs satélites circulares

Os satélites sdo agentes subvirais que, diferentemente dos virdides, ndo se replicam de
forma autonoma, sendo sua replicagdo dependente da co-infec¢do de uma célula hospedeira com
um virus auxiliar. Os acidos nucléicos dos satélites caracterizam-se por seqiiéncias que sao
substancialmente distintas das de seus virus auxiliares e de suas hospedeiras e nele se diferenciam
dos RNAs defectivos interferentes (DI) e dos RNAs defectivos que derivam em sua totalidade do
genoma do virus auxiliar (RUBINO et al., 2003). Entretanto, os 4cidos nucléicos de satélites e do
virus auxiliar correspondente podem compartilhar seqiiéncias curtas, normalmente nas
extremidades da molécula; um replicon quimérico com seqiiéncias que provém de um RNA
satélite (satRNA) e de seu virus auxiliar foi descrito por Simon e Howell (1986). A presenga de
um satélite também pode afetar o nivel de acimulo do virus auxiliar. Por todas as caracteristicas
anteriores, consideram-se os satélites como parasitas moleculares de seus virus auxiliares.

Normalmente, a relagdo virus auxiliar/satélite é especifica enquanto que a replicagdo de
um satélite particular s6 ¢ mantida por uma espécie de virus, ou por um grupo de espécies
relacionadas. Porém, ndo ha correlagdo entre a taxonomia dos satélites e a de seus virus auxiliares,
sendo que um determinado virus pode ter satélites taxonomicamente distintos. Isto sugere que o
“satelitismo” evoluiu independentemente uma série de vezes (VOGT; JACKSON, 1999). A
epidemiologia dos satélites estd condicionada por caracteristicas do virus auxiliar (VOGT;
JACKSON, 1999). Diferentemente, a disseminagado dos virdides, por ndo dependerem de um virus
auxiliar e por ndo apresentarem envolvimento com vetores, ¢ dada pelas praticas agricolas
(DIENER, 2001). Do mesmo modo, o controle das enfermidades associadas aos satélites ¢ como o
das causadas pelo virus auxiliar.

Os satélites ndo formam uma unidade taxondmica, j& que ¢ um grupo muito mais
heterogéneo que os virdides. Ha satélites que codificam proteinas que se expressam in Vivo e
satélites que sdo acidos nucléicos nao codificantes. Quando a proteina codificada pelo satélite ¢
uma proteina estrutural, sdo referidos como virus satélites, que se encontram como componentes
nucleoprotéicos diferenciados nas preparagdes purificadas do virus auxiliar. Os satélites que nao
codificam proteinas estruturais sdo denominados acidos nucléicos satélites. Os virus ou acidos
nucléicos satélites ndo sdo necessarios para a multiplicagdo dos virus auxiliares, porém tém sido
descritas moléculas de RNA com caracteristicas de satélite que ndo sdo necessarias para que o

virus auxiliar infecte em condi¢des experimentais, mas que podem ser necessarias para que



37

complete seu ciclo em condigdes naturais. Também tém sido descritos agentes subvirais do tipo
satélite que dependem de um virus auxiliar para serem encapsidados, mas nao para sua replicacao
(SYMONS, 1997; HULL, 2002; RUBINO et al., 2003).

O termo satélite foi cunhado por Kassanis (1962) para denominar as particulas de 17 nm
de didmetro associadas com o Tobacco necrosis virus (TNV) e dependentes deste para seu
acumulo. A partir dai, o termo satélite se estendeu para incluir acidos nucléicos satélites. A
maioria dos satélites descritos sio RNAs de fita simples que se associam a virus de RNA, mas
também existem satélites que sdo DNAs de fita simples € RNAs de fita dupla. Além dos satélites
que se associam a virus de plantas, hd também aqueles associados a virus de insetos, de
protozoarios e de fungos (MAYO et al., 2000). Os satélites tém sido considerados modelos
apropriados para o estudo de aspectos fundamentais a virologia, como os processos de replicacao,
encapsidagdo, patogénese, recombinagdo e variabilidade genética. As relagdes, geralmente
complexas, entre satélites ¢ virus auxiliar suscitam questdes interessantes de biologia evolutiva
sobre os satélites (COLLMER; HOWELL, 1992; VOGT; JACKSON, 1999). Apesar dos recentes
avancos da biologia molecular, o conhecimento ¢ ainda escasso em questdes fundamentais tais
como: (i) de que maneira a maquinaria de replicacdo do virus auxiliar replica os satélites? (ii)
como os satélites alteram o acumulo e a patogénese do virus auxiliar? (iii) e qual a origem dos
satélites e como eles influenciaram as populagdes do virus auxiliar?

Os agentes subvirais do tipo RNA satélite com estrutura do tipo virdide (viroid-like
satellite RNAs - VL-satRNAs) s3o subdivididos em membros dependentes de um virus auxiliar
do género Sobemovirus, os quais sdo encapsidados como moléculas circulares com forte estrutura
secundaria (esses RNAs satélites sdo denominados virusdides) e membros dependentes de um
virus auxiliar dos géneros Nepovirus e Polerovirus, os quais sdo encapsidados na forma linear
(MAYO et al., 2000; RUBINO et al., 2003). Juntamente com os virdides, os virusoides sao os
menores agentes infecciosos conhecidos. Apresentam caracteristicas fisicas de viroides, porém
diferem na seqiiéncia, fungdo e biologia (SYMONS; RANDLES, 1999). Foram primeiramente
relatados como satélites do Velvet tobacco mottle virus (VTMoV). Posteriormente, demonstrou-se
que um isolado de VITMoV livre de satélite poderia encapsidar o PSTVd (FRANCKI et al., 1986),
0 que sugere a possibilidade de que virdides devam ser RNAs satélites que escaparam, e que

inicialmente eram auxiliados em sua replicagdo e transmissao por um virus auxiliar.
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Em alguns casos (p.ex., os VL-satRNAs do Tobacco ringspot virus - TRSV e do Barley
yellow dwarf virus - BYDV), o VL-satRNA atenua os sintomas do virus auxiliar e reduz seu
acumulo. Nos outros (p.ex. VTMoV) os VL-satRNAs agravam consideravelmente os sintomas do
virus auxiliar (RUBINO et al., 2003). Os VL-satRNAs tém um tamanho de 220-457 nt. Em
tecidos infectados, sdo encontrados em suas formas circular e linear, mas o virus auxiliar
encapsida preferencialmente as formas lineares (no caso de Polerovirus e Nepovirus) ou circulares
(Sobemovirus). Os VL-satRNAs ndo tém atividade de RNA mensageiro, ainda que alguns
possuam ORFs potenciais. Todos os VL-satRNAs dos sobemovirus e dos polerovirus
caracterizados at¢ o momento que apresentam dominios com atividade de ribozima sdo do tipo
cabega-de-martelo e aparecem, em sua maioria, nas cadeias de polaridade positiva: RNAs satélites
do Solanum nodiflorum mottle virus (SNMoV), do Subterranean clover mottle virus (SCMoV), do
VTMoV, e do Rice yellow mottle virus (RYMYV). No caso dos RNAs satélites do Lucerne
transient streak virus (LTSV, Sobemovirus) e do BYDV (Polerovirus) as ribozimas sio
encontradas em ambas polaridades. Os VL-satRNAs dos nepovirus (Tobacco ringspot virus -
TRSV, Chicory yellow mottle virus - CYMV e Arabis mosaic virus - ArMV) tém ribozimas com
estrutura de cabega-de-martelo na cadeia positiva e com estrutura em forquilha (““hairpin”) na
cadeia negativa (MAYO et al., 2000; RUBINO et al., 2003).

A replicacdo dos VL-satRNAs ocorre por meio de um mecanismo de circulo rolante
conforme descrito para os virdides (e por isto sdo chamados também de satRNAs do tipo virdide),
sendo que para alguns foi demonstrado que ocorre auto-corte mediado por ribozimas das cadeias
multiméricas lineares para dar lugar as formas monoméricas. As ribozimas que apresentam
estrutura de cabega-de-martelo promovem auto-corte do RNA, enquanto que as que tém estrutura
do tipo forquilha catalisam tanto o corte como a ligagdo do RNA (BUZAYAN et al., 1986;
PRODY et al., 1986; FORSTER; SYMONS, 1987). Deve-se destacar que, pelo menos para um
RNA com estas caracteristicas, foi encontrada uma contrapartida de DNA, formando um elemento
do tipo “retrovirdide” (DAROS; FLORES, 1995). Vera et al. (2000) obtiveram evidéncias do
possivel envolvimento de uma transcriptase reversa do Carnation etch ring virus (CERV) na
origem desse retrovirdide. Em animais também tem sido relatada a ocorréncia de RNAs similares
aos virdides. O RNA do Hepatitis delta virus (HDV) depende para sua encapsidacdo do Hepatitis

B virus (HBV), ¢ apresenta caracteristicas estruturais ¢ mecanismo de replicagdo comuns aos
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viroides € VL-satRNAs, como molécula circular com forte estrutura secundaria e ribozimas

especificas presentes nas duas polaridades (TAYLOR, 1999; HARRIS; ELDER, 2000).

2.5 Origem e evolugao dos viréides e virusdides: uma viagem ao mundo de RNA

Diener (1996) aponta os virdides como os patdgenos que apresentam OS pProcessos
evolucionarios mais dinamicos entre os sistemas bioldgicos conhecidos. A presenca de estruturas
periddicas com repeticdes de nucleotideos, o tamanho reduzido do genoma e a atividade auto-
catalitica caracterizam os virdides como moléculas muito antigas que podem ser considerados
“fosseis vivos” (DIENER, 1989; 2001). Ha outras hipdteses sobre a possivel origem dos virdides:
(i) a primeira delas sugere que os virdides poderiam ter se originado a partir de elementos
genéticos transponiveis ou de retrovirus, pois ha certas semelhancas de seqiiéncia entre a CCR de
alguns virdides e os extremos de uma regido polipurinica que também esta presente em retrovirus
(KIEFER et al., 1983); (ii) Numa segunda hipotese, os virdides seriam “introns fugitivos”, pois
foram observadas certas semelhangas de seqiliéncia entre virdides e introns do grupo I. Além
disso, virdides e introns do grupo I tém tamanhos similares e alguns deles sdo capazes de auto-
processamento (corte e circularizagao) (HADIDI, 1986; CECH, 1990). Entretanto, andlises mais
detalhadas demonstraram que o mecanismo auto-catalitico € muito diferente em ambos os casos e,
além disso, apesar de repetidos esfor¢os ndo foi encontrada em virdides uma contrapartida de
DNA homologo como ocorre com 0s introns.

Comparacdes entre seqiiéncias de nucleotideos de virdides e RNAs satélites indicam que
estes constituem um grupo monofilético, apresentando como ancestrais os virdides auto-
cataliticos (ELENA et al., 1991). Outros resultados apontam para uma origem quimérica do RNA
do HDV, a partir de um RNA do tipo virdide que capturou um RNA mensageiro codificando uma
proteina que favoreceria sua replicagdo (BRAZAS; GANEM, 1996). O descobrimento da
atividade catalitica em alguns RNAs viroidais reforcou a idéia de que previamente ao mundo
celular atual, baseado em DNA e proteinas, existiu provavelmente um “Mundo de RNA” (“RNA
world”) em que tanto as macromoléculas que armazenavam como as que expressavam a
informacdo genética eram de RNA (GILBERT, 1986). Os virdides e os VL-satRNAs poderiam
ser reliquias evolutivas dessa era antiga (DIENER, 1989). A estrutura dos RNAs do tipo virdide, e
em particular seu pequeno tamanho e alto contetido de G+C, teriam permitido superar a baixa

fidelidade de copia dos primitivos sistemas replicativos e, por outro lado, sua estrutura circular
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teria dispensado os sinais de inicio e término da replicacdo. Porém, o argumento que mais reforga
esta hipOtese é a presenga nos virdides da familia Avsunviroidae e em todos os VL-satRNAs de
ribozimas estruturalmente muito simples que poderiam ter catalisado a replicagdo durante as
etapas iniciais da evolucdo da vida na Terra (DIENER, 1989; LANDWEBER et al., 1998).
Posteriormente, os virdides teriam adquirido uma dependéncia da célula hospedeira (os VL-
satRNAs de um virus auxiliar), convertendo-se assim em parasitas intracelulares. A atividade
ribozimatica presente em alguns RNAs do tipo virdide seria um vestigio de seu passado evolutivo
(DIENER, 1996; 2001; ELENA et al., 1991; 2001).

Ha também fortes evidéncias que suportam a hipotese de que cloroplastos sdo organelas
que evoluiram de cianobactérias por simbiose (MARGULIS, 1993; MARTIN, 1999), sugerindo
que estes procariontes de vida livre poderiam ter hospedado virdides, principalmente os ancestrais
da familia Avsunviroidae, anteriormente a colonizag¢ao das plantas superiores. Isso implica que os
membros da familia Avsunviroidae sejam os virdides mais antigos (LIMA et al., 1994; FLORES
et al., 2000; DAROS et al., 2006). Analises filogenéticas sdo consistentes com essas suposigdes e
também sugerem que virdides possam estar presentes atualmente em cianobactérias (ELENA et
al., 1991; FLORES et al., 2000).

A analise detalhada das seqiiéncias dos virdides mostra também que alguns deles parecem
ter surgido como quimeras resultantes da recombinagdo de duas ou mais seqii€ncias parentais que
estariam co-infetando a mesma hospedeira (KEESE; SYMONS, 1985). Portanto, a historia
evolutiva dos virdides pode ter sido moldada por fendmenos de recombinagdo similares aos que
tém sido descritos para virus. O exemplo mais representativo de recombinacao entre virdides € o
caso do CLVd que ¢ formado por um mosaico de seqiiéncias provenientes de PSTVd, TPMVd,
HSVd e TASVd (HAMMOND et al., 1989). Esta natureza quimérica, em nivel estrutural,
manifesta-se também em suas propriedades biologicas, pois o CLVd compartilha a gama de
hospedeiras de dois de seus parentes presumiveis, o PSTVd e o HSVd (HAMMOND, 2003).

Ha outra fonte de variabilidade genética que merece destaque. Ha algum tempo sabe-se
que os genomas de RNA sdo capazes de variar e evoluir muito mais rapidamente que os de DNA
(JOYCE, 1989). A diferenca principal entre ambos os sistemas reside na existéncia de tamanhos
populacionais muito grandes nos genomas de RNA e numa baixa fidelidade de replicagdo dos
mesmos em comparagdo com os de DNA. Isto se deve a auséncia de uma atividade corretora de

erros nas polimerases de RNA, assim como de mecanismos pés-replicativos de reparacdo que
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operam em sistemas baseados no DNA. O resultado final ¢ que os virus de RNA e os viroides se
propagam em suas hospedeiras como um conjunto de seqiiéncias estreitamente relacionadas, mas
ndo idénticas que formam o que se denomina uma quase espécie (quasispecies) viral ou viroidal
(DOMINGO; HOLLAND, 1994). Estas populagdes de moléculas, flutuantes no espaco € no
tempo, conferem aos virus de RNA e aos viroides sua grande plasticidade e, como conseqiiéncia,
sua capacidade de evadir de pressdes evolutivas adversas. Deve-se ressaltar, contudo, que esta
plasticidade tem uma série de restricoes que impedem a fixagdo de mutacdes em regides da
molécula que determinam algumas fungdes chave. E o caso dos nucleotideos que formam o
nucleo central das estruturas em cabeca-de-martelo onde néo se observa variabilidade (AMBROS
et al., 1998; FLORES et al., 2001).

