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O Silenciamento Génico Pés-transcricional (PTGS) € um mecanismo de defesa presente em
plantas que tem como fungdo principal silenciar RNAs aberrantes produzidos em infecgdes virais,
introducdo de transgenes ou mobilizacdo de transposons. E interpretado como um mecanismo de
verificacdo do transcriptoma de um organismo, estando presente em diferentes espécies (revisto
Cogoni & Macino, 2000).

Os virus que atacam plantas, embora alvos do PTGS, sdo capazes de suprimir essa resposta
através da expressao de proteinas virais supressoras. Dentre tais proteinas destaca-se a proteina “Helper
Component-Proteinase” (HC-Pro) codificada pelos potyvirus. Os potyvirus representam o mais
importante grupo de virus de planta ja descrito.

Recentemente, um supressor endégeno de silenciamento génico, denominado rgs-Cam, foi
caracterizado como sendo capaz de suprimir o silenciamento de genes repdrteres em plantas
(Anandalakshmi et al., 2000). Com base nessa evidéncia, levantou-se a hipétese de que a proteina viral
HC-Pro tenha por funcdo ativar a expressao da rgs-Cam, sendo esta a verdadeira supressora de PTGS.
Em estudo recente, Silva (2004) verificou que a expressdo do gene rgs-Cam € induzida em plantas de
tabaco transgénicas para a proteina HC-Pro do Potato virus Y.

O presente trabalho tem por objetivo verificar o efeito de mutac¢des introduzidas no dominio
central da proteina supressora HC-Pro sobre a expressao do gene rgs-Cam, e checar a replicacdo de um
virus indicador Potato virus X (PVX) para confirmar a presenca ou auséncia da atividade supressora
nessas plantas. Para isso, plantas transgénicas de tabaco que expressam diferentes versdes da proteina
viral HC-Pro (Pereira, 2002), dotadas ou ndo de atividade supressora, e plantas indicadoras (Datura
stramonium e Gomphrena globosa) foram inoculadas com PVX obtido a partir de folhas de uma planta
indicadora (Datura stramonium) infectada, maceradas em tampao fosfato em presenca de sulfito de
sédio.

Amostras de RNA total foram extraidas das plantas inoculadas. A acumulacido do virus nas
plantas transgénicas, bem como nas plantas indicadoras, foi constatada empregando-se
oligonucleotideos degenerados e anticorpos policlonais. Para tal, um protocolo experimental foi
adaptado a fim de detectar a presenca desse virus nas referidas plantas por meio da técnica de
transcricdo reversa (RT)-PCR e por DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-linked
Immunosorbent Assay).

Apds tentativas ndo sucedidas de amplificagdo viral nas plantas infectadas, foram realizados
mais testes para a padronizag¢do da concentracdo de oligonucleotideos degenerados usando RT-PCR.
(Figura 1).

Figura 1: Gel de agarose 1% contendo os produtos de amplificagcdo obtidos por PCR a partir de cDNA
infeccioso de PVX (pP2C2S). Coluna 1 - MassRuler'” DNA Ladder, Mix; Coluna 2 - amplificacio
usando cDNA viral diluido 5 vezes e oligonucleotideos degenerados para PVX na concentracio 0.5
mM; Coluna 3 - amplificacdo usando cDNA viral diluido 5 vezes e oligonucleotideos degenerados para
PVX na concentracdo 1.0 mM; Coluna 4 - amplificacdo usando cDNA viral diluido 10 vezes e
oligonucleotideos degenerados para PVX na concentragdo 1.0 mM.



Devido as dificuldades encontradas no processo de inoculagcdo do virus PVX e na
amplificacdo das plantas infectadas, a andlise da atividade supressora dos mutantes da proteina HC-
Pro sobre a induc¢d@o do gene rgs-Cam encontra-se em processo de andlise.
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