Os satélites constituem um grupo altamente heterogéneo, e por ndo haver correlagdo entre
sua taxonomia e de seus virus auxiliares, provavelmente apresentam origens distintas. Uma
origem comum para as ribozimas cabega-de-martelo e hairpin foi recentemente proposta por
Harris e Elder (2000). Elena et al. (2001) sugerem que as ribozimas do tipo cabeca-de-martelo
possam ser o elo evolucionario de ligagdo entre virdides ¢ RNAs satélite do tipo virdide, que
teriam uma origem filogenética comum. Seqiiéncias do tipo cabega-de-martelo ndo ativas foram
recentemente relatadas para variantes do HSVd, membro da familia Pospiviroidae, cujos
membros carecem de ribozimas (AMARI et al., 2001). Virdides e VL-satRNAs contém
seqiiéncias e estruturas na molécula que atuam como sinais necessarios para interagir com fatores
e enzimas da célula hospedeira e conseqlientemente completar seu ciclo infeccioso. Para os
viréides alguns destes sinais tém sido identificados, como exemplo o sitio de inicio da transcrigao
e possiveis seqiiéncias promotoras para 0 ASBVd (NAVARRO; FLORES, 2000); para o PSTVd
os dados obtidos sdao contraditérios (TABLER; TSAGRIS, 2004). Pouco se conhece sobre sinais
presentes nas moléculas de VL-satRNAs; contudo, possiveis sinais de reconhecimento devem
estar presentes, considerando que os virus auxiliares suportam um grande nimero desses satélites
(SEHGAL et al., 1993). Conforme anteriormente mencionado, virdides e VL-satRNAs poderiam
derivar de moléculas auto-replicativas anteriores ao mundo celular baseado no DNA, que teriam
passado a depender para sua replicacdo de uma hospedeira (os virdides) ou de uma planta e um
virus auxiliar (VL-satRNAs). Esta hipotese ligaria os VL-satRNAs e virdides em um processo

evolutivo em que teria havido perda de autonomia replicativa (RUBINO et al., 2003).
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Avsunviroidae HDV
Apscaviroid VL-satRNA circulares
(“virusoides”)
Cocadviroid
Hostuviroid o VL-satRNA lineares
Pospiviroid

Figura 3 — Arvore filogenética obtida pelo alinhamento das seqiiéncias de RNAs de viroides, VL-satRNAs e o
dominio viroidal do RNA do Hepatitis delta virus (HDV). A distribui¢do indica uma origem monofilética
para estes agentes subvirais, sendo os membros da familia Avsunviroidae os provaveis ancestrais tanto dos
Pospiviroidae (a esquerda) como dos satélites (a direita). Modificado de Elena et al. (1991). Ver texto para
maiores detalhes

2.6 Consideracoes finais: perspectivas futuras para moléculas do passado

Os virus, até meados do século XX, eram considerados os representantes mais simples da
escala biologica (HULL, 2002). A descoberta dos satélites e dos virdides (KASSANIS, 1962;
DIENER, 1971) foi surpreendente, pois a partir de entdo se comprovou a existéncia de uma nova
classe de parasitas intracelulares ainda mais simples denominados agentes subvirais, que passou a
compor diferentes linhas de pesquisa visando sua caracterizagdo e entendimento. Atualmente, os
virdides e os VL-satRNAs s3o considerados o nivel mais baixo da escala biologica com origem
evolutiva independente dos virus (ELENA et al., 1991, 2001). A simplicidade dos virdides e dos
VL-satRNAs e o fato de que a molécula de RNA deve interagir diretamente com componentes
celulares do hospedeiro para o desenvolvimento do seu ciclo infeccioso, colocam esses agentes
como um interessante modelo para o estudo dos processos biologicos ¢ moleculares envolvendo
aspectos da interacdo patogeno/hospedeiro (DIENER, 2001; RUBINO et al., 2003). Portanto,
avangos nos estudos dos mecanismos da interacdo virdide/hospedeiro deverdo auxiliar no

entendimento dos processos de regulacdo da expressdo génica mediado por RNAs e permitirdo o
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desenvolvimento de motivos artificiais de RNA como ferramentas moleculares para o estudo de
processos biologicos especificos (QI; DING, 2003a).

O conhecimento atual dos mecanismos envolvidos nas diversas interagdes dos virdides e
VL-satRNAs com fatores do hospedeiro, apesar dos avangos obtidos nos ultimos anos, ainda ¢
escasso. A compreensdo de como RNAs patogénicos que ndo codificam proteinas proprias
desenvolveram a capacidade de completar seu ciclo infeccioso nas plantas hospedeiras, os
mecanismos moleculares das interagdes RNA-RNA e RNA-proteina, a ativagdo e repressao de
processos que regulam a expressao génica, a regulacao da expressao de sintomas e o recrutamento
de fatores da célula para a replicagdo e movimento na planta apresentam questionamentos para
pesquisas futuras.

Outras aplicagdes para moléculas de RNA e motivos como ribozimas cabeca-de-martelo
tém sido intensamente estudadas. Nas ultimas décadas diversas empresas farmacéuticas t€ém
investido no desenvolvimento de ribozimas artificiais para utilizagdo em trans visando o controle
de virus humanos como hepatite C e o Human immunodeficience virus (HIV) (PERSIDIS, 1997).
Outras aplicagdes para as ribozimas em estudos de evolug¢ao in vitro (TSANG; JOYCE, 1996), no
controle de virdides via plantas transgénicas (YANG et al., 1997) e nos estudos de interagdo de
moléculas de RNA com fatores do hospedeiro (DAROS; FLORES, 2002) tém sido recentemente
relatados e provavelmente continuardo sendo alvo de discussdes sobre o potencial biotecnologico
das ribozimas, abrindo um futuro promissor para estas moléculas do passado.

Com origens distintas e incertas e com relagdes evolutivas pouco conhecidas, os agentes
subvirais apresentam um continuo de relagdes complexas com outros agentes patogénicos € com
suas plantas hospedeiras que fazem seu estudo intrigante e ao mesmo tempo fascinante. Nos
ultimos 30 anos, desde a descoberta dos RNAs auto-cataliticos, houve uma profunda reviravolta
no pensamento evolutivo pois acreditava-se que essa propriedade fosse exclusiva das proteinas.
Assim, juntamente com outras evidéncias, postulou-se a existéncia de um mundo baseado
exclusivamente em moléculas de RNA.

Apesar de serem reliquias de um passado longinquo, os virdides parecem ter emergido
como patogenos somente no século XX e provavelmente originaram as doencas pela sua
introducdo acidental em plantas cultivadas a partir de plantas selvagens (DIENER, 1996). Uma
possibilidade que complementaria a anterior considera que os problemas causados por viroides se

deram principalmente quando a agricultura se tornou mais intensiva e quando plantas sensiveis a
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estes patogenos foram introduzidas em regides geograficas em que ja havia plantas cultivadas
tolerantes aos virdides, tendo estes “saltado”, via praticas agricolas, para as plantas susceptiveis

(DIENER, 1979).
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3 VIDEIRAS DUPLAMENTE INFECTADAS PELO Citrus exocortis viroid E Hop stunt
viroid NO BRASIL!

Resumo

Os virdides sdao os menores fitopatdgenos conhecidos, sendo constituidos de uma molécula
de RNA de fita simples, circular com forte estrutura secundéria. Possuem genomas que variam de
246 a 401 nucleotideos e por ndo traduzirem proteinas proprias sdao totalmente dependentes da
célula hospedeira para sua replicacdo. Sdo atualmente classificados em duas familias e sete
géneros. O Citrus exocortis viroid (CEVd) pertence ao género Pospiviroid, enquanto que o Hop
stunt viroid (HSVd) é o tinico membro do género Hostuviroid, sendo ambos pertencentes a
familia Pospiviroidae. Estes patogenos estdo amplamente distribuidos e infectam um grande
numero de hospedeiras. No Brasil, isolados do CEVd e do HSVd foram detectados em citros por
hibridizag¢ao ““dot-blot” e em videiras por eletroforese em géis de poliacrilamida e “Northern-
blot”. Para confirmar a presenga e caracterizar estes virodides, promoveu-se extracdo de RNAs
totais de folhas de videira Vitis vinifera ‘Cabernet Sauvignon’ e V. labrusca ‘Niagara Rosada’
provenientes de Bento Gongalves, RS, e RT-PCR com ““primers” especificos para os cinco
virdides ja descritos em videira. Os fragmentos de DNA amplificados (com tamanhos esperados
de 369-375 e 295-303 pares de bases para o CEVd e HSVd, respectivamente) foram eluidos,
clonados e seqiienciados. As analises das seqiiéncias revelaram que as amostras de videira
estavam duplamente infectadas com o CEVd e HSVd. As analises filogenéticas mostraram que os
clones de HSVd de videira aqui caracterizados agruparam-se com outros variantes de videira,
formando um grupo separado de um segundo formado por variantes de citros. J& os clones de
CEVd de videira agruparam-se com isolados de citros e videira.

Abstract

Viroids, non-protein-coding small (246-401 nt) circular single-stranded RNAs with
autonomous replication, are currently classified into two families. Within the family
Pospiviroidae, Citrus exocortis viroid (CEVd) belongs to the genus Pospiviroid while Hop stunt
viroid (HSVd) is the single member of the genus Hostuviroid. In Brazil, isolates of CEVd and
HSVd have been detected in citrus by dot-blot hybridization and in grapevine by polyacrylamide
gel electrophoresis and northern-blot hybridization. To confirm their identity and to characterize
these viroids, total RNAs from leaves of grapevine Vitis vinifera ‘Cabernet Sauvignon’ and V.
labrusca ‘Niagara Rosada’ from Bento Gongalves, RS, were RT-PCR amplified with specific
primers for the five viroids described infecting grapevines. The resulting products were separated
by agarose gel electrophoresis and DNA fragments of the expected full-size were eluted, cloned
and sequenced. The grapevines samples analyzed were doubly-infected by CEVd and HSVd. A
phylogenetic analysis showed that the Brazilian grapevine HSVd variants clustered with other
grapevine HSVd variants forming a specific group separated from citrus variants, whereas the
Brazilian CEVd variants clustered with other citrus and grapevine variants.

'Trabalho aceito para a publicagio na revista Fitopatologia Brasileira
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3.1 Introduciao

Os viroides sao pequenos RNAs (246-401 nucleotideos) circulares de fita simples que nao
codificam proteinas, adotando uma conformagdo compacta devido as interagdes
(complementariedade) entre as bases. Apresentam replicagdo autonoma e dependem das
interagdes com fatores do hospedeiro para completar seu ciclo infeccioso (FLORES et al., 2005a).

Encontram-se, atualmente, classificados em duas familias, de acordo com suas
caracteristicas biologicas e moleculares: familia Pospiviroidae, que apresenta cinco géneros
(Pospiviroid, Hostuviroid, Cocadviroid, Apscaviroid e Coleviroid), ou na familia Avsunviroidae
com os géneros Avsunviroid, Pelamoviroid e Elaviroid (FLORES et al., 2005b). Os membros da
familia Pospiviroidae apresentam algumas caracteristicas como: (i) estrutura secundaria do tipo
haste (rod-like) com cinco dominios estruturais terminal left-TL, pathogenic-P, central-C,
variable-V e terminal right-TR e uma regido central conservada (CCR) dentro do dominio
central; (ii) auséncia de atividade ribozimatica; (iii) e replicacdo nuclear via circulo rolante
assimétrico. Os membros da familia Avsunviroidae ndo possuem CCR, porém sdo capazes de se
auto-clivar (nas moléculas de ambas as polaridades) por meio de ribozimas do tipo cabega-de-
martelo e se replicar nos cloroplastos via circulo rolante simétrico (FLORES et al., 2005a).

Na familia Pospiviroidae, o Citrus exocortis viroid (CEVd) pertence ao género
Pospiviroid, enquanto que o Hop stunt viroid (HSVd) ¢ o tnico membro do género Hostuviroid.
No dominio TL (terminal left), o CEVd apresenta o motivo denominado terminal conserved
region (TCR), enquanto que o HSVd possui o motivo terminal conserved hairpin (TCH)
(FLORES et al. 2005b).

O CEVd e o HSVd apresentam ampla distribui¢do mundial e um amplo circulo de
hospedeiros (SINGH et al., 2003). O HSVd foi o primeiro virdide descrito em videiras, no Japao
(SHIKATA et al., 1984; SANO et al., 1985). Depois de sua descrigdo, outros virdides foram
relatados em videira como o CEVd (FLORES et al., 1985; GARCIA-ARENAL et al., 1987) e trés
espécies do género Apscaviroid os quais ocorrem exclusivamente em videira: Grapevine yellow
speckle viroid 1 ¢ 2 (GYSVd-1 e GYSVd-2) e o Australian grapevine viroid (AGVd) (REZAIAN
et al., 1992; LITTLE; REZAIAN, 2003). Apesar dos sintomas de nanismo e amarelecimento que
o HSVd induz em plantas de pepino, nenhum sintoma foi observado em videiras infectadas com

esse viroide. O CEVd também foi isolado de videiras assintomaticas na Espanha, Australia e
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Califérnia (GARCiA-ARENAL et al, 1987; REZAIAN et al, 1988; SEMANCIK;
SZYCHOWSKI, 1992).

No Brasil, isolados do CEVd e HSVd tém sido detectados em citros por meio de
hibridizagdo pontual dot-blot (TARGON et al., 2005) ¢ em videiras com dupla eletroforese em
géis de poliacrilamida (d-PAGE) e northern-blot (FONSECA; KUHN, 1994). Para confirmar sua
identidade e caracterizar estes virdides, amostras de folhas de videiras Vitis vinifera ‘Cabernet
Sauvignon’ e V. labrusca ‘Niagara Rosada’ provenientes de Bento Gongalves, RS, foram
coletadas. RNAs totais foram extraidos e amplificados por RT-PCR com oligonucleotideos
especificos para as cinco espécies de viroides ja descritas em videira. Os fragmentos de DNA
amplificados foram clonados e seqiienciados, sendo a variabilidade encontrada para os isolados de

CEVd e HSVd analisada e discutida.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Amostras

Amostras de folhas (5 g) de videira Vitis vinifera ‘Cabernet Sauvignon’ (sem sintomas
visiveis) e V. labrusca ‘Niagara Rosada’ (apresentando sintoma de pontuagdes amarelas,
conhecido como Yyellow speckles) foram coletadas na cole¢ao de Vitis da Embrapa Uva e Vinho,

Bento Gongalves, RS, Brasil.

3.2.2 Extracao de RNA e RT-PCR

RNAs totais foram extraidos de acordo com o método 4 do protocolo descrito por
Rowhani et al. (1993) desenvolvido para prevenir a oxidagdo do tecido, muito comum em plantas
do género Vitis. Apos a extracdo, os RNAs totais foram purificados por cromatografia de celulose
(CF11, Whatman), recuperados em etanol, precipitados e finalmente ressuspendidos em 250 pl de
agua estéril (FLORES et al., 1985). A preparacdo de RNAs purificados foi submetida a RT-PCR
com oligonucleotideos especificos para as cinco espécies de viroides ja relatadas em videira:
HSVd, CEVd, GYSVd-1, GYSVd-2 e AGVd.

A sintese de cDNAs foi realizada misturando-se 0,25 ng de RNAs totais com os
componentes do kit “Preamplification System First Strand cDNA Synthesis” (Invitrogen) de

acordo com as recomendagdes do fabricante e empregando-se os respectivos pares de
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oligonucleotideos (Tabela 1). A PCR foi realizada com 10 pl da mistura de cDNAs, 10 ng/ul de
cada par de oligonucleotideo (Tabela 1); 1 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1 ul de
deoxinucleotideos — dNTPs (0.03M) e 5 ul do tampdo da enzima (Invitrogen). Utilizou-se o
termociclador PTC-100 (MJ-Research) sendo as amostras submetidas a um aquecimento inicial de
94 °C por 2 min seguindo 35 ciclos de 40 s a 94 °C, 30 s a 60 °C, e 1 min a 72 °C, com uma
extensdao final de 72 °C por 10 min. Os fragmentos de DNA amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo (0.01%) e visualizado sob luz
ultravioleta em um transluminador. Os tamanhos esperados para os produtos de PCR sdo de 297-
302 pares de bases (pb) para o HSVd, 369-375 pb para o CEVd, 222 pb para o GYSVd-1, 363 pb
para 0 GYSVd-2 e 369 pb para 0 AGVd (Tabela 1).

Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados em RT-PCR para os cinco virdides descritos em videira

Virdides Oligonucleotideos (5° — 3%) Polaridade Tamanho dos
produtos (pb)
HSVd actcttctcagaatccagegag + 297-302
tgceecggggcetcectttctcaggt -
CEVd ggaaacctggaggaagtcg + 369-375
ccggggatccctgaagga -
GYSVd-1 gaggtcctcggatcac + 222
agagcgcaatgctgaatagge -
GYSVd-2 ttgaggcececggegaaacge + 363
accggcttcggagatagaag -
AGVd gtcgacgaagggtcctcagcagageace + 369

gtcgacgacgagtcgecaggtgagtctt

3.2.3 Clonagem e seqiienciamento

Os produtos da RT-PCR foram purificados do gel de agarose com o kit ““Concert Rapid
Gel Extraction System” (Life Technologies), clonados no plasmideo pGEM-T Easy vector
(Promega), sendo este utilizado para a transformagdo de células competentes de E. coli (DH5-a).
Os procedimentos foram realizados de acordo com Sambrook e Russel (2001) ou seguindo as
recomendagdes dos respectivos fabricantes. Os insertos dos plasmideos recombinantes foram
seqiienciados pela técnica de terminagdo em cadeia, empregando-se o kit para seqiienciamento
ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction — Ampli Taq DNA polymerase

(Applied Biosystem), seguindo as recomendagdes do fabricante.
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3.2.4 Analise das seqiiéncias e filogenia

As seqiiéncias de nucleotideos foram alinhadas utilizando-se o programa Sequencer 3.1
(Gene Codes Corporation). Comparagdes com outras seqiiéncias depositadas no banco de genes
internacional (GenBank) foram realizadas com o programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLASTn) do National Center for Biotechnology Information (NCBI), disponiveis na internet.
Alinhamentos multiplos foram feitos com o programa Clustal X 1.8 e os calculos das
porcentagens de identidade com o programa GeneDoc (NICHOLAS et al., 1997).

As variantes de virdides utilizadas nas comparagdes e analises filogenéticas com os
respectivos numeros de acesso no GenBank estdo apresentadas na Tabela 2. As arvores
filogenéticas foram obtidas com o programa MEGA 3.2 (KUMAR et al.,, 2004) sendo as
aproximagoes realizadas com neighbor-joining, com valores de bootstrap (em %) calculados para
2000 replicagdes.

As provaveis estruturas secundarias (obtidas para minima energia livre) dos variantes
brasileiros de HSVd e CEVd, isolados de videira, caracterizados neste trabalho, foram obtidas
com o programa MFold para moléculas circulares (ZUKER, 1989) e visualizadas com o programa

RNAviz (DE RIJK; DE WACHTER, 1997).

Tabela 2 — Variantes do HSVd e do CEVd, isolados de videira e de citros, sua origem e nimeros de acesso
(http://subviral.med.uottawa.ca/cgi-bin/accueil.cgi?typeRNA=1). As variantes caracterizadas neste
trabalho estdo destacadas em negrito

Variantes Origem  Acessos no Variantes de  Origem Acessos no
de HSVd GenBank CEVd GenBank
Videira HCSC10 Brasil DQ444475 Videira CSC07 Brasil DQ444473
HCSCo1 Brasil DQ471997 CSC09 Brasil DQ4719%4
HCSCO08 Brasil DQ471998 CSC10 Brasil DQ471995
HNiagD08 Brasil DQ444476 CSC11 Brasil DQ471996
HSVd-RXX Alemanha X06873 NiagD11 Brasil DQ444474
HSVd-IA  Alemanha  X87928 CEVd-g Espanha Y 00328
HSVd-IE ~ Alemanha  X87927
HSVd-IA  Alemanha X87924 Citros CEVd-HB China AY456136
HSVd-IC  Alemanha  X87925 CEVd-dgM EUA AF298178
HSVd-Hung  Hungria Y 14050 CitEO1 Brasil -
HSVd-1B Alemanha X87923 CitE02 Brasil -
HSVd-SHV Japao M35717 CEVd-01 - J02053
HSVd-ID  Alemanha X87926 CEVd-02 Australia  M34917
CEVd-03 Australia  K00964
Citros HSVd-Cit01 - X06718 CEVd-30 Israel U21126
HSVd-Cit02 - X06719 CEVd-43 Brasil AF434678
HSVd-Cit03 - X13838 CEVd-46 Japao AB054592
HSVd-Cit33  Uruguai  AF359276 CEVd-205E1  Uruguai  AF428058
HSVd-Cit42  Uruguai  AF416554 CEVd-205E5  Uruguai  AF428060
HSVd-Cit41 EUA X69518
HSVd-Cit46 Brasil AF434679
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3.3 Resultados e Discussiao

A amostra de videira ‘Cabernet Sauvignon’ ndo apresentava sintomas, enquanto que
‘Niagara Rosada’ apresentava pontuagdes amarelas (yellow speckles) nas folhas (Figura 1). A RT-
PCR e as andlises das seqiiéncias revelaram que as duas variedades de videira estavam
duplamente infectadas pelo CEVd e HSVd. Estes resultados confirmaram relatos prévios de dupla
infecgdo por estes virdides em videira ‘Cabernet Sauvignon’ (FONSECA; KHUN, 1994) no Sul
do Brasil, além de estenderem o mesmo caso de dupla infec¢do para a espécie V. labrusca
‘Niagara Rosada’.

Apesar dos sintomas de pontuagdes amarelas, observados somente nas videiras V. labrusca
‘Niagara Rosada’, os virdides GYSVd-1 e GYSVd-2, normalmente associados a estes sintomas, e
o AGVd, que ndo causa sintomas, foram detectados. Os virdides que infectam videiras
normalmente ndo induzem sintomas com a exce¢do do sinergismo que ocorre quando ha dupla
infec¢do do Grapevine fanleaf virus (GFLV, um virus transmitido por nematéides) e o GYSVd-1,
que resulta em um sintoma severo de faixas das nervuras nas folhas (vein-banding)
(SZYCHOWSKI et al., 1995). Embora o GFLV ja tenha sido relatado no Brasil (FAJARDO et al.,

2000), o virus nao estava presente nessas amostras (dados nao mostrados).

Figura 1 — Folha de Vitis labrusca ‘Niagara Rosada’ duplamente infectada pelo HSVd e CEVd apresentando
pontuagdes amarelas (yellow speckles)
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As causas dos sintomas de pontuagdes amarelas, observados na variedade ‘Niagara
Rosada’, e sua relagdo com os virdides CEVd e HSVd devem ser pesquisadas. Por outro lado, as
variantes seqlienciadas apresentam mutagdes distribuidas em todos os dominios da molécula
(Figura 3), o que pode refletir na expressdo dos sintomas (SANO et al., 1992). Portanto,
experimentos adicionais deverdo ser realizados para avaliar a variabilidade nas seqii€éncias das
variantes e a sua relagdo com a presenga dos sintomas em infec¢des simples e mistas.

As comparacdes e analises das seqiiéncias dos clones obtidos revelaram elevada identidade
com variantes do CEVd e HSVd depositados no banco de dados especifico para patdgenos

subvirais (http://subviral.med.uottawa.ca/cgi-bin/accueil.cgi?typeRNA=1). Na Figura 3 pode-se

observar as estruturas secundarias propostas para uma minima energia livre para os dois isolados
de HSVd e os dois isolados de CEVd seqiienciados neste trabalho. As diferengas de nucleotideos
observadas entre os clones sdo indicadas para os dois viroides (Figura 2 e Figura 3). Quando se
compararam os clones HCSC10 (codigo de acesso DQ444475), HNiagD08 (DQ444476) ¢ HSVd-
SHV (M35717), um total de 27 mudancas de nucleotideos foram observadas, com 6 diferencas
anotadas no dominio TL, e 2, 8, 2 ¢ 9 nos dominios P, C, V e TR, respectivamente. Vale
mencionar que estas alteracdes ndo afetaram a estrutura secundaria da molécula e também nao
alteraram os motivos de seqiiéncias conservadas TCH e CCR. Ao contrario de resultados obtidos
com variantes de HSVd de citros (PALACIO-BIELSA et al. 2004), observaram-se algumas
mutacdes no dominio C dos clones de HSVd aqui caracterizados.

Para o CEVd, 53 diferengas foram observadas entre os clones CSCO07 (DQ444473),
NiagD11 (DQ444474) and CEVd-g (Y00328), sendo 7 mutagdes no dominio TL, e 10,9, 17 ¢ 10
mutagdes observadas nos dominios P, C, V e TR, respectivamente. Neste caso, as mutacdes
também ndo afetarm a estrutura secundaria das moléculas (Fig. 3b). As principais mutacdes
concentraram-se nos l00ps e em bases nao pareadas, sendo também observadas algumas mutagdes
compensatérias como nos residuos 137 (C—U), 227 (G—A), 273 (G—U) e 302 (U—C), onde o
pareamento foi restaurado. O motivo conservado TCR e o dominio C também foram preservados
nos clones analisados (Figura 3b). Observou-se também elevada variabilidade no dominio V e
pouca variabilidade no dominio TL, confirmando relatos prévios para variantes de CEVd de citros
(GANDIA et al, 2005). Estes autores também descreveram que muitas mutagdes foram
verificadas no dominio P, resultando no aumento do tamanho dos loops. O multiplo alinhamento

das seqiiéncias dos clones analisadas neste trabalho (Figura 2) apresentou mudancas aleatorias
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distribuidas ao longo das moléculas, porém preservando alguns dominios e estruturas secundarias
em ambos os virdides (CEVd and HSVd), o que indica que estes devem seguir um modelo de
quase-espécie (quasispecies) como ja demonstrado por Gandia et al. (2005) para variantes de

virdides de citros.

A.
Csco7 - - 83
NiagD1l : - 83
Ccsc10 H - 83
CcsC11 H : 84
CSCo9 H - 83
CEvd-g : : 82
CGGGAUCUUUCUUGAGGUUCCUGUGGUGCUCaCCUGACCCUGCAGGCAGAAAaAGAAaAAGAGGCGGY GGG GAAGAaGU CU
* 100 * 120 * 140 * 160
Ccsco7 HMllUCAGGGAUCCCCGGGGAAACCUGGAGGAAGUCGEGIUCGGGGGGAGCUBCUGCEBUEBGGEEGCCGCGGAUCNICUGEEGUECAGCGN TN
[\TE=Te[ok %R CAGGGAUCCCCGGGGAAACCUGGAGGAAGUCGE®GEUCGGGGGGAGCUNCUGCRULBGGEBGCCGCGGAUCACUGBEEUECAGCC NN
CcsC10 HllUCAGGGAUCCCCGGGGAAACCUGGAGGAAGUCGIAGBUCGGGGGGAGCUNCUGCLEULGGIEGCCGCGGAUCACUGBEEULCAGCGEINTY
CcsC11 HllUCAGGGAUCCCCGGGGAAACCUGGAGGAAGUCGAGBUCGGGGGGAGCUNCUGCLEULGGIEGCCGCGGAUCACUGBEEULCAGCGEINIGE]
CSC09 HNlUCUGGGAUCCCCGGGGAAACCUGGAGGAAGUCGIGBUCGGGGGGABCUUCUGCEUEGGUEGCCGCGGAUCACUGBEGUECAGCG Y
[o12AV/: B I U CAGGGAUCCCCGGGGAAACCUGGAGGAAGUCGAGBUCGGGGGGEACURCUGCHUEGGEEGCCGCGGAUCACUGEIBUECAGCGINEHS]
UCaGGGAUCCCCGGGGAAACCUGGAGGAAGUCG GgUCGGGGGGagCUuCUGCcUcGG cGCCGCGGAUCaCUGgecgUcCAGCG
* 180 * 200 * 220 * 240 *
csco7 Ml GA®AAACAGGAGCUEBGACUCCUUCCUMUCEBCUGCUGEBCUCCACAUCCGEUCGUCBCUGABGCGUCE®CLACCCCUCGCCEGGAG AN
[LETe]ok NI G AGAAACAGGAGCUEBGACUCCUUCCUPUCBCUGCUGECUCCACAUCCGUCGUCRICUGAGGCGURIICEACCCCUCGCCEGGAGCIEFINN
Ccsci10 HlGABAAACAGGAGCUEGAGUCCUUCCUPUCBCUGCUGBCUCCACAUCCGEUCGUCBCUGAGGCGULECLACCCCUCGCCEGGAG PN
CcsC11 HEGAGAAACAGGAGCUBGACUCCUUCCUPUCECUGCUGECUCCACAUCCGAUCGUCECUGABGCGUEECEACCCCUCGCCLGGAG Y
CSC09 HGAGAAACAGGABCUEGAGUCCUUCCURAUCHCUGCUGECUCCACAUCCGEUCGUCBCUGABGCGULECEACCCCUCGCCEGGAGCINE
[o12AV/« B I G AGAAACAGGABCUEGEIEUCCUUCCUPUCBCUGCUGECUCCACAUCCGIUCGUCEBCUGA : 250
GAgAAACAGGAgCUcGacUCCUUCCUUUCgCUGCUGGCUCCACAUCCG UCGUCQCUGAQGCGUc CcaCCCCUCGCCCGGAGC
260 * 280 * 300 * 320 *
Csco7 HllUUCUCUCUGEEUAEUABCCGGEGGAUACAACUGAAGCUUCBAACCCCACUANCEEUUUYCUUGEAUCUCUIACUGEUCUCCGGEC ok
[NTE:Te [0k & R U U CUCUCUGEEUA®UACCCGGUGGAUACAACUGAAGCUUEBAACCCCA-UARCGECUUUNCUUBRAUCUCNACUGEUCUCCGGECCCRE]
Csci10 - UUCUCUCUGGCUACUACCCGGUGGAUACAACUGAAGCUUEAACCCC‘GUACCGCUUUUCUUG—‘UCUCU'CUGCUCUCC@GGCG : 334
CcsC11 H UUCUCUCUGGCUACUACCCGGUGGAUACAACUGAAGCUUCAACCCC‘GU”CCGCUUUUCUUG—‘UCUCU CUGCUCUCCGGE ekt
CSC09 HllUUCUCUgUGEUUARUAECCGGUGGAUACAACUGAAGCUUBAACCCCARYAAECe[elU URCUUGRAUCUCEENEGEUCUCCGGECEREcKE]
[V BV U UCUCUCUGEIAEA®UABCCGGUGGABACIEACUGAAGCUUAACCCCARRIEECEEUUUYCUUNVAUCUNEACUGEUCUCCGGECOEICRE]
UUCUCUcUGg uA UAcCCGGUGGAUACaACUGAAGCUUCAACCCCA a CgcuUUuCUUg AUCUc acuGcUCUCCGGQC
340 * 360 *
Csco7 H : 370
NiagD1l : : 370
Ccsci10 : : 370
CsC11 - 371
CSC09 H : 369
CEvd-g : : 369
AGGGUGAAAGCCCuUCgGAACCCUagA uGGGuCCCU
B.
HCSC10 [CUGGGGAAUUCUCIIAGUUGCCGCAUBEGGCAAGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGUACUUACCUGAGAAAGGAGCCCCGGGGC .Y
HCSCOo1 ICUGGGGAAUUCUCIAGUUGCCGCAUE GGCAAGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGUACUUACCUGAGAAAGGAGCCCCGGGGC - 85
HCSCo08 CUGGGGAAUUCUCGAGUUGCCGCAU"GGCAUGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGUﬁcUUACCUGAGAAAGGAGCCCCGGGGC : 85
HSVd-SHV [CUGGGGAAUUCUCEAGUUGCCGCAURIAGGCAAGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGURCUUACCUGAGAAAGGAGCCCCGGGGC sl
HNiagDO8 : 85
CUGGGGAAUUCUC AGUUGCCGCAUc GGCAaGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGU CUUACCUGAGAAAGGAGCCCCGGGGC
* 100 * 120 * 140 *
HCSC10 HlAACUCUUCUCAGAAUCCAGCGAGAGGCGUGGABAGAGGGCEGCGGUGRBUBUGGABUAGAGGCUCUGCH 170
HCsco1 HlAACUCUUCUCAGAAUCCAGCGAGAGGCGUGGAWAGAGGGCEGCGGUGEUBUGGAGUAGAGGCUCUGCH : 170
HCSC08 HllAACUCUUCUCAGAAUCCAGCGAGAGGCGUGGABAGAGGGCEGCGGUGRBUBUGGABUAGAGGCUCUGCH : 170
[FRA BT\ ARINA ACUCUUCUCAGAAUCCAGCGAGAGGCGUGGABAGAGGGCEGCGGUGLULUGGABUAGAGGCUCUGCH : 169
HNiagDO08 : A A : 170
AACUCUUCUCAGAAUCCAGCGAGAGGCGUGGAGAGAGGGCCGCGGUGCUCUGGAgUAGAGGCUCUGC uUc aAACACCAUCGAU
180 * 200 * 220 * 240 *
HCSC10 H : 255
HCsco1 HIlCGUCCCUUEUUCUUUACCUUBUUCUGGEUCUUCCGAUGAGACGEGACCGGUGGEAUBACEUBUCGGUUCEUCCCAACCUGCUUUU PRI
HCSC08 HllCGUCCCUUBUUCUUUACCUUGBUUCUGGEUCUUCCGANGAGACGEGACCGGUGGEAULACCULUCGGUUCBUCCCAACCUGCUUUU A
[ZEYY%e BT \YARHI C GUCCCUUGUUCUUUACCUURBUUCUGGEUCUUCCGAUGAGACGEGACCGGUGGEAUCALEULEUCGGUUCEUCCCAACCUGCUUUU [ewtsrs
HNiagDO08 : : 255
CGUCCCUUCUUCUUUACCUUCUUCUGGCUCUUCCGAUGAGACGCGACCGGUGGcaUcAccUcUCGGUUCgUCCCAACCUGCUUUU
260 * 280 *
HCSC10 HllUGUCUAUCUGAGCEUBUGCEGCGGAUCCUBUCUUGAGCCCCUwicre
HCsCo1 HllUGUCUAUCUGAGCEUEBUGCEGCGGAUCCUBUCUUGAGCCCCU AN
HCSC08 HllUGUCUAUCUGAGCEUBUGCEGCGGAUCCUBUCUUGAGCCCCUwicrg
[E\Y/s B (VAR GUCUAUCUGAGCEBUCBUGCEGCGGAUCCUBUCUUGAGCCCCU A
HNiagDO08 : [e[V eIV \V[el¥ ey el : 297

UGUCUAUCUGAGCcUcUGCcGCGGAUCCUCUCUUGAGCCCCU

Figura 2 — Alinhamento multiplo das variantes CEVd (A) e HSVd (B), isolados de videira. Os nimeros correspondem
aos residuos e as seqiiéncias consenso aparecem abaixo
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Figura 3 — (A) Estrutura secundaria proposta para as variantes de HSVd, isoladas de videira Vitis vinifera ‘Cabernet
Sauvignon’ (HCSC10) com 297 nucleotideos. A caixa identifica o motivo Terminal Conserved Hairpin
(TCH). Os residuos que diferem das seqiiéncias do HSVd isolado de videira V. labrusca ‘Niagara Rosada’
(HNiagD08) e do HSVd-SHV (M35717) estao marcados com “4” e “m”, respectivamente; (B) Estrutura
secundaria proposta para as variantes de CEVd, isoladas de videira ‘Cabernet Sauvignon’ (CSC07) com
370 nucleotideos. A caixa indica o motivo conservado Terminal Conserved Region (TCR). Os residuos
que diferem das seqiiéncias do CEVd isolado de videira ‘Niagara Rosada’ (NiagD11) e CEVd-g (Y00328)
estdo marcados com “#” e “x”, respectivamente. No residuo 300 estd indicada a deleg¢@o na variante de
CEVd-g (*-), que apresenta 369 nucleotideos. Para ambos (HSVd e CEVd), os cinco dominios (TL, P, C,
V e TR) estdo indicados e as estruturas estdo representadas como minima energia livre a 37 °C pelo
programa MFold

Com as analises filogenéticas, baseadas nos alinhamentos multiplos das variantes de HSVd
e CEVd, pode-se observar que os quatro clones brasileros de HSVd, isolados de videiras,
agruparam-se com outros variantes de videira (do banco de dados), permanecendo isolados do
grupo formado por variantes de citros (Figura 4). Além disso, observa-se na arvore filogenética
que a variante HNiagD08 de ‘Niagara Rosada’ permaneceu isolada em um ramo unico (Fig. 4).
Isto pode ser devido a evolucao e conseqiiente adaptacao desta variante a um novo genotipo (neste
caso, a espécie V. labrusca ‘Niagara Rosada’), ou pode representar uma seqiiéncia de virdide que
provavelmente ndo compartilha a mesma origem. Sano et al. (2001) sugeriram que o HSVd em
lupulo deve representar um estagio de transicdo de um viroide, originalmente de videira, que esta
em um processo de adaptacdo a um novo hospedeiro e, portanto, ¢ mais agressivo e pode induzir
sintomas. As variantes de HSVd tém sido divididas em trés grupos baseados em andlises

filogenéticas: (i) grupo da videira e do lapulo; (ii) grupo dos citros; e (iii) grupo das fruteiras de



66

carogo (SANO et al., 2001). Estes autores sugeriram que a doenga em lipulo tem sua origem em
videira por meio de um “salto” do virdéide do segundo para o primeiro. Bar-Joseph (2003) também
relaciona a possivel origem dos virdides de citros em videira. Esta conexdo entre os viroides de
videira e citros ¢ provavelmente devido aos longos periodos de propagagdo vegetativa de
materiais de videira infectados através da Asia e Oriente Médio, antes da introducdo de plantas
citricas nestas regides.

Os clones brasileiros de CEVd agruparam-se com outras variantes de videira e citros,
porém sem a formacdo de grupos especificos relacionados a origem geografica ou hospedeira
(Figura 5). Na verdade, ha somente uma variante de CEVd isolada de videira depositada no banco
de dados. Portanto as andlises foram feitas comparando variantes de citros, as variantes
seqilienciadas neste trabalho e a tUnica seqiiéncia de CEVd de videira, uma variante espanhola
(CEVd-g, numero de acesso Y00328), caracterizada por Garcia-Arenal et al. (1987). Duas
variantes de CEVd, isoladas de citros (CitEO1 and CitE02) de Sado Paulo, foram também
seqiienciadas neste trabalho e utilizadas nas analises (Figura 5).

Vale a pena mencionar que a apresenga de virdides em videira no Brasil ¢ atribuida a
introdu¢do de material de propagacdo vegetativa (gemas e mudas) de outros paises. O controle
desses patogenos em videira nos Estados Unidos, Australia, Espanha ¢ Italia ¢ baseado em
programas de indexacao, utilizando métodos moleculares para a detec¢do de virdides, além de um
programa especifico de limpeza clonal (obtencdo de plantas-matrizes livres de virus e virdides)
destinado a manutencdo e distribuicdo de material vegetal com elevada qualidade fitossanitaria
para os produtores. No Brasil, este sistema so6 ¢ realizado para virdides de citros.

No presente trabalho, observou-se uma elevada variabilidade genética nas amostras
analisadas, porém o panorama atual do comportamento dos viréides em videiras no Brasil
permanece obscuro. Dado que os virdides apresentam ampla distribui¢do mundial em videiras, ¢
possivel que haja também uma ampla distribuicao desses patdogenos nos cultivos de videira no
Brasil. Portanto, um levantamento da presenga desses patogenos em cultivos de videira baseado
em métodos moleculares permitira estabelecer o panorama da distribuicao e diversidade genética

dos virdides no Brasil.
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Figura 4 — Arvore filogenética obtida com o programa MEGA 3.2 utilizando neighbor-joining dos alinhamentos
multiplos das seqiiéncias de nucleotideos das variantes de HSVd de videira e citrus. HCSCO01, HCSCO08
and HCSC10 correspondem as variantes de videira Vitis vinifera ‘Cabernet Sauvignon’ e HNiagDO08
corresponde a variante de videira V. labrusca ‘Niagara Rosada’ isoladas do Sul do Brasil (setas negras).
Dois grupos principais sdo foirmados com variantes de virdides de citros e videira. Os valores de
bootstrap (em porcentagem) para 2000 replicagdes estdo indicados nos ramos. Os codigos de acesso no

GenBank sdo apresentados na Tabela 2
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Figura 5 — Arvore filogenética obtida com o programa MEGA 3.2 utilizando neighbor-joining dos alinhamentos
multiplos das seqiiéncias de nucleotideos das variantes de CEVd de videira e citrus. CSC07, CSC09
CSC10 e CSCl11 correspondem as variantes de CEVd isoladas de videira Vitis vinifera ‘Cabernet
Sauvignon’ e NiagD11 corresponde a variante isolada de videira V. labrusca ‘Niagara Rosada’
provenientes do Sul do Brasil. CitEOl e CitE02 sdo variantes de CEVd de citrus de Sdo Paulo
seqlienciadas neste trabalho (setas negras). Os valores de bootstrap (em porcentagem) para 2000
replicacdes estdo indicados nos ramos. Os cddigos de acesso no GenBank sdo apresentados na Tabela 2
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4 ISOLAMENTO, CLONAGEM E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE UM RNA
CIRCULAR DE SEQUENCIA DESCONHECIDA: UM POSSIiVEL NOVO VIROIDE DE
CITROS

Resumo

Os virdides sdo considerados os menores e mais simples fitopatdgenos conhecidos, por
apresentarem um pequeno RNA circular de fita simples, com tamanho entre 246 e 401
nucleotideos, com forte estrutura secundaria, desprovidos de proteinas, sendo totalmente
dependentes da célula hospedeira para a sua replicagao. Atualmente, sdo classificados, de acordo
com caracteristicas biologicas e moleculares, em duas familias (Pospiviroidae e Avsunviroidae).
No presente trabalho, empregou-se um método para a clonagem e caracterizagdo de um RNA
circular (com aproximadamente 300 nucleotideos) de seqiiéncia totalmente desconhecida,
purificado de citros. Este RNA, quando submetido a eletroforese dupla em géis de poliacrilamida
desnaturantes, apresentou um retardamento na migracdo, comportamento este similar ao dos
virdides. Apds a clonagem de fragmentos do RNA, amplificados via RT-PCR com
oligonucleotideos aleatérios (com seis nucleotideos degenerados no terminal 3”), os clones foram
seqiienciados. A partir desses dados, dois oligonucleotideos adjacentes de polaridades opostas
foram desenhados e utilizados para a amplificagdo via RT-PCR da seqiiéncia completa do RNA
circular. A andlise das seqiiéncias revelou a presenca da CCR (regido central conservada) do
Apple scar skin viroid (ASSVd), espécie tipo do género Apscaviroid, compartilhando
similaridades com outros membros deste género, sugerindo fortemente que o RNA circular ¢ um
virdide recombinante.

Abstract

Viroids are the smallest known plant pathogens. They consist of unencapsidated,
covalently closed circular single-stranded RNA (246 to 401 nucleotides), with autonomous
replication, but totally dependent on host factors to complete their infectious cycle. Currently,
they are classified, according to biological and molecular characteristics, in two families
(Pospiviroidae and Avsunviroidae). Here we used a method for cloning and characterization of a
circular RNA (with ca. 300 nucleotides) with unknown sequence, purified from citrus. This RNA,
when submitted to PAGE in denaturing conditions, showed a slower mobility, similar to the
tipical viroids migration. After denaturation, the purified RNA was RT-PCR amplified, using a
primer with six randomized positions at its 3’ terminus, and finally cloned and sequenced. From
these data, two adjacent primers of opposite polarities were designed and used to RT-PCR
amplify the complete sequence. Analysis of the sequences revealed the presence of the CCR
(central conserved region) of the Apple scar skin viroid (ASSVd), the type member of the genus
Apscaviroid, and scattered similarities with other members of this genus, suggesting that the
circular RNA is a viroid recombinant.

4.1 Introducao
Os virdides constituem os menores € mais simples fitopatdgenos conhecidos, sendo

considerados como parasitas moleculares no limiar da vida, pois os mesmos apresentam um
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pequeno RNA circular de fita simples, com forte estrutura secundaria (devido a
complementariedade em amplas regides da molécula), desprovidos de proteinas. Possuem
genomas que variam entre 246 ¢ 401 nucleotideos e ndo codificam proteinas, sendo totalmente
dependentes da cé¢lula hospedeira para a sua replicagao (DIENER, 1991, 1996). Atualmente, sdo
classificados em duas familias: Pospiviroidae (replicagdo no nucleo via circulo rolante
assimétrico) e Avsunviroidae (replicagao nos cloroplastos via circulo rolante simétrico) (FLORES
et al., 2005).

A molécula de RNA dos virdides da familia Pospiviroidae apresenta cinco dominios: (i)
Central (C), que contém a Regido Central Conservada (CCR); (i1) Patogénico (P), relacionado
com a expressdo dos sintomas em alguns virdides; (iii) Varidvel (V), onde hd a maior
variabilidade entre virdides similares; (iv) terminal esquerdo (TL) e terminal direito (TR), em
ambas extremidades da estrutura secundaria em forma de haste e relacionam-se provavelmente
com a replicagdo e recombinacao dos virdides (KEESE; SYMONS, 1985; MCINNES; SYMONS,
1991; FLORES et al., 2005).

Os sintomas induzidos pelos virdides nas plantas hospedeiras sdo semelhantes aqueles
induzidos pelos fitovirus. Este aspecto tem dificultado o diagnostico e, de fato, uma série de
doencas que inicialmente foram consideradas de etiologia viral comprovou-se posteriormente que
o agente etioldgico tratava-se de um virdide. Muitos virdides, assim como os virus, sdo latentes:
apesar de se replicarem e se acumularem nas plantas, ndo induzem sintomas visiveis. Porém,
muitos deles induzem sintomas foliares como malformacdes, epinastia, rugosidade e manchas
necrdticas e/ou clordticas; causam no caule de plantas lenhosas o encurtamento dos entrenos,
descoloracdes, caneluras e necrose; € podem causar nos frutos e 6rgaos de reserva, deformacdes,
descoloracdes e necrose. Como no caso dos virus, o estudo dos virdides progrediu intensamente
quando foram descobertas hospedeiras herbaceas, como o tomateiro para o Potato spindle tuber
viroid (PSTVd) e a gynura para o Citrus exocortis viroid (CEVd), plantas que sdo faceis de
cultivar, desenvolvem sintomas especificos em pouco tempo e propiciam que o patdgeno se
replique e se acumule em elevadas concentragdes (HADIDI et al., 2003).

Os primeiros estudos sobre a identificagdo de virdides foram feitos de maneira indireta, a
partir de sintomas observados em hospedeiras naturais e mediante o uso de hospedeiras herbaceas
que reagiam a infeccdo com sintomas especificos. Sobre esta suposta especificidade e tendo em

conta que o PSTVd e o CEVd induziam sintomas semelhantes em suas hospedeiras experimentais
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(tomateiro e gynura, respectivamente), presumiu-se que estes virdides seriam isolados de um
mesmo agente. Com o advento de técnicas moleculares e, mais tarde com o seqiienciamento,
observou-se que 0 PSTVd e o CEVd eram virdides distintos (com similaridade de seqiiéncia em
torno de 60%). Portanto, a identificacdo atual de novos virdides se faz preferencialmente por
seqiienciamento ou mediante hibridiza¢ao “Northern-blot” empregando-se sondas especificas que
possibilita que se tenha uma idéia aproximada de seu tamanho e seqiiéncia.

A caracterizagdo completa de um RNA circular pode ser feita por meio de seqiienciamento
direto do RNA, que apesar de ser uma técnica extremamente trabalhosa, permitiu que fosse
seqiienciado e caracterizado o primeiro virdide, o PSTVd, espécie-tipo do género Pospiviroid
(GROSS et al., 1978). Pode-se utilizar também oligonucleotideos desenhados para hibridizar em
uma regido conhecida ou conservada da molécula, com a posterior amplificagcdo por RT-PCR e
seqiienciamento (VISVADER; SYMONS, 1985). Entretanto, para uma molécula de RNA circular
(um putativo viroide) de seqiiéncia totalmente desconhecida existem algumas aproximagdes que
podem ser exploradas como as técnicas baseadas na hibridizagdo de acidos nucléicos (FLORES,
1986; FONSECA et al., 1996). Sinais de hibridizagdo positivos, com sondas de seqiiéncia
conhecida indicam o provavel relacionamento genético da molécula em questdo; uma outra
possibilidade é a RT-PCR com oligonucleotideos degenerados capazes de hibridizar com virdides
de diferentes géneros. Embora essas técnicas sejam extremamente sensiveis, ha casos em que nao
¢ possivel realizar a caracterizagdo do RNA, uma vez que sua seqiiéncia pode ndo apresentar
similaridade com as sondas e oligonucleotideos iniciadores utilizados.

M¢étodos para a clonagem e caracterizagdo de RNAs de seqiiéncia totalmente
desconhecidas, baseados na utilizagdo de pequenos oligonucleotideos com por¢des degeneradas
nos terminais 3’°, j4 haviam sido desenvolvidos (NAVARRO et al., 1996, 1998). Portanto, o
presente trabalho visou a clonagem, identificagdo e caracterizagdo de um pequeno RNA circular
de seqiiéncia totalmente desconhecida, isolado a partir de plantas de citros infectadas, sendo os
procedimentos realizados de acordo com o protocolo do método 01, descrito por Navarro et al.

(1998), com algumas modificagoes.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material vegetal

Plantas de cidra (Citrus medica L.), mantidas casa-de-vegetagdo sob condigdes
controladas, provenientes de Valencia, Espanha, foram utilizadas como fonte de infeccdo. Os
RNAs circulares foram propagados por enxertia. Vale ressaltar que alguns sintomas de
arqueamento das folhas podiam ser observados durante os meses mais quentes do ano, o que

indicou a possivel presenga de um virdide nessas plantas.

4.2.2 Extracao de RNAs
Para a extragdo de RNAs totais, 100 g de amostras foliares de plantas de cidra infectadas

foram submetidas ao procedimento descrito por Flores et al. (1985).

4.2.3 Eletroforese em géis de poliacrilamida (PAGE)

Os procedimentos foram realizados de acordo com Flores et al. (1985). Os RNAs extraidos
foram submetidos a migragao eletroforética por 1,5 h a 100 volts e 0,072 amperes em géis de
poliacrilamida (PAGE) 5% nado desnaturante e, posteriormente corados com brometo de etideo
para identificacdo da regido de interesse (“viroid-range”). A regido compreendida entre 250 e 350
pares de bases (tendo como referéncia o marcador de DNA 100 bp - Roche) foi cortada e
cuidadosamente transferida para um segundo PAGE 5%, este por sua vez desnaturante (contendo
uréia 8§ M), sendo submetidos a uma nova eletroforese por 2,5 h, a 350 volts e 0,020 amperes. Os
RNAs circulares foram identificados pela migrag¢do diferencial caracteristica, apds coloracdo com
brometo de etideo. Marcadores de DNA de dupla fita 100 bp e 50 bp (Roche) serviram como

referéncia nas eletroforeses nativas.

4.2.4 Corte das bandas de interesse

Apés identificagdo das bandas de interesse (pela migracdo retardada em géis
desnaturantes), as mesmas foram cortadas com lamina de acrilico, sob luz ultravioleta, colocadas
cuidadosamente sobre parafilme, cortadas em pequenos cubos de aproximadamente 1 mm’ e

acondicionadas em tubos estéreis de 50 ml.
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4.2.5 Eluicao de acidos nucléicos de géis de poliacrilamida

Adicionou-se aos tubos que continha pequenos cubos de poliacrilamida com as bandas de
RNA circular de interesse, 5 ml de TEP (0,1 M Tris-HCI, pH 9,0, 0,1 M 2-mercaptoetanol, 10
mM EDTA, 1% SDS) e 1 ml de fenol-cloroféormio (1-1). Apos agitacdo por 12 h a temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 10000 rpm. A fase aquosa foi recuperada e
transferida para um tubo limpo. Adicionou-se 1 ml de TEP e procedeu-se nova extragdo com forte
agitacao em vortex e centrifugacdo por 5 min a 10000 rpm. Recuperou-se novamente a segunda
fase aquosa e se combinou com a primeira, adicionou-se 1 ml de cloroformio, e apoés agitagao
vigorosa em vortex e centrifugacdo por 15 min a 13000 rpm recuperou-se a nove fase aquosa.
Para a precipitagdo dos acidos nucléicos adicionou-se 0,5 ul de azul de dextrano (glycoblue) como
co-precipitante, 70 ul de acetato de sdédio 3 M, pH 5,5 e 800 pul de isopropanol pré-resfriado. Apods
agitagdo por inversdo, as amostras foram mantidas por 2,5 h a -20 °C e a seguir centrifugadas por
15 min a 13000 rpm. O sedimento foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 400 pl de agua
estéril. O conteudo foi transferido para microtubo e precipitado com 1/10 volume de acetato de
sodio 3 M, pH 5,5 e 2,5 volumes de etanol. Em seguida, os RNAs purificados foram secos a

vacuo e ressuspendidos em 10 pl de dgua estéril.

4.2.6 Transcricao reversa (RT)

Para a RT-PCR foi utilizado um oligonucleotideo (primer) aleatério (NAVARRO et al.,
1998), visando o anelamento em diversas regides da molécula do RNA circular purificado do gel
de poliacrilamida ap6s eletroforese dupla (nativa e desnaturalizante). Os RNAs purificados foram
transferidos para um microtubo de 0,2 ml contendo o oligonucleotideo RF503, que contem seis
nucleotideos degenerados no terminal 3’OH (5> GCCCCATCACTGTCTGCCCGNNNNNN 37)
(FROUSSARD, 1992). A relagdo de concentragdo (em massa) do oligonucleotideo RF503 e do
RNA circular molde deve ser de aproximadamente 10:1, respectivamente. Assim, empregou-se 5
ug do oligonucleotideo RF503, pois a quantidade total de RNA circular foi de aproximadamente
500 ng. Misturaram-se 10 pl de RNA circular purificado (~500 ng), 1,3 ul de RF503 (~5 pg) e 4,7
ul de agua estéril em um microtubo de 0,2 ml. Apos incubagédo por 1,5 min a 100 °C, a amostra
foi imediatamente colocada em gelo. Adicionou-se a seguir, 2,5 ul de tampao KGB 2X (200 mM
KGlu, 50 mM Tris, 20 mM acetato de magnésio, | mM 2-mercaptoetanol, 0,1 mg/ml soro

albumina bovina, pH 7,6), 0,5 pl de dNTPs (10 mM) e 1ul (200 U/ul) da enzima transcriptase
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reversa SuperScript 111 (Invitrogen), e incubou-se por 15 min a 42 °C, seguidos de 10 min a 55 °C,
5 min a 65 °C, 2 min a 100 °C e imediatamente resfriada em gelo. Apods a transcri¢do reversa,
adicionaram-se 4 ul de dgua estéril, 10 pl de tampao KGB 2X, 1 pl de Klenow DNA polimerase
(5 U/ul) seguindo incubagdo por 30 min a 37 °C.

4.2.7 PCR

As reagdes de PCR foram realizadas adicionando-se em um micro tubo de 0,2 ml, 40,5 pl
de agua estéril, 5 pl de tampao da Taq DNA polimerase (10X), 1 pl dANTPs 10 mM, 2 pl do
oligonucleotideo RF504 (5> GCCCCATCACTGTCTGCCCG 3’), complementar a regidao nao
degenerada do RF503, diluido a 50 pmoles e 1 pl de molde (obtido por RT-Klenow). Foi utilizado
o termociclador Mini Cycle TM (MJ Research) e os reagentes do kit Tag DNA Polymerase
(Roche), seguindo as recomendagdes do fabricante. As condi¢des para a PCR foram de 94 °C/2
min de desnatura¢do inicial, seguida de trinta ciclos de 94 °C/40 s, 60 °C/2 min, 72 °C/2min, ¢
extensdo final de 72 °C por 10 min. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em
géis de poliacrilamida 5% corados com brometo de etideo sob luz ultravioleta (SAMBROOK et
al., 1989).

4.2.8 PAGE-Southern-blot

Ap6s eletroforese em gel de poliacrilamida 5% por 2 h (75 mA, 110 volts), os produtos da
RT-PCR (20 pl de DNA) foram transferidos para membrana de nailon de carga positiva (Roche).
Além da amostra de interesse foram transferidos o controle da RT (reagdo de transcri¢ao reversa
sem o molde de RNA) e o controle da PCR (reagdo de PCR sem o molde RT-Klenow). Antes da
transferéncia, o gel de poliacrilamida foi tratado com solugdo alcalina (0,2 M NaOH + 0,5 M
NaCl) por 15 min para desnaturalizar os DNAs. Apds a desnaturalizagdo, promoveu-se lavagem
com agua destilada e neutralizacdo com tampao de eletrotransferéncia 10X (250 mM Tris + 2 M
glicina) por 5 min. A seguir o gel foi lavado com agua e equilibrado com tampao de
eletrotransferéncia 1X. Antes da eletrotransferéncia a membrana de nailon também foi equilibrada
durante 5 min no mesmo tampao (1X). A transferéncia foi realizada fazendo-se um sanduiche de
papéis (Gel Blotting Paper 005, Schleicher and Schuell) envolvendo o gel de poliacrilamida
diretamente em contato com a membrana de nailon e utilizando-se do aparato de

eletrotransferéncia Semiphor (Hoefer), seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds a
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eletrotransferéncia por 1 h, os acidos nucléicos foram fixados a membrana utilizando-se um
aparato de UV crosslinker UVC500 (Hoefer) com um pulso de 1200 (x100 pJ/cm?).

Para a sintese da sonda de RNA radioativa (“riboprobe”), RNAs circulares purificados de
acordo com o descrito no item “Eluicdo de acidos nucléicos de géis de poliacrilamida”, foram
ressuspendidos em 50 pl de formamida e a seguir fervidos a 100 °C por 15 min para se promover
a quebra aleatoria da molécula em fragmentos de distintos tamanhos. A seguir, a precipitagao foi
realizada em presenca de 2,5 volumes de etanol e 0,1 do volume de acetato de s6dio 3 M, pH 5,5 ¢
os RNAs foram ressuspendidos em 6,5 pl de agua estéril. A marcagdo da sonda foi realizada
adicionando-se aos 6,5 pul de RNA, 2 ul do tampao da enzima polinucleotideo quinase (PNK)
(10X), 0,5 pul de inibidor de RNAses, 1 ul de PNK e 10 pl de [y**PJATP (3000 Ci/mmol). A
reagdo foi incubada por 30 min a 37 °C e fracionada em uma mini-coluna Sephadex G-50 (Roche)
de acordo com as recomendagdes do fabricante (Obs: estas colunas sdo utilizadas para purificar
sondas radiotivas por cromatografia de exclusdo molecular, que visa eliminar nucleotideos
radioativos ndo incorporados). Apos a purificagcdo, a radioatividade da sonda foi estimada por
meio de leitura em contador de cintilagdes (Liquid Scintillation Counter, Wallac 1409,
Pharmacia). O valor obtido foi de 6500 cpm/pl.

A membrana de nailon foi pré-hibridizada em solugdo de hibridiza¢do (0,25 volumes de
SSC, 0,1 volume de SDS, 0,5 volume de formamida, 10 mg/ml de DNA de esperma de salmao,
0,1 volume de Ficoll, 0,1 volume de polivinilpirrolidone) por 3 h a 55 °C. A seguir, a membrana
foi incubada a 55 °C por 12 h em contato com 10 ul da sonda radioativa (previamente desnaturada
em 100 pl de solugdo de hibridizagdo a 99 °C por 3 min ¢ imediatamente resfriada em gelo). Apds
a hibridiza¢do, a membrana foi lavada trés vezes em SSC 2X e 0,1% SDS por 15 min a
temperatura ambiente, e uma vez com SSC (0,1X) e 0,1% SDS a 55 °C e, finalmente, colocada em
contato com um filme Super RX (Medical X-Ray Film, Fuji) e revelada apds 72 h de exposi¢do
(SAMBROOK et al., 1989).

4.2.9 Cinética para a sintese da sonda

Os RNAs circulares purificados foram submetidos a uma nova dupla eletroforese em gel
de poliacrilamida (conforme descrito anteriormente). As bandas foram cortadas e os RNAs
eluidos por difusdo, precipitados e ressuspendidos em 100 pl de formamida. A seguir, aliquotas de

10 pl foram submetidas a diferentes tempos (0, 5, 15, 30, 60, 120 e 240 min) de desnaturagdo a
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100 °C. As aliquotas foram precipitadas com 2,5 volumes de etanol, 0,1 volume de acetato de
sodio 3 M, pH 5,5, 0,5 ul de azul de dextrano e ressuspendidas em 6,0 ul de dgua estéril. A
marcagdo radioativa em 5’ foi realizada conforme descrito no item anterior, sendo as aliquotas
desnaturadas a 100 °C por 2 min, colocadas imediatamente em gelo e submetidas a eletroforese

em gel de poliacrilamida 5% 8 M uréia, em TBE 1X, a 200 volts por 2 h.

4.2.10 Clonagem

Os produtos amplificados via RT-PCR foram eluidos do gel de poliacrilamida, de acordo
com o método descrito acima, sendo realizada ao final uma precipitacdo adicional com 1/10 do
volume de acetato de sodio e 2,5 volumes de etanol. Apods a eluigdo, promoveu-se reagdo de
ligacdo dos produtos da RT-PCR com 55 ng/ul do vetor pTZ57R/T (Fermentas) em presenca de
T4 DNA ligase (Roche) e tampao apropriado. A ligagdo foi realizada em um volume total de 10
ul, a 22 °C por 12 h. Os 10 pl de ligagdo foram purificados com um kit (MinElute Gel Extraction,
Qiagen) e eluidos em 10 pl de tampao de elui¢do diluido 5X. O kit DNA Clean & Concentrator
(Zymo Research) também foi alternativamente utilizado por apresentar colunas mais adequadas
para eluicdo de volumes pequenos de DNA. Ambos os kits foram utilizados seguindo as
recomendagoes dos respectivos fabricantes.

Para as transformagdes utilizaram-se células competentes de Escherichia coli (DH5-a). As
transformacdes foram realizadas adicionando-se 40 pl de células competentes e 10 pl da reacao de
ligacdo purificada em uma cubeta de eletroporagdao de 0,1 cm. A seguir, aplicou-se um pulso de
1,25 milivolts, 25 puF e 200 ohms em eletroporador (Bio-Rad). Imediatamente apds a
eletroporagdo adicionou-se 1 ml de SOC (20 g/l triptona, 5 g/l extrato de levedura, 0,5 g/l NaCl,
25 mM KCI, 10 mM MgCl,) a cubeta pipetando vigorosamente por 4 a 6 vezes. A seguir, passou-
se o conteido para microtubo onde permaneceu a 37 °C por 1 h sob agitagdo. Em seguida, 100 ul
foram transferidos para placas de Petri contendo meio solido LB (15 g de agar, 5 g extrato de
levedura, 10 g triptona e 10 g NaCl para um litro de agua) contendo ampicilina (50 pg/ml) e X-
Gal (30 pl). As placas foram mantidas a 37 °C por 12 h.

4.2.11 Mini-preparacoes (mini-preps)
As colonias brancas (aproximadamente 10 colonias por placa) resultantes da

transformagdo, que possivelmente continham os insertos de interesse, foram selecionadas e
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repicadas para tubos estéreis contendo 2 ml de meio LB com ampicilina (50 pg/ml) e mantidos a
37 °C sob agitagdo por 12 h. Apos esse periodo, 1,5 ml do meio foram transferidos para
microtubos de 1,5 ml para se promover a extracdo dos plasmideos. Utilizou-se o kit de purificagao
de plasmideos da Roche, seguindo indicagdes do fabricante. A concentracdo de DNAs purificados
foi estimada por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo e também por

espectrofotometria.

4.2.12 Analise dos plasmideos

Para verificar a presenca de insertos, promoveu-se digestdo dos plasmideos com a enzima
de restricdo ECORI. Os produtos digeridos foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo sob luz ultravioleta. Os DNAs do gel foram transferidos para membrana de
ndilon seguindo os tratamentos e protocolos descritos acima para PAGE-Southern. Utilizou-se
também a mesma sonda sintetizada a partir de RNAs purificados da dupla eletroforese (PAGE 5%

e PAGE 5% com uréia § M).

4.2.13 Seqiienciamento dos clones selecionados

Os plasmideos contendo insertos, selecionados pela digestdao seguida de hibridizagao com
sonda sintetizada a partir dos RNAs purificados, foram enviados para seqlienciamento com 0s
oligonucleotideos iniciadores T7 (senso) e SP6 (anti-senso). As comparagdes com seqiiéncias
existentes no banco de genes internacional (GenBank) foram feitas com o programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
disponivel na internet no enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov. As seqiiéncias foram alinhadas e

analisadas com os programas Clustal X e GeneDoc.

4.2.14 Desenho dos oligonucleotideos a partir das seqiiéncias obtidas

A partir do alinhamento multiplo das seqiiéncias obtidas dos clones positivos, desenharam-
se oligonucleotideos adjacentes e de polaridade oposta (senso e anti-senso) para a amplificagdo de
toda a molécula do RNA circular via RT-PCR. Um esquema do método, utilizado neste trabalho,
para a clonagem e caracterizagdo de um RNA circular de seqiiéncia totalmente desconhecida,

baseado no método 1 do trabalho e Navarro et al. (1998), ¢ apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema simplificado do método empregado para a caracterizagdo de um RNA circular de seqiiéncia
desconhecida. Adaptado de Navarro et al. (1998)

4.3 Resultados

4.3.1 Extraciao dos RNAs totais e RT-PCR

Os RNAs totais extraidos foram separados mediante PAGE 5% (em condi¢des nativas),
corados com brometo de etideo e observados sob luz ultravioleta (Figura 2). Em seguida
promoveu-se o corte do gel na posi¢do indicada pelo colchete (Figura 2), e transferiu-se a tira de
gel para um outro gel, sendo realizada uma segunda eletroforese, porém em condi¢des
desnaturantes (em presenca de uréia 8 M). Os resultados sdo apresentados na Figura 3, onde ha
bandas que se retardaram no gel, indicando a possibilidade de serem RNAs circulares do tipo
viroidal.

Essas bandas de RNA circular (indicadas com uma seta na Figura 3) foram eluidas e
submetidas a RT-PCR com oligonucleotideos iniciadores aleatérios (NAVARRO et al., 1998). Os

resultados (Figura 4) mostram que um rastro (popula¢des de moléculas de DNA amplificadas de
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diferentes tamanhos, no caso entre 100 e 500 pares de bases) foi obtido. As bandas foram cortadas
(em trés aliquotas - indicadas com colchetes a direita da Figura 4 - de 100 a 200, 200 a 300 ¢ 300
a 500 pb), eluidas do gel por difusdo e utilizadas para a clonagem em plasmideo pTZ57R/T.

Figura 2 — PAGE 5% (nativo) dos RNAs extraidos e parcialmente purificados de cidra (a amostra total foi
subdividida em 10 aliquotas de 50 pl). M — Marcador de DNA 100 bp (Roche); O gel foi cortado entre
as bandas de 250 pb e 350 pb do marcador de DNA (indicado pelo colchete a direita) e colocado sobre
outro PAGE 5% contendo uréia 8M

Figura 3 — Resultado da eletroforese em PAGE 5% (8M de uréia - desnaturante) de parte do gel cortado da figura 2; a
seta indica os RNAs circulares de interesse, os quais migram mais lentamente. Esses RNAs foram
cortados e eluidos do gel
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Figura 4 — PAGE (5%) da RT-PCR com oligonucleotideos iniciadores aleatorios dos RNAs circulares purificados. M
— Marcador de DNA — 100 bp (Roche); S — Amostras amplificadas; Os colchetes indicam as trés regides
que foram cortadas do gel para clonagem (entre 100 e 200 pb, 200 e 300 pb e 300 a 500 pb)

4.3.2 Preparacio e analise da sonda

Os RNAs circulares purificados e precipitados foram eluidos em formamida e divididos
em aliquotas de 10 pl e submetidas a diferentes tempos (0, 5, 15, 30, 60, 120 e 240 min) de
incubagdo a 100 °C. Apds a precipitagdo, eluigdo e marcag¢do radioativa em 5’, realizou-se a
desnaturagdo a 100 °C por 2 min, resfriamento em gelo ¢ eletroforese em gel de poliacrilamida
5% em condic¢des desnaturantes. Os resultados (Figura 5) mostram que a partir de 60 min inicia-se
o acumulo de uma maior concentragdo de RNAs marcados (sonda). A partir desses resultados,
empregou-se o tempo de 2 h (120 min) de desnaturacdo para posterior marcacdo da sonda.

Observou-se também que acima de 120 min de desnaturacdo, uma significativa quantidade de

RNAs (sonda) foi degradada.
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Figura 5 — Cinética para a sintese da sonda em diferentes intervalos de tempo (0, 5, 15, 30, 60, 120 e 240 min) de
incubagdo a 100 °C, sendo os RNAs a seguir resfriados em gelo e submetidos 8 PAGE 5% em condi¢des
desnaturantes. A partir de 60 min de desnaturag@o inicia-se o acumulo de uma maior concentragdo de
RNAs marcados com 300 nucleotideos, sonda (seta). A esquerda observa-se o marcador de RNA (50 nt)
marcado com *2P

4.3.3 Southern-Blot

Para a confirmacdo da identidade dos produtos amplificados, promoveu-se a transferéncia
dos produtos de DNA do gel da RT-PCR para uma membrana de nailon, que foi hibridizada
com uma sonda radioativa, previamente sintetizada a partir de uma aliquota dos RNAs
circulares purificados. O resultado do Southern-blot (Figura 6) mostra a auséncia de sinal de

hibridizacdo nos controles ¢ um forte sinal na amostra infectada.
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Figura 6 — (A) Analise em PAGE dos produtos de RT-PCR obtidos com iniciadores aleatorios dos RNAs
circulares purificados em gel corado com brometo de etideo. Os DNAs contidos neste gel foram
eletro-transferidos para membrana de nailon. M — Marcador de DNA — 100 bp (Roche), C — controle
da RT, C’ — controle da PCR; S — amostra de RNAs de cidra amplificada via PCR; (B) Southern-blot
correspondente ao gel contendo fragmentos amplificados via RT-PCR, com sonda de RNA
(riboprobe) sintetizada a partir dos RNAs purificados em dupla eletroforese

4.3.4 Clonagem e analise dos clones obtidos

Na Figura 7A podem ser observados os resultados das analises das digestdes dos clones
candidatos a conter fragmentos oriundos dos RNAs circulares purificados e amplificados via RT-
PCR com primers aleatorios. A confirmacdo da identidade dos clones foi realizada por meio de
Southern-blot utilizando uma sonda sintetizada a partir dos RNAs circulares purificados, sendo
obtidos alguns sinais positivos como indicados nas setas (Figura 7B). Alguns clones candidatos

foram enviados para seqiienciamento.
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Figura 7 — (A) Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo dos produtos da digestdo com as
enzimas BamHI e Xbal dos plasmideos isolados por meio de mini-preparagdes (mini-prep, kit Roche); 1
a 14 — clones digeridos e insertos liberados com tamanho entre 100 e 200 pb; M=Marcador de DNA —
100 bp (Roche); (B) Southern-blot com riboprobe (sonda de RNA marcada em 5°) sintetizada a partir do
RNA circular de seqiiéncia desconhecida para identificar os insertos de interesse — as setas indicam os
clones selecionados e enviados para seqiienciamento

4.3.5 Seqiienciamento e analise das seqiiéncias

Os plasmideos (contendo os insertos), que hibridizaram por Southern-blot com a sonda
sintetizada a partir do RNA circular de seqiiéncia desconhecida, foram seqiienciados com os
oligonucleotideos T7 e SP6. As seqiiéncias dos clones obtidas foram comparadas com outras
existentes no banco de genes internacional (GenBank), e quatro apresentaram 31 nucleotideos
com 99% de identidade com a CCR do Apple scar skin viroid, espécie tipo do género Apscaviroid
(Figuras 8 ¢ 9). O restante das seqiiéncias dos clones ndo apresentou similaridade significativa
com outras seqiiéncias depositadas no GenBank. A partir do alinhamento dos clones, desenharam-
se oligonucleotideos especificos (5° CTGTCCACTCATGAAAGAAGAGG 3" - senso, e 5’
CAGCAGCTGCTTCCGGCCACTCG 3’ - anti-senso), para a amplificagdo da seqiiéncia
completa do virdide via RT-PCR (Figura 8). Os resultados da RT-PCR com os oligonucleotideos
especificos estdo apresentados na Figura 9. Observou-se que fragmentos de aproximadamente 300
pares de bases foram amplificados com sucesso, além da amplificagdo de fragmentos com
aproximadamente 600 pares de bases que devem corresponder a seqiiéncias diméricas. A analise

das seqiiéncias dos clones referentes a molécula inteira (com 294 nucleotideos) revelou a presenga
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da CCR do Apple scar skin viroid (ASSVd), espécie tipo do género Apscaviroid, além de

compartilhar similaridades com outros membros deste género, sugerindo fortemente que o RNA

circular é um virdide recombinante.

P C \Y%
* 20 « 1 a0 * 60 * 80 *
P IPCCCCGOCCCACGGAATAATAAAAGCAGAGGAGAAGAAAGT ACTCACCTIGT CGTCGTCGACGAAGGCCGGTGAGCAGTAAGCCGGACHCHMETIE:T
55 : GCCCGCCCCACGGAATAATA/—\AAGCAGAGGAGAAGAAAGTACTCACCGTCGTCGTCGACGAAGGCCGGTGAGCAGTAAGCCGGACGG o 91
BRI CCCGCCCACGGAATAATAAAAGCAGAGGAGAAGAAAGTACTCACCTGTCGTCGTCGACGAAGGCCGGTGAGCAGTAAGCCGGACCELIS TR
T RRIRETC - C CACGGAATAATAAAAGCAGAGGAGAAGAAAGTACTCACCIIGTCGTCGTCGACGAAGGCCGGTGAGCAGTAAGCCGGEC M
gcccgCCCCACGGAATAATAAAAGCAGAGGAGAAGAAAGTACTCACCEGTCGTCGTCGACGAAGGCCGGTGAGCAGTAAGLCGGACg
.
il »
Senso Anti-senso

Figura 8 — Alinhamento de parte das seqiiéncias de nucleotideos dos quatro clones (54, 55, 56 e 60) selecionados via
Southern-blot. As setas vermelha e azul correspondem aos oligonucleotideos senso ¢ anti-senso,
respectivamente, desenhados (a partir deste alinhamento) para a amplificacdo por RT-PCR do RNA
circular do virdide. P, C e V s3o os dominios patogénico, central e variavel, respectivamente. Em verde
esta marcada a regido que apresentou homologia com o Apple scar skin viroid (ASSVd), espécie-tipo

género Apscaviroid

M 1 2 3 4 M
-~ ——700pb

— e —— 500 pb
— [— ——300 pb

—— 100 pb

Figura 9 — Analise em PAGE (5%) dos produtos da RT-PCR utilizando oligonucleotideos especificos baseados na
regido conservada dos clones seqiienciados (54, 55, 56, 60). Produtos de DNA com aproximadamente 300
pares de bases (mondmero) e 600 pb foram amplificados com sucesso (amostras 3 e 4). M — marcador de
DNA (100 bp ladder, Roche); 1 — controle da PCR; 2 — controle da RT-PCR; 3 — RT-PCR a partir de
preparacdo de RNA circular purificado; 4 — RT-PCR a partir de preparacdo de RNAs totais

A estrutura secundaria proposta, obtida com o programa MFold com minima energia livre

(formada a 24°C) e visualizada pelo programa RNAviz para o RNA circular do virdide de citros
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com 294 nucleotideos, revelou uma molécula de RNA estruturada devido aos pareamentos de
bases, tipica dos virodides da familia Pospiviroidae, além da presenca dos dominios conservados
TCR (terminal conserved region), presente nos géneros Pospiviroid, Apscaviroid e Coleviroid e a

CCR, onde na parte superior esta presente o “hairpin I’ (Figura 10).

80
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Figura 10 — Estrutura secundaria proposta, obtida com o programa MFold com minima energia livre (formada a 24°C)
e visualizada pelo programa RNAviz, para o RNA circular do viréide de citros com 294 nucleotideos. Os
dominios terminal esquerdo e direito (TL and TR, respectivamente), central (C), patogénico (P) e variavel
(V) estao indicados. A regido central conservada (CCR) e a regido terminal conservada (TCR, presente
nos géneros Pospiviroid, Apscaviroid e Coleviroid) estdo também indicadas em caixas. Na parte superior
da CCR esta presente o motivo de seqiiéncia invertida “hairpin I’

4.4 Discussao

O método para a clonagem de um RNA circular de seqiiéncia totalmente desconhecida
(NAVARRO et al., 1998), utilizado com sucesso neste capitulo, ja foi empregado em outros
trabalhos para a clonagem: (i) de um intron de cloroplastos de cherimoleira (Annona cherimola
L.) (DAROS; FLORES, 1996); (ii) do Apple dimple fruit viroid de macieira (DI SERIO et al.,
1996); (iii) de um RNA do tipo viroidal de cerejeira (DI SERIO et al., 1997); (iv) e, mais
recentemente, de um novo viroide isolado de berinjela (FADDA et al., 2003a). Além da principal
vantagem do método, de ndo haver a necessidade de conhecimento prévio da seqiiéncia do RNA
para a sua clonagem, somente quantidades minimas de RNAs presentes nas amostras sao
requeridas. Porém, estes RNAs devem ser purificados (submetidos, pelo menos a duas
eletroforeses, sendo uma delas em condigdes desnaturantes) para que estejam livres de outros
RNAs contaminantes (NAVARRO et al., 1998), uma vez que a metodologia ¢ baseada na potente

técnica de RT-PCR com oligonucleotideos aleatérios, capazes de se hibridizarem em qualquer
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molde, e principalmente com os RNAs ribossomicos, presentes em grandes concentragdes nos
extratos foliares.

As seqiiéncias de quatro clones apresentaram até 99% de identidade com a CCR do Apple
scar skin viroid, espécie-tipo do género Apscaviroid (Figura 8), sendo que o restante das
seqiiéncias ndo apresentou similaridade significativa com outras seqiiéncias depositadas no
GenBank. A analise da seqiiéncia ¢ da estrutura secundaria proposta (Figura 10) revelou que o
RNA circular isolado de citros ¢ um possivel novo virdide e que, provavelmente, seja derivado de
um ou mais eventos de recombinagdo. O posicionamento taxonomico definitivo deste novo
virdide dependera de analises moleculares para se estabelecer os niveis de identidade de diferentes
por¢des do genoma e os niveis de ocorréncia dos provaveis eventos de recombinagdes, além dos
ensaisos biologicos para se avaliar o circulo de hospedeiros, prote¢do cruzada e efeitos em
infec¢des simultdneas com outros virdides de citros.

A ocorréncia de eventos de recombinagdo entre diferentes virdides tem sido freqiiente
como nos casos do Australian grapevine viroid (AGV) (REZAIAN, 1990), do Columnea latent
viroid (CLVd) (HAMMOND et al., 1989) e do Pear blister canker viroid (PBCVd)
(HERNANDEZ et al., 1992), além dos eventos intra-especificos ja relatados para o Coconut
cadang-cadang viroid (CCCVd) em coqueiro (HASELOFF et al., 1982) e para o Citrus exocortis
viroid em tomateiro (SEMANCIK et al., 1994) e berinjela (FADDA et al., 2003b).

Os citros sdo hospedeiros de cinco espécies de virdides relatadas até o momento: o Citrus
exocortis viroid (CEVd) pertencente ao género Pospiviroid; o Citrus bent leaf viroid (CBLVd) e o
Citrus viroid Il (CVd-III), ambos do género Apscaviroid; o Hop stunt viroid (HSVd), do género
Hostuviroid; e o Citrus viroid IV (CVd-1V), do género Cocadviroid, sendo todos pertencentes a
familia Pospiviroidae. Ha pelo menos duas doengas descritas em variedades de citros de
importancia econdmica: (i) a exocorte dos citros causada por variantes do Citrus exocortis viroid;
(ii) e a xiloporose (ou cachexia), causada por variantes especificas do Hop stunt viroid (DURAN-
VILA; SEMANCIK, 2003). Porém, outras infec¢des induzidas por virdides em plantas citricas
transcorrem sem a expressdao de sintomas, o que facilita a disseminagdo desses patdgenos via
praticas agricolas, principalmente por meio de enxertia.

Um outro aspecto que deve ser lembrado ¢ que, em muitos dos casos, diferentes virdides
podem infectar uma mesma planta e causar sintomas distintos daqueles causados em infecg¢des

simples. Podem também ocorrer casos em que a presenga de virdides distintos levam a indugdo de
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um sintoma caracteristico de um determinado virdéide, mesmo na sua auséncia (ITO et al., 2002).
Além disso, muitos virdides comportam-se nas suas plantas hospedeiras como populagdes de
moléculas quase idénticas (ou quasispecies), fato ja observado para alguns virdides de citros
(GANDfA; DURAN-VILA, 2004; GANDIA et al., 2005). Estas variantes resultam de mutagdes
que podem afetar tanto a estrutura secundéria da molécula como a indugao dos sintomas. Como os
virdides nao codificam proteinas e, portanto, necessitam de fatores do hospedeiro para completar
as diferentes etapas de seu ciclo infeccioso, eles devem manter sua estrutura secundaria e os
motivos conservados em sua molécula (GANDIA et al., 2005). Vale a pena lembrar também que
uma simples muta¢do na molécula de RNA de um virdide pode ampliar sua gama de hospedeiros
(WASSENEGER et al., 1996), e que algumas mutacdes em motivos especificos da molécula de
RNA estio relacionadas com a indugdo de determinados sintomas (PALACIO-BIELSA et al.,
2004). Estes fatos demonstram a importancia da caracterizagao completa da molécula de RNA dos
virdides para que se possam estabelecer agoes estratégicas de controle e também para que se tenha
um melhor entendimento dos diferentes fatores que mediam as interacdes destes patdgenos com a

planta hospedeira.
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5 Potato spindle tuber viroid: EXISTENCIA DO LOOP E IN VIVO E UNIAO ESPECIFICA
IN VITRO AS PROTEINAS RIBOSSOMAL L5 E AO FATOR DE TRANSCRICAO IITA
DE Arabidopsis thaliana

Resumo

Experimentos in vitro identificaram no Potato spindle tuber viroid (PSTVd), espécie tipo
dos virdides nucleares, um elemento de estrutura terciaria — loop E — previamente envolvido na
transcricdo € movimento do rRNA 5S de eucariontes mediado pela proteina ribosomal L5 e pelo
fator de transcrigdo IIIA (TFIIIA). No presente trabalho, foi comprovada a existéncia do loop E in
Vivo no PSTVd, e também foi demonstrado que as proteinas L5 ¢ TFIIIA de Arabidopsis thaliana
se unem especificamente a este RNA in vitro com a mesma afinidade que as mesmas se unem ao
seu substrato natural, o rRNA 58S, enquanto que a afinidade por um virdide cloropléstico (o
Avocado sunblotch viroid, ASBVd) foi significativamente menor. Estas duas proteinas devem
participar na sintese ¢ movimento intracelular do PSTVd in vivo.

Abstract

In vitro experiments have identified in Potato spindle tuber viroid (PSTVd), the type
species of nuclear viroids, an element of tertiary structure —loop E— previously involved in
transcription and movement of eukaryotic 5S rRNA mediated by ribosomal protein L5 and
transcription factor IITA (TFIIIA). Here we show the existence in vivo of loop E in PSTVd, and
that Arabidopsis thaliana L5 and TFIIIA bind this RNA in vitro with the same affinity as they
bind 5S rRNA, whereas affinity for a chloroplastic viroid (Avocado sunblotch viroid, ASBVd) is
significantly lower. These two proteins may participate in synthesis and delivery of PSTVd in
VIVO.

5.1 Introducao

Os virodides sdo patdogenos subvirais com genoma composto exclusivamente por um pequeno
RNA circular que nao codifica proteinas (DIENER, 2003; FLORES et al., 2005; TABLER;
TSAGRIS, 2004). As quase 30 diferentes espécies de virdides que infectam plantas superiores sao
atualmente classificadas em duas familias (FLORES et al., 2005). A maioria dos virdides pertence
a familia Pospiviroidae e como o Potato spindle tuber viroid (PSTVd) (DIENER, 1972; GROSS
et al., 1978), a espécie tipo desta familia, contem uma regido central conservada (CCR) e replica-
se no nucleo das células infectadas, seguindo um mecanismo envolvendo a RNA polimerase 11
dependente de DNA (FLORES; SEMANCIK, 1982; MUHLBACH; SANGER, 1979;
SCHINDLER; MUHLBACH, 1992). As moléculas de polaridade (+) do PSTVd acumulam-se no

nucléolo e no nucleoplasma, enquanto que as de polaridade (-) localizam-se somente no
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nucleoplasma, sugerindo que a transcricdo das fitas de ambas as polaridades ocorre no
nucleoplasma, com as fitas (+) sendo transferidas e processadas no nucléolo (QI; DING, 2003a).
A familia Avsunviroidae pertencem os viréides que ndo possuem CCR e que se auto-clivam por
meio de ribozimas do tipo cabeca-de-martelo durante sua replicagdo nos cloroplastos (FLORES et
al., 2000), sendo a espécie tipo o Avocado sunblotch viroid (ASBVd) (SYMONS, 1981). O fato
dos virdides ndo codificarem proteinas proprias indica que estes devam utilizar fatores da célula
hospedeira para auxiliar os diferentes passos do seu ciclo infeccioso (FLORES et al., 2005).

O PSTVd ¢ um RNA circular de fita simples com tamanho de 359 nucleotideos (com
pequenas variagdes de tamanho dependendo do isolado) que adota uma forte estrutura secundaria
devido aos pareamentos entre as bases complementares (GROSS et al., 1978). Irradiacdes com
raios ultravioleta in vitro e de preparacdes purificadas de moléculas de polaridade (+) do PSTVd
revelaram que sua CCR contem um elemento de estrutura terciaria com elevada similaridade de
seqiiéncia e também estrutural ao loop E do rRNA 5S de eucariontes (BRANCH et al., 1985;
GAST et al., 1996). Este elemento esta presente em uma regido do rRNA 58S protegida por duas
proteinas nucleares que se unem a este RNA in vitro e in vivo: a proteina ribossomal L5 e o fator
de transcrigao IIIA (TFIIIA) (DINITTO; HUBER, 2003; STEITZ et al., 1988; PELHAM;
BROWN, 1980; BOGENHAGEN; SANDS, 1992; THEUNISSEN et al., 1992).

No presente trabalho, demonstrou-se que moléculas de polaridade (+) do PSTVd também
formam o loop E in vivo e que L5 e TFIIIA clonadas e purificadas de Arabidopsis thaliana unem-
se in vitro a este RNA com a mesma afinidade que se unem ao seu substrato natural, o 5S rRNA.
Demonstrou-se também, por meio de ensaios de competi¢dao, que a afinidade destas proteinas ¢
significativamente menor pelo ASBVd, um virdide cloroplastico. Baseado nestes resultados,
acredita-se que as duas proteinas (L5 e TFIIIA) possam desempenhar um importante papel no

ciclo infeccioso do PSTVd.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Preparacio e analises dos RNAs
As preparacdes de RNAs foram obtidas por meio de maceragdo de tecido em tampao (0,1 M
Tris-HCI, pH 9,0, 5 M uréia, 0,1 M NaCl, 0,1 M 2-mercaptoetanol, 10 mM EDTA) em uma

relagdo de 5 ml/g de peso fresco. O homogeneizado foi clarificado com centrifugagdo e o
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sobrenadante foi extraido com 0,5 volumes de fenol/cloroférmio (1:1). Os RNAs presentes na fase
aquosa foram recuperados por meio de uma precipitacdo em isopropanol ou (quando necessario)
por cromatografia em celulose ndo iénica (CF11, Whatman) (DAROS; FLORES, 2002, 2004).
Para as hibridiza¢cdes Northern-blot, os RNAs foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) 5% em condi¢des desnaturantes (contendo 8 M de uréia), transferidos para
membrana de nailon, hibridizados com ribosondas marcadas com **P a 70 °C na presenga de 50%
de formamida e autoradiografados (DAROS; FLORES, 2002, 2004). Os ensaios de primer
extensions foram realizados com a enzima transcriptase reversa SuperScript 11 (Invitrogen) e com
o oligonucleotideo I (5’-GAAAACCCTGTTTCGGCGGGAATTAC-3’) marcado com *°P no
terminal 5°. Uma “escada” de seqlienciamento foi obtida com o mesmo oligonucleotideo,
utilizando-se o plasmideo pUmPSTVd+ e o kit Thermo Sequenase cycle sequencing (USB). As
transcri¢des dos RNAs foram dirigidas pelo promotor T7 presente nos plasmideos (previamente
linearizados com Xbal) pU5S e pUmPSTVd+, gerando o 5S rRNA de Arabidopsis thaliana
(codigo de acesso M65137, posigdes 220 a 339) mais duas pequenas “caudas” provenientes do
vetor nos terminais 5’ (GGGAU) e 3’ (AUCU), e um RNA monomérico, linear de polaridade (+)
do PSTVd (codigo de acesso M16826, posigoes 95 a 94) com as mesmas “caudas” do vetor,
respectivamente. O mesmo RNA do PSTVd, porém sem a presenga de “cauda” proveniente do
vetor e das posigdes 88 a 87, foi obtido por meio de transcrigdes, também dirigidas pelo promotor
T7, de um plasmideo (previamente linearizado com HindIIl) denominado pRPSTVd no qual duas
ribozimas flanqueiam a seqiiéncia do viréide. Um RNA monomérico de polaridade (+) do ASBVd
(codigo de acesso X52041) foi obtido pela auto-clivagem (durante a transcri¢ao) do plasmideo
pBdASBVd (linearizado com Xbal) contendo um ¢cDNA dimérico sob o controle do promotor T3.
Os RNAs (5S e PSTVd) foram marcados com 32p pela substitui¢do, na transcri¢do, de UTPs ndo
marcados por 5 uCi/ul de [o**P]-UTP, 400 Ci/mmol. Os RNAs foram purificados em PAGE 5%,
em condigdes desnaturantes e, apds a eluicdo, foram quantificados por medida de radiacdo

Cerenkov.

5.2.2 Expressio e purificacio das proteinas L5 e TFIIIA de Arabidopsis
A expressdo em Escherichia coli transformadas com os plasmideos pELS5 e pETFIIIA resultou
nas versdes recombinantes das proteinas de Arabidopsis L5 (codigo de acesso AAM10263) e

TFIIIA (codigo de acesso AAO73339), que apresentam inclusdo de uma cauda de seis histidinas
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na porcdo carboxi-terminal (LEH¢ tag). As proteinas recombinantes foram purificadas em
condi¢des nao desnaturalizantes utilizando colunas de 4cido nitrilotriacético de niquel (Ni-NTA)
de acordo com as recomendacdes do fabricante (Qiagen), e entdo analisadas por SDS-PAGE
12,5%, corados com Coomassie brilliant blue ou por Western-blot com um anticorpo monoclonal
contra a cauda de histidinas, anti-Hiss-tag antibody (Clontech). A concentragdo das proteinas
purificadas (L5 e TFIITA) nas preparagdes foi estimada por espectrofotometria e por reagente

Bradford, sendo armazenadas a -20 °C em glicerol 50%.

5.2.3 Ensaios de retardo em gel (Electrophoretic mobility shift assays)

Os RNAs marcados com **P foram misturados com cada proteina em diferentes relagdes
(concentracgdes crescentes de proteinas) em 10 pl de tampao de unido (50 mM Tris-HCIL, pH 8,0,
50 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoetanol), incubados em gelo por 15 min, e
separados em PAGE 5% nao-desnaturantes com tampao TAE (40 mM Tris, 20 mM acetato de
sodio, 1 mM EDTA, pH 7,2) a 4 °C. Os géis foram fixados em presenca de acido acético 10% e
etanol 20%, secos a vacuo, e a seguir expostos a autoradiografia ou analise em phosphorimage
utilizando o aparato BAS 1500 (Fuji). Nos experimentos de competi¢do, diferentes quantidades de
RNAs transcritos ndo marcados (concentragdes crescentes 5, 50 e 500X) foram misturados com os
RNAs transcritos marcados com 2P (“sonda”), sendo finalmente misturados as proteinas em um

volume final de 20 pl.

5.2.4 Ensaios de entrecruzamento com luz ultravioleta (UV cross-linking assays)

Para os ensaios de entrecruzamento com luz ultravioleta (UV cross-linking) in vivo, folhas de
tomateiros (Lycopersicon esculentum Mill.) ndo inoculados e folhas de tomateiros infectados com
PSTVd foram irradiadas (10 J/cm?) em gelo com o aparato UV cross-linker (Hoefer), e seus
RNAs extraidos e analisados como descrito previamente (DAROS; FLORES, 2002). Os RNAs
purificados foram irradiados com UV com 0,1 J/cm®. Para os ensaios de UV cross-linking, RNAs
marcados com *°P (sondas) foram misturadas com proteinas em diferentes concentracdes
(crescentes) em 10 pl de tampao de unido, transferidos cuidadosamente para um pedaco de
parafilme sobre gelo, e irradiados com 0,5 J/cm®. Ap6s a adigdo de 1 pg de RNase A e incubagdo

por 30 min a 37 °C, as reacdes foram paralisadas e analisadas por SDS-PAGE (12,5%) que apds
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eletroforese a 200 v por 2h, foram fixados, secos, expostos em filmes de raio-X e observados

conforme ja descrito acima.

5.3 Resultados

5.3.1 Entrecruzamento induzido por luz UV revela a existéncia do loop E no PSTVd (+) in

Vivo

Com o objetivo de investigar se a molécula de polaridade (+) do RNA do PSTVd também
contem o loop E in vivo (Fig. 1A), folhas de tomateiro infectadas com o PSTVd foram irradiadas
com UV e seus RNAs foram subseqiientemente extraidos e analisados em PAGE (em condigdes
desnaturantes) ¢ por Northern-blot com uma sonda para a detecgdo de fitas de polaridade (+) do
PSTVd. Além das bandas proeminentes correspondentes aos RNAs monoméricos de polaridade
(+) do PSTVd circular (mc) e linear (ml), uma banda de menor intensidade ¢ de mobilidade
intermediaria foi observada (Fig. 1B, comparar linhas 7 e 8). Algumas evidéncias indicam que
esta banda intermediaria (cl) foi gerada in vivo pela unido (intra-molecular) especifica via
irradiagdo com UV no loop E das moléculas de polaridade (+) circulares do PSTVd (mc-PSTVA),
incluindo que: (i) a banda estava ausente em extratos de RNAs de tecidos sadios e de tecidos
infectados pelo PSTVd, porém ndo irradiados (Fig. 1B, linhas 6 e 7), (ii) sua intensidade aumenta
com a dose de irradiacdo UV (dados ndo apresentados), e (iii) sua posi¢do coincide com aquela
observada na unido intra-molecular entre os residuos G98 e U260, componentes do loop E (Fig.
1A) (BRANCH et al., 1985), resultado de irradiacdo com UV dos extratos de RNA de tecidos
infectados pelo PSTVd e de moléculas de RNAs de polaridade (+) circulares (mc-PSTVd) (Fig.
1B, linhas 3 e 5). Para se obter maiores evidéncias que suportassem esses resultados prévios, os
quais indicavam que o entrecruzamento com UV in vivo envolvia residuos (G98 ¢ U260)
componentes do loop E, as bandas originadas apds irradiagao do tecido foliar com luz UV foram
eluidas de um gel desnaturante e submetidas a ensaio de primer extension com o oligonucleotideo
I. Uma parada proeminente foi observada na posi¢do A99, quando se confrontou com a “escada”
de seqiienciamento (Fig. 1C, linha 5), identificando-se o G98 como um dos residuos que se
entrecruzam. Um ensaio paralelo de primer extension com um monomero circular de polaridade

(+) do PSTVd ndo apresentou a mesma parada (Fig. 1C, linha 6). Com estes resultados,



99

demonstrou-se que as moléculas circulares de polaridade (+) (mc-PSTVd) também assumem uma
conformagdo in vivo contendo o loop E e, portanto, sdo susceptiveis ao entrecruzamento com luz

UV.
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Figura 1 — Formagdo de entrecruzamento induzido por UV no RNA de polaridade (+) do PSTVd. (A) Esquema do loop E no
PSTVd baseado nos dados in vitro de irradiagdo com UV e anélises quimicas e enzimaticas (BRANCH et al., 1985;
GAST et al., 1996). Os residuos resultantes do entrecruzamento com luz UV estdo destacados com fundo cinza e os
pareamentos candnicos ¢ nao-candnicos estdo indicados com linhas continuas e descontinuas, respectivamente. Linhas
cruzadas indicam a continuidade das ligagdes fosfodiester do esqueleto do RNA. (B) Analises em PAGE
(desnaturante) ¢ hibridizagdo Northern-blot com uma sonda para detectar moléculas de polaridade (+) do PSTVd de
extratos de folhas de tomateiro ndo inoculadas (linhas 1 e 6) e de folhas de tomateiro infectadas com o PSTVd (linhas
2 e 3,e7e8), e de formas circulares purificadas do PSTVd de polaridade (+) (linhas 4 ¢ 5). Preparagdes de RNAs nas
linhas 1, 3 e 5 foram irradiadas com luz UV (0,1 J/cm?) antes da eletroforese, enquanto que as preparagdes de RNAs
nas linhas 6 e 8 sdo de tecido foliar irradiado com UV (10 J/cm?) antes da extragdo. As posi¢des das formas
monomeéricas circular (mc) e linear (ml) do PSTVd de polaridade (+), e do RNA circular monomérico que sofreu
entrecruzamento com luz UV (cl) estdo indicados a direita, e as posi¢des dos marcadores de tamanho do RNA linear
estdo a esquerda. (C) Analise de extensdo (primer extension) com o oligonucleotideo I do RNA circular monomérico
do PSTVd de polaridade (+) entrecruzado in vivo. Uma “escada” de seqilenciamento foi obtida com o mesmo
oligonucleotideo I sobre o plasmideo pUmPSTVd+ na presenca de ddUTP, ddGTP, ddCTP e ddATP (linhas 1 a 4) e
os cDNAs obtidos por transcrigdo reversa dos RNAs circulares monoméricos do PSTVd (+) entrecruzados in vivo (cl)
¢ ndo-entrecruzados (mc) (linhas 5 e 6) com este mesmo oligonucleotideo separado em um gel de seqiienciamento.
Uma parte da seqiiéncia da fita de polaridade (+) do PSTVd ¢ apresentada a esquerda do painel, com o asterisco
indicando o residuo (G98) que promoveu a parada na reagdo de transcri¢do



100

5.3.2 Unido in vitro do PSTVd (+) com as proteinas recombinantes L5 e TFIIIA

A cromatografia em colunas de niquel (Ni-NTA) resultou em preparagdes altamente
purificadas das proteinas recombinantes LS e TFIIIA de Arabidopsis (Figura 2A), embora as
mobilidades tenham sido menores que aquelas esperadas em fungdo das suas massas moleculares
(35400 e 47700 Da para as proteinas recombinantes L5 e TFIIIA, respectivamente). Analises de
western-blot em um gel paralelo confirmaram que as bandas mais intensas das preparagoes
purificadas correspondiam as proteinas recombinantes, em funcdo da especificidade das reagdes
com o anticorpo especifico (anti-Hise), sendo que a banda que apresentou migracdo mais rapida,

no caso da TFIIIA, trata-se provavelmente de processamento parcial desta proteina (Figura 2B).

(a) =T () B
<= 2 =
Ka M TP TP kKba T P T P
13- i
So-0 B BN - TFIIIA - S - TFIIIA
37. -LS 4. ~ -L5
26 - 26 -
19 - 19 -
CREN & 15-
01234 1234

Figura 2 — Purifica¢do das proteinas recombinantes L5 e TFIIIA de Arabidopsis. As proteinas foram separadas em
SDS-PAGE (12,5%) e em seguida (A) foram coradas em presenca de coomassie brilliant blue ou (B)
realizou-se western blot com um anticorpo anti-Hisg. Linha 0, marcador de proteina com suas massas
moleculares indicadas a esquerda. Linhas 1 ¢ 3, proteinas totais (T) de cultura de E. coli induzidas a
expressar L5 e TFIIIA, respectivamente. Linhas 2 e 4, preparagdes purificadas (P) de L5 e TFIIIA,
respectivamente. As posigdes das proteinas recombinantes L5 e TFIIIA estdo indicadas a direita de ambos
0s painéis

A unido de moléculas de polaridade (+) do PSTVd as duas proteinas recombinantes (L5 e

TFIIIA) de Arabidopsis foi estudada empregando duas aproximagdes distintas: analise da

mobilidade eletroforética (electrophoretic mobility shift assay, EMSA) e ensaios de

entrecruzamentos com luz UV (UV-cross-linking label transfer assays) (LANE et al., 1992;

WALKER et al., 1998) utilizando como “sonda” um RNA linear de tamanho completo (359

nucleotideos) do PSTVd de polaridade (+) marcado com **P mais uma pequena “cauda” do vetor.
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Com as duas aproximagdes demonstrou-se que L5 e TFIIIA de Arabidopsis unem-se ao RNA de
polaridade (+) do PSTVd in vitro. Nos ensaios de retardo em gel (EMSA), L5 iniciou o retardo da
sonda em uma concentragdo de proteina de 0,5 uM, sendo que o retardo foi completo a uma
concentragdo de 2,5 uM (Fig. 3A, linhas 4 e 5), enquanto que TFIIIA retardou a sonda
completamente a uma concentragao de 0,1 uM (Fig. 3A, linhas 8 a 10), indicando que deve haver
uma maior afinidade do PSTVd (+) a esta segunda proteina. O retardo ndo foi observado com
pequenas concentracdes de proteinas nem no controle sem proteinas (Fig. 3A). A presenca de
bandas correspondendo a sonda livre e o total retardo do complexo (RNA + proteina) sem a
presenca de retardo parcial sugere uma unido do tipo cooperativa, particularmente para a proteina
TFIIA. Os ensaios de unido por meio de entrecruzamento com UV confirmaram estes resultados.
A unido do PSTVd (+) as proteinas foi observada iniciando a uma concentracdo de 0,5 uM para
L5 (Fig. 3B, linhas 4 e¢ 5) e 0,1 uM para TFIIIA (Fig. 3B, linhas 8 a 10). Marcacdo a baixas

concentragdes de proteinas e nos controles sem proteinas ndo foram observadas (Fig. 3B).
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Figura 3 — Unido in vitro do RNA de polaridade (+) do PSTVd as proteinas recombinantes L5 e¢ TFIIIA de
Arabidopsis. (A) Ensaio de retardo (electrophoretic mobility shift assay, EMSA). O RNA marcado do
PSTVd, utilizado como sonda (a uma concentragdo de 0,2 nM), foi misturado com concentragdes
crescentes das proteinas L5 ou TFIITA e separados em PAGE (ndo-desnaturante). (B) Analise de unido
via entrecruzamento com luz UV (UV cross-linking label transfer assay). A mesma sonda marcada
(PSTVd+) foi misturada com concentragdes crescentes das proteinas L5 e TFIIIA, e entdo submetidos a
radiacdo com UV, digestdo com RNase e SDS-PAGE. Linhas 0, auséncia de proteina. Linhas 1a5e 6 a
10, adicdo de 0,04, 0,02, 0,1, 0,5 e 2,5 uM de LS5 e TFIIIA, respectivamente. As posi¢des do complexo
RNA/proteina e da sonda livre estdo indicados a direita do quadro (A). As posi¢des ¢ as massas
moleculares (em kDa) dos marcadores, e das proteinas marcadas L5 e TFIIIA, estdo indicadas a
esquerda e a direita do quadro (B), respectivamente

5.3.3 Analises de competicio in vitro revelam que as proteinas L5 e TFIIIA de Arabidopsis
apresentam afinidade similar pelo PSTVd e 5S RNA

Para estudar a afinidade de unido das proteinas L5 ¢ TFIIIA de Arabidopsis ao PSTVd (+),
uma série de experimentos de competicdo foi realizada com ensaios de retardo em gel
(electrophoretic mobility shift assay, EMSA) utilizando como sonda o rRNA 5S de Arabidopsis,
uma molécula com a qual L5 e TFIIIA interagem em condigdes fisiologicas. As misturas

incluiram o rRNA 5S de Arabidopsis (120 nt) com uma pequena por¢ao do vetor, e as proteinas
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L5 e TFIIIA, nas concentragdes de 1,25 uM e 0,25 uM respectivamente, resultando no completo
retardo da sonda na auséncia de competidores (Fig. 4A e B, linhas 10). A incorporagdo dos
competidores ndo marcados, o 5S rRNA (idéntico a sonda), o RNA linear de polaridade (+) do
PSTVd (de seqiiéncia exata com 359 nt) ¢ o RNA linear do ASBVd de polaridade (+) (de
seqiiéncia exata com 247 nt), mostrou que o PSTVd e o 5S rRNA apresentavam comportamento
simililar (Fig. 4C e D): ambos RNAs foram bons competidores, com uma menor fragdo da sonda
permanecendo unida a L5 (Fig. 4A, linhas 3 e 6) e TFIIIA (Fig. 4B, linhas 3 e 6) a um excesso
molar de 500 vezes. Entretanto, o ASBVd (+), que apresenta uma estrutura secundaria similar
aquela do PSTVd (+), foi um fraco competidor (Fig. 4C e D) pois com 0s mesmos excessos
molares quantidades significativas de sonda ainda permaneciam unidas a L5 (Fig. 4A, linha 9) e,

particularmente, a proteina TFIIIA (Fig. 4B, linha 9).

5.4 Discussao

Os virdides nao codificam proteinas proprias e, portanto, dependem de fatores da célula
hospedeira para sua replicagdo e movimento, porém pouco se conhece dessas interacdes: (i)
Primeiramente, experimentos com inibidores das RNAs polimerases indicaram que a sintese das
moléculas de ambas polaridades do PSTVd, e muito provavelmente de outros virdides nucleares
(familia Pospiviroidae), ¢ catalisada por uma RNA polimerase II (nuclear) dependente de DNA
(FLORES; SEMANCIK, 1982; MUHLBACH; SANGER, 1979; SCHINDLER; MUHLBACH,
1992) — resultados com anticorpo monoclonal contra um dominio conservado da subunidade
maior da RNA polimerase II também reforcam estes resultados (WARRILOW; SYMONS, 1999)
— enquanto que a sintese das fitas do ASBVd ¢ catalisada por uma RNA polimerase cloropléstica
codificada no ntcleo (NAVARRO et al., 2000). (ii)) Uma segunda abordagem envolveu a sele¢ao
de candidatos a fatores do hospedeiro que se unem a virdides por meio de selegdo via
entrecruzamento com luz UV diretamente em folhas de abacateiro (in vivo) infectados pelo
ASBVd. Com isso, foi possivel isolar e caracterizar duas proteinas de cloroplastos (PARBP33 e
PARBP35) associadas com o ASBVd, sendo que a primeira delas comporta-se como uma
chaperona e facilita a auto-clivagem pelas ribozimas in vitro dos RNAs diméricos do ASBVd
(DAROS; FLORES, 2002). (iii) Uma terceira aproximagdo envolveu uma proteina de floema de
pepino (PP2) que interage in vitro (GOMEZ; PALLAS, 2000; OWENS et al., 2001) e in vivo
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(GOMEZ; PALLAS, 2004) com o Hop stunt viroid (familia Pospiviroidae), possivelmente
auxiliando o movimento a longas distancias deste virdide na planta. (iv) Caracterizou-se também
uma proteina de tomateiro que se une ao PSTVd. Esta proteina, que foi denominada viroid RNA-
binding protein (Virpl), apresenta um sinal de localizagdo nuclear ¢ interage com o PSTVd in
vitro e in vivo, com uma possivel implicagdo no movimento do virdide para o nucleo
(MARTINEZ DE ALBA et al., 2003). (v) Finalmente, o PSTVd tem sido isolado em complexos
com histonas e outras proteinas (WOLFF et al., 1985), e em uma selegdo in vitro para proteinas
que se unem a virdides identificou-se um inibidor de cathepsina D (WERNER et al., 1983). A
complexidade do ciclo infeccioso dos virdides indica que muitas outras interagdes destes

patogenos com fatores da célula hospederia ainda devem ser identificados.
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Figura 4 — Efeitos dos trés competidores sobre a unido in vitro do rRNA 58S as proteinas recombinantes L5 e TFIIIA
de Arabidopsis determinados por ensaios de retardo em gel (electrophoretic mobility shift assays, EMSA).
(A e B) Autoradiogramas representativos das unides de L5 (1,25 uM) e TFIIIA (0,25 uM) ao rRNA 58
marcado com **P ¢ utilizado como sonda (0.1 nM), respectivamente. Linhas 0, auséncia de proteina.
Linhas 1 a 9, ensaios na presenca de 5, 50 e 500 de excesso molar dos competidores ndo marcados rRNA
5S de Arabidopis (1 a 3), PSTVd (+) (4 a 6) ¢ ASBVd (+) (7 2 9). Linhas 10, auséncia de competidores. (C
e D) Representacdo grafica da sonda livre (valores em unidades de fotoestimulo luminescente — PSL)
versus a relagdo molar do competidor/sonda para L5 e TFIIIA, respectivamente. Os valores apresentados
nos graficos representam a média de trés experimentos independentes com o desvio padrao apresentado
em barras
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Portanto, em vista dos poucos trabalhos que abordam a interagdo de virdides com fatores do
hospedeiro e visando a busca por proteinas do hospedeiro que possam interagir com o PSTVd,
procurou-se estudar o motivo de estrutura terciaria loop E em fungdo deste motivo: (i) ser
conservado no PSTVd e em outros membros do género Pospiviroid (FLORES et al., 2005), e (ii)
estar envolvido em replicacio (BAUMSTARK et al.,, 1997), especificidade do hospedeiro
(WASSENEGGER et al., 1996) e patogénese (QI; DING, 2003b). Por meio de irradiacdo com UV
de folhas de tomateiro infectado pelo PSTVd, confirmou-se que o loop E ndo so existe in vitro
(BRANCH et al., 1985; GAST et al., 1996) mas também in vivo, demonstrando que este motivo
deve apresentar importante relevancia fisioldgica. Assim, foram utilizadas duas proteinas,
ribosomal L5 e TFIIIA, as quais apresentam sitios de unido ao rRNA 5S de eucariontes, incluindo
o motivo loop E e outras regides da molécula (DINITTO; HUBER, 2003; BOGENHAGEN;
SANDS, 1992) que também apresentaram afinidade especifica pelo PSTVd (+). Resultados com
dois ensaios de unido in vitro distintos demonstraram que estas duas proteinas de Arabidopsis
unem-se ao PSTVd (+) com a mesma afinidade que se unem in vivo ao seu bem conhecido ¢
caracterizado substrato natural, o rRNA 5S (MATHIEU et al., 2003), enquanto que a afinidade
pelo ASBVd (+), um viroide cloroplastico que nao apresenta o loop E, foi significativamente
menor. Apesar de Arabidopsis ndo ser hospedeira do PSTVd, um estudo recente mostrou que esta
planta-modelo apresenta a maquinaria necessaria para a replicacdo de algumas espécies
representativas da familia Pospiviroidae, sendo, portanto, um valioso sistema experimental para o
estudo das interagdes virdide-hospedeiro (DAROS; FLORES, 2004).

As proteinas L5 e TFIIIA devem atuar em diferentes etapas do ciclo infeccioso do PSTVd. L5
estd envolvida no transporte nucleo-citoplasmatico do rRNA 5S (GUDDAT et al., 1990), e
poderia da mesma forma facilitar a exportagdo de novas moléculas de polaridade (+) do PSTVd
sintetizadas para células vizinhas. Além disso, como a proteina L5 de Arabidopsis se une ao
rRNA 58S e se acumula no nucléolo, embora também esteja presente no citoplasma (MATHIEU et
al., 2003), a unido de L5 as moléculas de polaridade (+) do PSTVd poderia mediar a passagem
seletiva para o nucléolo (QI; DING, 2003a). Por outro lado, TFIIIA ¢ um fator de transcricao da
RNA polimerase III que ¢ requerido especificamente para a transcri¢do de genes do rDNA 58S, e
esta envolvido em uma rede de interagoes envolvendo a sintese € o acimulo de rRNA 5S e sintese
e acumulo de proteinas ribossomais (PITTMAN et al., 1999). O TFIIIA de Arabidopsis pode se

unir ao TRNA 5S de Arabidopsis, e também ao seu gene (DNA) podendo se concentrar em varios



106

pontos do nucleo incluindo o nucléolo (MATHIEU et al., 2003). A capacidade desta proteina se
unir tanto a DNA como a RNA, faz o TFIIIA um importante candidato ao envolvimento com
aspectos da replicagdo dos virdides nucleares, pelo fato destes virdides necessitarem, muito
provavelmente, de proteinas com essas propriedades para serem aceitos como moldes pelas RNAs
polimerases, que em condi¢des normais, transcrevem RNAs a partir de moldes de DNA. O
TFIIIA poderia atuar como uma ponte entre 0 RNA do virdide (molde) e a RNA polimerase, isso
até mesmo com as evidéncias disponiveis que indicam que esta enzima seja a RNA polimerase II.
Estudos complementares sdo necessarios para confirmar que as interagdes entre as proteinas LS ¢

TFIIIA com o PSTVd (+), demonstradas aqui in vitro também existem in Vivo.
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